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INTRODUCAO

Callinectes sapidus Rathbun, 1896 (siri azul) € uma espécie de cagjogie grande
valor comercial, segundo VAN ENGEL (1958) é a espéa familia dos Portunidae
mais comercializada por toda a costa leste dormemti americano. Ocorre no litoral do
Atlantico Ocidental de forma disjunta em duas aréagrimeira, que corresponde a
area de ocorréncia da populagcéao setentrional, liange toda costa leste dos Estados
Unidos até a Venezuela e uma segunda, correspamdandrea da populagéo
meridional, entre a Bahia (Brasil) até o norte dgeitina (MELO, 1996). Muitos
taxonomistas tém postulado que a taxonomia in@etalgumas espécies, devido a
convergéncias morfologicas, pode sugerir, erronagnaeim padrdo de distribuicdo
disjunta, o qual ndo pode ser explicado por moddéodisperséo ou vicariancia. O uso
de dados moleculares possibilita uma abordagem leomeptar para a discriminacdo de
espécies separadas por caracteres morfolégicos KINOWLTON et al.,1993;
MACPHERSON & MACHORDOM 2005), como é o caso da egpdalo presente
estudo, bem como a correta identificacdo, em ndeslespécie de invertebrados
marinhos de interesse pesqueiro em qualquer edagi@senvolvimento (THORRIE

al. 2000). A pesca de€allinectes sapidus na costa leste do Continente Americano
constitui um comércio de grande importancia. Astwas expressivas desta espécie
demandam manejo adequado para atingir o uso sistérdeste recurso, assim o
reconhecimento de espécies cripticas € de fundamergortancia.

OBJETIVOS

Considerando-se o potencial dos dados molecularésstincdo de espécies cripticas, 0
presente estudo tem como objetivo a identificac@opdssiveis espécies cripticas
confundidas sob a mesma denominacdo Chlinectes sapidus. Através do
sequenciamento e analise de distancia de fragmeo®genes mitocondriais 16S e
COL.

METODOLOGIA

As amostras de tecidos, utilizadas no presentédralaforam obtidas de espécimes
depositados na colecdo Carcinolégica do Museu adogim da Universidade de S&o
Paulo. O material genético foi extraido utilizaral&it de extracdo QIAGEM DNeasy
Blood & Tissue, conforme instrugcdes contidas notquolo do fabricante. Os

fragmentos do gene mitocondrial 16S rRNA e COaroramplificados por meio da



técnica de PCR (polymerase-chain-reaction) ondeialmente foram testados os
iniciadores universais para o gene 16S e COIl descpor PALUMBI, (1996) e
FOLMER et al. (1994) respectivamente. Os produtes RCR selecionados para
sequenciamento foram purificados com ExoSAP e emt@&aminhados para o Centros
de Estudos do Genoma Humano para sequenciamerdas Tas sequéncias obtidas
foram confirmadas pelo sequenciamento de ambagtas & construcdo de uma
sequéncia de consenso, esta etapa foi realizapieogama BIOEDIT.

As sequéncias consenso foram exportadas paraveasefMega 5.0 (TAMURAet al.,
2011) onde foram alinhadas e a partir deste alienéonforam geradas matrizes de
similaridade e dendogramas baseados em distaranasgar ambos utilizando modelo
Kimura-2 parametros (KIMURA, 1980), testados ateavl® método bootstrap com
1.000 auto replicagdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi extraido tecido muscular do quelipodo de 3hglares deC. sapidus abrangendo
representantes de populacdes da area setentrien@piilacbes meridional. Algumas
destas amostras foram provenientes de espécimgamente fixados em formaldeido,
assim para a obtencdo de um DNA de boa qualidezes esnostras passaram por um
processo prévio de lavagem pré-extracdo. Aléem ddidade do material bioldgico,
outros fatores podem influenciar no sucesso nangatedo fragmento desejado entre os
mais comuns podemos citar: quantidade insuficidat®NA pré-extraido, presenca de
enzima inibidora na reacao (residuo de etanol)péeatura de anelamento do iniciador
muito alta, iniciador degradado ou inespecificgéameia de DNA na reacao (Nguyen
al., 2006). Neste sentido, varios procedimentos foadlotados para a otimizacdo das
reacoes de PCR, como por exemplo: mudancas nartoagi do DNA pré-extraido
utilizado nas reacgdes de PCR; diminuigcdo da tenyerale anelamento do iniciador;
adocao de um novo ciclo do termociclador; construde iniciadores especificos. Para
o teste destas modificagdes foram selecionadasaumatra de cada regiao (EUA, Rio
Grande do Norte, Ceara, Sdo Paulo e Rio Grandeutjoq8e apresentaram melhor
qualidade do DNA extraido. Com a ado¢do dos prooemtios acima citados, as
condicOes da reacédo de PCR foram ajustadas obsensiocesso na amplificacdo das 5
amostras selecionadas para os dois fragmentosandoais de interesse. Os valores de
divergéncia intraespecifica obtidos para o generE@Sforam suficientes para indicar a
ocorréncia de uma nova espécie, porém a analisegpgene COIl apresentou maiores
valores tanto de diversidade interespecifica quamtt@aespecifica. Os dendogramas
gerados para os dois genes, apontam para a sepaagiorcdo setentrional (EUA)
(figuras 1 e 2).
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Figura 1 - Dendograma enraizado contendo as sequéncias pg@aeol6S. CbC. bocouti; as siglas
EUA, RN, CE, SP e RS representam as localidadesndosduos deC. sapidus. Os ndmeros plotados
proximos aos ramos correspondem aos valores destBamt
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Figura 2 - Dendograma enraizado contendo as sequéncias pg@aeoCOIl. As siglas representam as
localidades dos individuos, sendo RN amostra 154 JES-19, SP-1, EUA-30 e Cb que representa uma
sequéncia de &llinectes bocourti utilizado para enraizamento do dendograma. Osemlde bootstrap se
encontram préximos aos ramos.

CONCLUSOES

Devido ha dificuldades encontradas no inicio dosgmé estudo, relacionadas a
amplificacdo dos fragmentos mitocondriais 16S e ,G83l resultados obtidos até o
presente momento ainda s&o inconclusivos, apesanui® promissores. Com a
adocao de uma metodologia especifica uma nova depabalho esta em andamento.
Estdo sendo amplificados mais haplotipodsapidus de cada regido e também serdo
inclusos nas analises outras espécies do g&atlimectes, conferindo maior robustez
na analise dos dados.
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