NAUPLIUS, Rio Grande, 4: 129-137, 1996.

_ CARACTERIZAGAO DE ALGUMAS ESPECIES DO
GENERO Penaeus DO LITORAL BRASILEIRO ATRAVES
DE ELETROENFOQUE

D. E. MAGGIONI

Visconde de Cairu 200/701, 60182 -130. Fortaleza - CE, Brasil.

ABSTRACT

Isoeletric focusing is a broadly applied method for identification. Due to its high resolution, the
method is able to differentiate even very close species. In this work isoeletric focusing has been
used to determinate total protein bands pattern of four different species of Penaeus genus (P.
schimitti, P. subtilis, P. brasiliensisand P. paulensis), all commonly encountered at Brazilian coastal
waters. The samples were collected at the coasts of Ceard, Rio Grande do Norte and Rio Grande
do Sul states. The individuals morphologically identified as P. subtilis presented two different band
patterns, attributed to two distinct mforphotypes. It has been observed certain similarity between
the band pattern of P. subtilis morphotype Il and that one typically observed for P. paulensis, what
suggests they both belong to the same species. Jaccard similarity indexes have been calculated
from the data obtained, and a dendrogram has been constructed according to UPGMA method.
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INTRODUCAO

O genéro Penaeus é mundialmente conhecido por ser o principal crustaceo
pescado em varios paises. Devido ao grande interesse comercial existente,
muitos esforgos tém sido dedicados a pesquisa em torno da biologia dos
peneideos (Ringo & Zamora, 1968 ; Pérez Farfante, 1969 ; Brusher & Ogren,
1976 ; Isaac, 1992), tendo sido inclusive muito estudados ao nivel
genético-bioquimico (Proctor et al., 1974 ; Marvin & Caillouet, 1976 ; Lester,
1979 ; Thomas, 1981 ; Lester & Cook, 1987 ; Bray et al., 1990 ; Sunden &
Davis, 1991). No entanto, poucos trabalhos tém sido publicados sobre as
espécies Penaeus subtilis, P. schmitti e P. brasiliensis, e o seu estudo genético
€ ainda inexistente.

Assim como 0s demais peneideos essas espécies possuem um ciclo de
vida composto de duas fases, uma ocedanica e outra estuarina. A fase adulta
€ marinha com habitos benténicos. Desta forma a reproducédo ocorre em
oceano aberto, com uma fecundagao externa, originando ovos demersais cujo
tempo de eclosdo varia de acordo com a temperatura e espécie (Dall et al.,
1990). Durante o desenvolvimento larval, composto pelos estagios de
nauplius, protozoéa e misis, os individuos permanecem em ambiente marinho
com um habito plancténico, migrando para as areas de criadouro ao atingirem
a fase de transi¢édo, chamada de decapodito (antiga pés-larva). O processo
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migratério é complexo, pois envolve deslocamento vertical, movimento de
adveccio e correntes de marés (Isaac, 1992). Os juvenis retornam para o
oceano realizando a primeira desova em poucos meses.

As populacdes de peneideos sdo compostas por uma proporgao
equilibrada de machos e fémeas. Sao individuos de habitos noturnos,
permanecendo enterrados no substrato durante o dia. Esses camardes
distribuem-se entre 20°N e 20°S em todo o globo com especificidade,
devendo-se a grande importédncia comercial a sua presenca na plataforma
continental em abundéncia e a relacdo cefalotérax-abdéomem altamente
favoravel do ponto de vista de mercado (D’Incao, comunicagao pessoal).

A espeéecie P. schmitti Burkenroad, 1936 pertence ao subgénero
Litopenaeus, e distribui-se desde Cabo Catoche (a cerca de 21° N) na América
Central, até Laguna (28°29’S), no Brasil. Podendo ser encontrada tanto nas
aguas quentes da costa venezuelana como naquelas mais frias do Suldo Brasil
(Laguna, SC) (Pérez Farfante,1969).

A espécie P. subtilis Pérez Farfante, 1967 pertence ao subgénero
Farfantepenaeus, distribui-se desde Cuba, através das Antilhas e de Honduras
por todo litoral do Caribe, até Cabo Frio (23°S), no Brasil. Prefere 4guas mais
quentes independentemente da salinidade, pois sdo eurihalinos, sendo muito
encontrados no litoral Norte do Brasil (Pérez Farfante, 1969).

As espécies P. schmitti e P. subtilis sdo as espécies de maior interesse
comercial encontradas no Norte e Nordeste brasileiro (Ivo & Leite, 1992).

Pertencendo também ao subgénero Farfantepenaeus estd a espécie P.
brasiliensis Latreille, 1817. A espécie possui uma mancha caracteristica na
jungdo do terceiro com o quarto somito abdominal a qual € inexistente nas
demais espécies que habitam o litoral brasileiro. Sua distribuicao vai desde as
Bermudas (28°23'N), passando pelas Bahamas e Antilhas, ao longo do litoral
da Ameérica do Sul até Rio Grande (32°S) - Lagoa dos Patos, Brasil. Apresenta
uma préferéncia por 4guas mais quentes e assim como os demais peneideos
possui uma alta faixa de tolerancia emrelacao a temperatura (Pérez Farfante,
1969).

Para conhecer melhor as relagdes fenéticas destas espécies sera utilizada
a eletroforese. A eletroforese é o método mais utilizado em sistematica
bioguimica e refere-se ao movimento de particulas carregadas eletricamente
sob a influéncia de um campo elétrico em um meio suporte. As técnicas
eletroforeticas tém sido utilizadas para separar proteinas segundo sua
mobilidade relativa num campo elétrico. A migracdo diferencial € devida a
carga elétrica, a conformag¢do e ao peso molecular das proteinas. Os
polipeptideos sdo a forma mais facil de identificar o produto molecular dos
genes, refletindo as alterag6es mutacionais do DNA. As proteinas, além do
seu grande significado para a compreensdo dos processos evolutivos, tém
também uma grande importancia para a solugdo de problemas praticos, tanto
na sistematica como no estudo da estrutura das populacdes (Ferguson, 1980).

O eletroenfoque é uma técnica eletroforética que separa e focaliza as
proteinas, de acordo com seu ponto isoelétrico. Neste método uma mistura de
proteinas é submetida a uma corrente elétrica em um suporte de poliacrilamida
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no qual estabeleceu-se inicialmente um gradiente de pH. Cada proteina
comeca entdo a migrar em funcéo de sua propria carga elétrica liquida, sendo
focalizada na porgao do gradiente em que o pH sejaigual ao seu pH isoelétrico,
formando ai uma faixa estacionaria (Mackie, 1973).

Por ser um método relativamente simples, rapido e econdémico, o
eletroenfoque de proteinas tem sido muito utilizado na identificacdo de
espécies. Lundstrom & Roderik (1979), e Lundstrom (1980 e 1983), se
utilizaram deste método para resolver duvidas na identificacdo de varias
espécies de peixe, devido a sua alta resolugdo e exelente reprodutibilidade.
Segundo Lundstrom (1981) o eletroenfoque € um método que permite que o
padréo de bandas de espécimes desconhecidos possa seridentificado através
da comparacao com o padrao de espécies conhecidas. Mackie (1973 e 1979)
e Mackie & Ritchie (1980) utilizaram o eletroenfoque na identificacao de varias
espécies de pescado, assim como para seus produtos derivados como filés e
enlatados. Os autores afirmam que as varias técnicas eletroforéticas sé&o os
métodos mais seguros para se identificar espécies quando as diferencas
usuais, baseadas na morfologia, s&o incertas ou sem resultados aparentes.
Levy et al. (1983) também utilizaram este método na identificacdo de filés de
pescado, por considerarem a técnica suficientemente sensivel para detectar
inclusive as pequenas diferengas devidas as variagcdes ontogénicas. Morck et
al. (1983) utilizaram esta técnica para identificar ovos de diferentes espécies
de peixes marinhos.

O objetivo deste trabalho é determinar o padrdo de bandas caracteristico
de cada uma das espécies estudadas através do eletroenfoque.

MATERIAL E METODOS

Foram adquiridos 100 exemplares em janeiro de 1992 e 109 exemplares
em fevereiro de 1993, ambos no mercado publico de Fortaleza, CE. Nos
manguezais ao redor da Cidade de Natal, RN foram amostrados 106
exemplares, com o auxilio de uma tarrafa, em fevereiro de 1993. E mais cinco
individuos foram adquiridos no mercado publico de Rio Grande, RS em margo
de 1993. Imediatamente apds a coleta os individuos foram congelados a -20
°C, em sacos pléasticos individuais.

A analise morfomeristica preliminar foi realizada no Laboratéro de
Carcinologia da Fundacdo Universidade do Rio Grande segundo Pérez
Farfante (1969), onde os exemplares foram identificados como Penaeus
subtilis, P. schmitti e P. brasiliensis nas amostras de Fortaleza e Natal, e P.
paulensis na amostra de Rio Grande.

Foiretirado um pequeno pedaco de misculo do quinto segmento abdominal
de cada um dos individuos estudados, o qual foi homogenizado, através de
maceragao com bastao de vidro, com tampéo Tris HCI 0,2 M pH 7,5, em tubos
Eppendorf. Apds a homogenizacdo os extratos foram armazenados até o dia
seguinte, a -80 °C. Antes do inicio da corrida os extratos foram centrifugados
em microcentrifuga a 14000 rpm por 10 minutos. No total foram analisados 10
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individuos de cada espécie para cada uma das areas de coleta da regifo
Nordeste e mais os cinco exemplares coletados em Rio Grande.

Foram utilizados géis de poliacrilamida horizontal (0.8 mm de espessura)
0s quais foram preparados segundo o procedimento descrito por Levy et al.
(1983). A variagéo do gradiente de pH nos géis é determinada pelos anfolitos
(Pharmacia Chemical CO.). Foram testados os anfolitos com pH 2,5-5,0,
5,0-8,0, 3,0-10,0. Os tampdes utilizados como pontes para cada tipo de anfolito
foram H2SO4 0.1 M e NaOH 0.1 M, ac. Glutdmico 0.04 M e NaOH 0.1 M, e
H3PO4 0.1 M e NaOH 0.1 M, respectivamente, segundo o recomendado pelo
fabricante. Apos a centrifugagdo, a aplicacado dos extratos foi feita a 1 cm do
catodo e, com o auxilio de um aplicador, foram semeados aproximadamente
5 ml de extrato.

O gel foi colocado em uma cuba eletroforética, adaptando-se pontes de
papel filtro Whatmam 1 as suas bordas, as quais fazem a ligagéo dos tampdes
com o gel. A corrida foirealizada a uma poténcia constante de 4 \W, iniciando-se
com 220 Ve 30 mA. O final da corrida é determinado pela amperagem, quando
esta chega a zero. O tempo de duracdo da corrida variou entre uma hora e
meia e duas horas.

Terminada a corrida o gel foi retirado da cuba e colocado em uma bandeja
com TCA 5% por 30 minutos para a fixacdo das proteinas. Logo apds este
periodo o gel foi lavado com solugdo descolorante de metanol, agua destilada
e acido aceético na propor¢do de 5:5:1 por 5 minutos, a fim de eliminar o excesso
de TCA. Retirada a solugéo descolorante, o gel foi corado com uma solucéo
de Comassie Blue 0,1% por 20 minutos a 80 °C. Apés este periodo o gel foi
novamente lavado com a mesma solugdo descolorante descrita acima |
deixando-se descorar por, pelo menos, duas horas, para a visualiza¢cdo dos
padrées de bandas.

Para sua preservacdo, o gel foi colocado em ac. acético por 5 minutos.
Depois o gel foi colocado em uma solugdo de Glicerol 5% por 20 minutos
juntamente com uma folha de papel celofane. O gel foi entdo embalado com
0 celofane e preso a uma placa de vidro para evitar que dobrasse, e seco em
condi¢des ambientes (Numachi, 1981).

A fimde quantificar as diferengas observadas entre os padrées foi calculado
0 indice de similaridade de Jaccard, cujo valor corresponde a quantidade de
bandas em comum em relagdo ao total, para as espécies comparadas aos
pares. A partir da matriz de similaridade obtida foi criado um dendrograma pelo
método UPGMA. Estes procedimentos seguiram o descrito por Romesburg
(1984).

RESULTADOS
Dos 3 diferentes tipos de anfolitos testados, apenas os géis com faixa de

pH 3-10 apresentaram uma boa resolugdo. S6 foram analisados os geis com
esse gradiente de pH. N&o foi observado nenhuma variacdo nos padrées de
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proteinas devido ao tamanho ou ao sexo para nenhuma das espécies
estudadas.

A Figura 1 apresenta o padrao de eletroenfoque de proteinas totais de
quatro espécies do género Penaeus. O padrao de bandas de cada espécie foi
unico, podendo-se diferenciar facilmente os individuos de cada espécie (P.
subtilis, P. schmitti, P. brasiliensis € P. paulensis).

Nos testes observou-se a presenca de dois padrdes diferentes nos
exemplares morfologicamente identificados como P. subtilis, tanto para a
regido de Natal como para a de Fortaleza. Foram entéo feitas comparacdes
de padrbes de eletroenfoque com outras espécies do mesmo género, onde
observou-se uma iqualdade entre o padrao de bandas de alguns exemplares
inicialmente considerados como pertecentes a espécie P. subtilis, 0s quais
apresentavam um padrio diferenciado, e o padrdo de bandas caracteristico
da espécie P. paulensis obtida no Rio Grande do Sul (Figura 1).

Os valores do indice de similaridade de Jaccard obtidos a partir da
comparacao entre os padrbes de bandas estdo apresentados na Tabela 1, e
0 dendrograma resultante, na Figura 2. O coeficiente de correlacao cofenética
de Pearson correspondente foi de 0,989, indicando que, ao construir o
dendrograma, praticamente nio houve distorcio da informacéo apresentada
na matriz de similaridade.
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Figura 1. Padrbes de proteinas totais para os peneideos estudados
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| P.paulensis
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Figura 2. Dendrograma obtido a partir dos indices de similaridade de Jaccard.

Tabela 1. indices de similaridade de Jaccard

P. schmitii P. brasiliensis morfotipo | morfotipo I P. paulensis
P. schmitii - 0,125 0,167 0,250 0,250
P. brasiliensis - - 0,250 0,300 0,300
morfotipo | - - - 0,571 0,571
morfotipo Il - - - - 1,000
P. paulensis - - - - -
DISCUSSAO

O presente estudo determinou o padrdo de eletroenfoque de proteinas
totais de 4 espécies do género Penaeus existentes no litoral brasileiro. O
padrdo de bandas foi caracteristico e especifico, repetindo-se entre os
individuos da mesma espécie (Fig. 1).

As espécies P. schmitti e P. brasiliensis apresentaram padrbes de bandas
tipicos entre todos os individuos testados, conforme o esperado. O resultado
do eletroenfoque feito com a espécie P. subtilis apresentou dois padrbes de
bandas distintos. A partir deste resultado estes exemplares foram separados
em morfotipo | e morfotipo 1. Como morfotipo | foram classificados aqueles
exemplares cujas caracteristicas morfologicas estavam de acordo com
aquelas de um P. subtilis tipico segundo Pérez Farfante (1967). Como
morfotipo Il foram classificados os demais individuos cujas caracteristicas
morfologicas se apresentavam um pouco distintas do morfotipo |. Este
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resultado induziu & hipotese de que os exemplares do morfotipo Il pudessem
pertencer a uma outra espécie ainda n&o descrita para esta regido. Assim
sendo, foram entdo realizados varios testes de comparagéo entre o morfotipo
Il e outros peneideos do litoral brasileiro. Observou-se entdo uma identidade
no padrdo destes individuos com aquele de exemplares da espécie P.
paulensis, 0 que sugere que possam ser individuos da mesma espécie. Como
pode ser observado a partir da anélise da matriz de similaridade (Tabela 1) e
do dendrograma (Figura 2) ndo houve diferengas detectaveis. Além disso,
apesar de os dados de eletroenfoque ndo permitirem inferéncias a respeito do
grau de identidade genética entre os organismos, 0s agrupamentos
apresentados no dendrograma estdo de acordo com a literatura corrente no
que se refere as relagdes taxondmicas entre as espécies do género Penaeus.

A espécie P. paulensis foi descrita por Peréz Farfante em 1967 a qual
determinou que sua area de distribuicdo extende-se desde o Sul de Cabo Frio,
ao longo do litoral Sudeste brasileiro, até o Uruguai, no méximo até o Norte da
Argentina. Pertencendo também ao subgénero Melicertus, esta espécie € um
parente muito préximo da espécie P. subtilis. Essas duas espécies podem ser
diferenciadas por algumas caracteristicas morfologicas, as quais muitas vezes
sd0 confusas podendo ocasionar erros na identificagao.

A presenca da espécie P. paulensis no litoral Nordeste brasileiro ndo é um
fato inédito, pois Burkenroad (1939) ao determinar a existéncia de trés
morfotipos da espécie P. aztecus ao longo da sua area de distribuicdo, afirmou
ter encontrado, no litoral de Pernambuco, um exemplar do morfotipo C,
atualmente conhecido como P. paulensis. Do mesmo modo, Pérez Farfante
(1967) ao descrever a espécie P. subtilis cita ter encontrado, no extremo Oeste
do Ceara, uma populagido com caracteristicas um pouco distintas daquelas
comumente encontradas para esta espécie. Contudo, a andlise de tais
caracteristicas levou a conclusdo de que se tratavam de duas populagdes de
P. subtilis.

Considerando que a maioria das espécies do género Penaeus sdo especies
tipicamente tropicais, € possivel sugerir que a espécie P. paulensis tenha uma
ampla distribuigdo no litoral brasileiro e tenha sofrido adaptagbes em
consonancia com as diversas caracteristicas ambientais. Assim sendo,
torna-se necessaria a realizagdo de um estudo mais detalhado para
estabelecer o status taxonomico dos dois morfotipos de P. subtilis, utilizando
técnicas de genética-bioquimica. Caso fique estabelecido que esses dois
morfotipos sejam duas espécies diferentes, e que o morfotipo Il realmente
pertenca a espécie P. paulensis, torna-se entdo necessaria a realizagdo de um
estudo de genética populacional ao longo de toda a area de distribuigdo desta
espécie.

Os resultados destas pesquisa irdo auxiliar ndo sé no ajuste do manejo
pesqueiro deste recurso, como também em questdes relacionadas com 0
cultivo desta espécie, como por exemplo 0 melhoramento geneético e a
adequada selegdo de um estoque reprodutor. O conhecimento da estrutura
genética de uma populagdo ao longo de toda a sua area de distribuicéo,
permite que se mantenha a maior variabilidade genética possivel dentro de um
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cultivo, a partir de uma amostragem bem distribuida com uma ampla base
genetica (Sunden & Davis, 1991).
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