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Medo das trevas 11

“0O homem velho esta sentado em meio as trevas,

pensando nas suas amantes agora ja mortas.

A noite havia caido, tdo rapida, um pouco mais a cada dia...

Uma estrela pisca na distancia, um outro mundo, téo distante. Serd que ainda existe?
Ninguem sabe.

Vemos tdo pouco, sabemos téo pouco.

Sera que elas ainda me amam? Ou sera que viraram poeira, feito as estrelas?

E eu? Virarei anjo ou poeira?

Durante sua vida, buscou por certezas, por respostas aos grandes enigmas.

Primeiro, tentou a fé.

Depois, o conhecimento.

Com o passar do tempo, descobriu que ndo existem respostas simples, que nao existe
uma explicacéo final, coerente.

Entendeu que ndo existe um plano para a criacéo.

Lutou contra isso, sem querer aceitar que o que podemos conhecer é limitado, que
nunca saberemos tudo.

Sentiu-se pequeno e indtil.

“Se ndo posso compreender o mundo, quem sou eu?”

Sofreu muito tempo. Néao sabia como alcancar a simplicidade do nao saber.

A0S poucos as coisas comegaram a mudar.

A diregdo que antes levava a nada virou uma nova estrada.

Era bom ndo ser parte de um plano para o mundo. Pela primeira vez, o homem velho
sentiu-se livre.

Podia sempre continuar a perguntar e a aprender sobre o mundo e sobre si proprio.
Podia sempre amar e esperar que fosse amado.

Estar vivo e ser lembrado € o que importa.

Uma coruja piou na distancia.

O homem velho sorriu e pegou o telefone. Para quem ligaria?”

(Marcelo Gleiser, “Criag¢do Imperfeita”)



Aos meus pais, por tudo que fazem por mim
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Resumo

Atya scabra exibe uma distribuicdo geogréafica bastante ampla, ocorrendo na costa oeste
da Africa e no Atlantico Oeste (desde o México até o Brasil). Estudos sobre
variabilidade genética contribuem para o conhecimento de como populacdes de uma
mesma espécie estdo estruturadas geneticamente, evidenciando possiveis isolamentos
geogréficos passiveis de ocorrer em longas distancias e que levariam até mesmo
existéncia de espécies cripticas. A larva desta espécie tem desenvolvimento marinho e
poderia sofrer dispersao por longas distancias carregadas por correntes oceanicas, 0 que
permitiria a manutencdo de um fluxo génico entre as areas de ocorréncia, e, por
conseguinte pouca diferenciacdo genética de populacdes. Desta forma, o objetivo deste
estudo foi realizar uma anélise sobre variabilidade genética de A. scabra ao longo de
toda sua distribuicdo geografica. Os espécimes foram obtidos por meio de coletas e
empréstimos de colecdes cientificas e, os dados genéticos, por meio de protocolos de
extracdo de DNA, amplificacdo, purificacdo e sequenciamento dos genes mitocondriais
16S e Citocromo Oxidase I. As andlises de Maximum-Likelihood, divergéncia genética
e rede de haplétipos corroboraram a validade taxondmica da espécie ao longo de sua
distribuicdo, descartando a possibilidade de existéncia de alguma espécie criptica. A
presenca de fluxo génico contemporaneo ou recente entre longas distancias, do sudeste
brasileiro até o mar do Caribe, é sugerida tendo em vista a existéncia de haplétipos
compartilhados entre essas localidades. Os espécimes analisados da Africa sdo
geneticamente préximos aos do continente americano, o que sugere dispersao larval
pos-separacdo continental. A formacdo de um sub-grupo, geneticamente distante das
localidades restantes pelos espécimes do México, sugerem a existéncia histérica ou

atual de barreiras zoogeograficas a dispersdo larval naquela regido.
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Abstract

Here, we look over mitochondrial DNA fragments (COIl and 16S) from specimens of
Atya scabra, which covers its great geographical distribution, in order to check the
taxonomic status, genetic structure and feasible gene flow among populations of this
freshwater shrimp throughout Anfi-Atlantic drainages: in America from northern of
Mexico to southern of Brazil, including some Caribbean islands, and in Africa from
Cameroon to islands of Sdo Tomé and Principe. Specimens were obtained through
samples and loans from zoological collections. The genes were amplified by PCR
techniques and sequenced following ordinaries protocols. The analyses (Maximum-
Likelihood, genetic divergence and haplotype network) showed no intraspecific
variation supporting speciation process, therefore the taxonomic status of A. scabra
through its long distribution was validated. Nevertheless, the analyzes pointed a genetic
structure that separated Mexico from the other localities (Caribbean Islands, Africa and
Brazil), such divergence may be occurring because of zoogeographical barriers of some
kind isolating the Gulf of Mexico. In spite of that spotted structure, the Africa localities
showed little distance from de American haplotypes, moreover, shared haplotypes
among Brazilian and Caribbean localities lead to believe in recent colonization or gene
flow maintenance jointly these localities. Although A. scabra adults forms are
freshwater exclusive, its larvae development takes place in estuarine/marine
environments, allowing marine dispersal by mean of marine currents, which might be

restraining a substantial genetic divergence, hence speciation process.
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Introducéo

Classificacao de Atya scabra (Leach, 1816)

A ordem Decapoda Latreille, 1802 é compreendida pelos crustaceos mais
conhecidos, estudados e comercialmente explorados. Seus representantes, camardes,
lagostas, siris, caranguejos e ermitGes apresentam grande diversidade ecoldgica,
morfolégica e taxondmica, somando perto de 17 mil espécies descritas
(MCLAUGHLIN, 1980; MARTIN & DAVIS, 2001; BRACKEN et al., 2009a; DE

GRAVE et al., 2009).

Estudos morfolégicos e moleculares suportam uma dicotomia da ordem
Decapoda em duas subordens: Dendrobranchiata Bate, 1888 e Pleocyemata Burkenroad,
1963 (DE GRAVE et al., 2009). Essa Ultima contém os representantes da infraordem
Caridea Dana, 1852, o grupo mais especioso de camardes, que compreende um total de
3.438 espécies (DE GRAVE & FRANSEN, 2011). Os camardes carideos exibem
grande pluralidade ecoldgica, habitam ambientes marinhos, de agua doce e de agua
salobra, e estdo mundialmente distribuidos (MCLAUGHLIN, 1980; BAUER, 2004). A
expansdo lateral da pleura do segundo segmento abdominal, que recobre lateralmente o
primeiro e terceiro somitos e o terceiro par de pereépodes ndo quelado, é diagndstica do
grupo, e sao utilizados na identificacdo de seus representantes (HOLTHUIS, 1955;
CHACE, 1972; MCLAUGHLIN, 1980; FELGENHAUER & ABELE, 1983; BAUER,

2004).

Os 469 camardes de agua doce da familia Atyidae De Haan, 1849 s&o
encontrados em riachos, lagos e dguas subterraneas principalmente nas regides tropicais
e subtropicais, mas podem ser encontrados quase no mundo todo, com excecdo da
Antartica (FRYER, 1977; DE GRAVE & FRANSEN, 2011; VON RINTELEN et al.,

3
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2012). Os camardes atyideos podem ser notoriamente identificados por meio dos dois
primeiros pares de peredpodes modificados, os quais apresentam quelas com um
conspicuo tufo de cerdas semelhantes a escovas, uma caracteristica que reflete o habito
especializado de filtrar a 4gua ou de raspar o substrato rochoso em busca de alimento

(CHACE, 1972, 1992; VILLALOBOS & ALVAREZ, 1997).

Os maiores, e possivelmente mais conspicuos camarfes atyideos, sdo 0s
representantes do género Atya Leach, 1816, o qual é composto por 13 espécies restritas
aos continentes americano e africano (HOBBS & HART, 1982; DE GRAVE &
FRANSEN, 2011). Morfologicamente o género Atya pode ser discernido dos demais
Atyidae por: (1) carpo do segundo peredépode mais longo do que largo, em forma de
meia lua (escavado anteriormente); (2) auséncia de dentes na margem dorsal do rostro; e
(3) auséncia de exopoditos nos peredpodes (VILLALOBOS, 1943; HOLTHUIS, 1955;

CHACE, 1972; HOBBS & HART, 1982; VILLALOBOS & ALVAREZ, 1997).

O primeiro registro de um espécime de Atya foi realizado por MARCGRAVE
(1648), que fez uma breve descrigdo e uma ilustragdo de um “Guaricuru” coletado no
Brasil. Contudo, a primeira descricdo de um espécime do género Atya foi feita mais de
150 anos depois por LEACH (1815), que descreveu um camardo de localidade
desconhecida e cunhou o nome Atys scaber, entretanto, um ano depois mudou o nome
da espécie (que ja havia sido utilizado anteriormente na descricdo de um gastrépode)
para Atya scabra (LEACH, 1816; HOBBS & HART, 1982). Nao existe um
conhecimento preciso a respeito do destino do material tipo da espécie, entretanto
devido as evidéncias de que a origem geografica desse espécime seria algum lugar do
estado de Veracruz, no México, HOBBS & HART (1982) designaram um nedtipo dessa
localidade para a espécie, o qual se encontra depositado no British Museum (Londres,

Reino Unido).
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Atya scabra (Leach, 1816)

Atya scabra (Figura 1) é um camardo de agua doce encontrado principalmente
em rios e riachos de regifes litoraneas, habita ambientes de &gua rasa e de correnteza
forte, vivendo entre e debaixo de rochas ou vegetacdo com raizes no substrato
(DARNEL, 1956; VILLALOBOS & ALVAREZ, 1997; GALVAO & BUENO, 2000).
O tamanho corporal pronunciado e os peredpodes com tubérculos escamosos e
espinhos, favorecem a permanéncia dos individuos em ambientes com fluxo de &gua
forte, nos quais eles se fixam ao substrato rochoso e se alimentam sem serem carregados

pela correnteza (FRYER, 1977; VILLALOBOS & ALVAREZ, 1997).

Figura 1: Atya scabra (Leach, 1816). Individuo macho, Séo Fidélis - Rio de Janeiro (Brasil), CCDB

5257.

Por conta do tamanho corporal avantajado, relativa facilidade de captura e
abundancia em determinados corpos d’agua, esse camardo tem sido comercialmente
explorado e servido como alimento para populagdes ribeirinhas de diversas regides
(HOLTHUIS, 1980), como no nordeste do Brasil, Jamaica, Porto Rico, Venezuela,
México e Africa (OLIVEIRA, 1945; VILLALOBOS, 1943; HOBBS & HART, 1982;

CRUZ-SOLTERO & ALSTON, 1992; LORAN-NUNEZ et al., 2009; ALMEIDA et al.,
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2010), e também comercializada devido ao interesse ornamental no aquarismo (DE
GRAVE et al., 2008). A espécie tem como forte ameaca, além da captura para consumo
e aquarismo, a degradagdo do hébitat na construcdo de barragens, poluigdo dos rios e
estudrios, destruicdo da vegetacdo marginal dos rios, entre outros fatores da presséo
antrépica. Por esses motivos, no Brasil, A. scabra ja foi considerada ameacada de
extingdo em médio prazo, sob a categoria “Vulneravel” (AMARAL et al., 2008), e
recentemente reclassificada como Dados Deficientes (F. MANTELATTO com. pes.).
Porém em outros paises da América do Norte e Central, foi classificada como
Preocupagdo Menor devido a sua ampla distribuicdo geogréafica (F. MANTELATTO E

S. DE GRAVE, com. pes.).

A distribuicdo geografica de A. scabra é bastante ampla (Figura 2), abrangendo
regides tropicais e subtropicais: é encontrada na costa oeste da Africa (Atlantico Leste),
desde a Libéria até o norte da Angola, incluindo Ilhas de Cabo Verde e Annobén, e na
vertente leste da América (Atlantico Oeste), desde o Estado de Taumalipas (México) até
0 Brasil (Rio Grande do Sul), incluindo paises insulares na América Central, como
Dominica, Jamaica, Cuba, Curacao, Replblica Dominicana e Ilhas das Indias

Ocidentais (HOBBS & HART, 1982; MELO, 2003).

Apesar da variabilidade morfoldgica encontrada, HOBBS & HART (1982)
consideraram os individuos analisados ao longo da distribuicdo citada pertencente a
uma espécie unica, de status taxondmico valido e sinonimizaram 0s espécimes descritos
para diferentes localidades sob nomes distintos (Atya mexicana Wiegmann, 1836; Atya
punctata Kingsley, 1878; Atya sulcatipes Newport, 1847 e Atya margaritacea clavipes
Holthuis, 1966), como pertencente a A. scabra. Desde entdo, a discriminacdo dos
individuos da espécie em relacdo as espécies cogenericas mais semelhantes tem sido

realizada, principalmente, com base no terceiro par de peredpodes, que é mais largo e

6
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robusto do que os demais (OLIVEIRA, 1945; CHACE & HOBBS, 1969; HOBBS &
HART, 1982). Na superficie flexora do propodo desse par de apéndices, é possivel
notar tubérculos (proeminéncias escamiformes) arranjados em fileiras, que podem estar

dispostos de forma contigua, sub-contigua ou mais espacadas (VILLALOBOS, 1943;

HOBBS & HART, 1982).

LIS
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Figura 2: Distribuicdo geografica de Atya scabra (Leach, 1816): pontos vermelhos representam as areas

de registro na literatura. Modificado de HOBBS & HART (1982).

Embora também varidveis, outras caracteristicas podem conjuntamente auxiliar
na distincdo de A. scabra dos demais representantes do género Atya: (1) as margens
ventrais das pleuras do segundo somito abdominal, que frequentemente sdo armadas
com uma fileira de denticulos esclerotizados corneos; (2) o rostro, que geralmente exibe
I6bulos laterias anteriormente dirigidos, que formam um angulo agudo com a carena
mediana; (3) a carapaca, que comumente apresenta superficie rugosa e esculturada na
regido cefalolateral e (4) o esterno do quinto seguimento abdominal, que apresenta uma
proeminéncia mediana achatada e dirigida ventralmente (VILLALOBOS, 1943;
HOBBS & HART, 1982). Dessa forma, apesar da variabilidade morfologica notdria, da

distribuicdo anfi-atlantica e latitudinalmente extensa e vida majoritariamente dulcicola,
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0 status taxonémico da espécie ndo foi revisado, questionado ou mais profundamente

estudado desde entdo.
Ciclo de vida anfidromo

O abddmen das fémeas de A. scabra geralmente é mais longo, pois o segundo
segmento abdominal € maior proporcionalmente em fémeas do que em machos, o que
representa uma caracteristica sexual secundaria que pode aumentar a &rea de incubacéo
dos ovos (ALMEIDA et al., 2010). Em A. scabra, assim como nos demais camardes
carideos, os ovos ficam retidos nos pledpodes abaixo do abdémen até a eclosdo das

larvas (DARNEL, 1956; BAUER, 2004; ALMEIDA et al., 2010).

A larva recém-eclodida é carregada pelo fluxo de agua dos rios ou cérregos em
diregdo a agua salobra estuarina/marinha, onde ocorre o restante do desenvolvimento
larval. Posteriormente, o individuo juvenil migra ativamente em direcdo a cabeceira de
rios ou riachos, onde vivera sua a fase adulta (DARNEL, 1956; ABRUNHOSA &
MOURA, 1988; GALVAO & BUENO, 2000; BENSTEAD et al., 2000). Tal histéria de
vida em que o animal passa a maior parte da vida (estagio adulto) e se reproduz em agua
doce, porém libera a larva planctdnica que necessita de ambientes marinhos ou
estuarinos para completar o desenvolvimento, consiste em um tipo particular de
diadromia, chamado de ciclo de vida anfidrémico ou anfidromo (MCDOWAL, 2007,

BAUER, 2013).

Claramente, essa troca de ambientes pelos individuos ao longo da vida denota
uma grande relevancia ecologica, pois a larva em desenvolvimento marinho e o retorno
do juvenil aos corregos s@o significativos transferidores de energia entre ambientes
marinhos e dulcicolas (BAUER, 2011a). Durante as migracdes, os individuos em
diferentes fases da vida tornam-se componentes de distintos ecossistemas, participando

8
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nas modifica¢fes de habitat, na produtividade, relagdes tréficas, etc. (BAUER, 2011a;

2013).

A anfidromia é tida como favoravel a dispersdo geogréfica, pois devido a ela, a
larva tem acesso a ambientes marinhos, nos quais a presenca de correntes oceanicas
pode propiciar novas colonizagbes e/ou manutencdo de fluxo génico (COOK et al.,
2009, 2012; CRANDALL et al., 2010; TSUKAGOSHI et al., 2011). Pesquisas
realizadas em diferentes localidades tém demonstrado que larvas de animais anfidromos
utilizam o ambiente marinho como meio facilitador de dispersdo entre sistemas de agua
doce adjacentes e até a centenas de quilémetros de distancia (PAGE et al., 2005; 2007;
2008; 2013; COOK et al, 2009; 2010; 2012; CRANDALL et al., 2010;

DENNENMOSER et al., 2010; LORD et al., 2012).

Estudos realizados com A. scabra no Caribe expuseram auséncia de estruturacéo
genética entre diferentes localidades: entre rios de uma mesma ilha (Porto Rico) (COOK
et al., 2009) e entre localidades distantes (Panam4, Porto Rico e Trinidade e Tobago)
(COOK et al., 2012; PAGE et al., 2013), sugerindo que a capacidade dispersiva da
espécie perpetua o fluxo génico ou possibilita re-colonizacbes, mantendo uma
homogeneidade da espécie devido ao ciclo de vida anfidromo (BAUER, 2013).
Entretanto, nenhum estudo prévio analisou tal variabilidade ao longo de toda extensdo
de ocorréncia de A. scabra, principalmente com a inclusdo de espécimes de diferentes

localidades do Brasil, México ou Africa, que estdo centenas de quildmetros distantes.

Isto posto, a inclusdo de localidades muito distantes ou de extremos da
ocorréncia de uma espécie pode evidenciar estruturacdo genética ndo existente nas
localidades mais proximas ou centrais da distribui¢do, pois a migracao larval pode estar

restrita as areas adjacentes (DENNENMOSER et al., 2010; LORD et al., 2012).
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Distancias maiores podem néo ser transpostas devido a diversos fatores geogréaficos que
atuariam como barreira ao fluxo génico e levariam a uma possivel estruturagdo
populacional (TSUKAGOSHI et al., 2011; KAWANE et al., 2012; WEESE et al.,

2012).

De fato, nenhum estudo testou anteriormente a conexao entre populagdes de uma
mesma espécie anfidroma de tdo ampla distribuicdo, tanto latitudinal (norte do México
ao sul do Brasil) como longitudinal (anfi-Atlantica). A presenca ou auséncia de
dispersdo entre as populacfes de uma espécie anfidroma com uma ampla distribuicéo
afetard sua estruturacdo genética (BAUER, 2013) e isso pode ser analisado por meio de

estudos sobre variabilidade genética.

Variabilidade genética e taxonomia molecular

Estudos sobre variacdo genética podem auxiliar a diagnosticar presenca ou
auséncia desse tipo de dispersdo larval de maneira indireta (SLATKIN, 1985a; 1987;
ROBERTS, 1997), pois por meio das analises populacionais realizadas com os dados
moleculares obtidos, é possivel inferir a existéncia de fluxo génico entre populacdes em
diferentes escalas de distdncia geografica por meio da estruturacdo genética dessas
(BENZIE, 1998). Como a formacdo de uma espécie pode ser identificada com a
interrupcdo do fluxo génico, evolugdo de mecanismos de isolamento reprodutivo e
acumulo de diferencas morfoldgicas e comportamentais (SLATKIN, 1987), a inferéncia
da proximidade genética de populacdes bem como do fluxo génico podem ser uma
ferramenta eficaz para descobrir espécies distintas (NEGRI et al., 2012; TOURINHO et

al., 2012).

A existéncia ou ndo de fluxo génico pode determinar o potencial para a
diferenciacéo genética de uma espécie, pois conjuntos de individuos dispersos de forma
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alopatrica podem produzir unidades evolutivas distintas e assim apresentar divergéncia
molecular em diferentes niveis (SLATKIN, 1985a; 1987; AVISE et al., 1987). A partir
de estudos sobre variabilidade genética € possivel discutir a amplitude geogréfica de
distribuicdo de uma espécie (VERGAMINI et al., 2011; ROSSI & MANTELATTO,
2013), evidenciar grupos genéticos distintos (SANTOS et al., 2003; HAJIBABAEI et
al., 2007), inferir sobre fluxo génico (SLATKIN, 1985a; 1987), testar a validade
taxondmica desta (MCLAY et al., 2011; TOURINHO et al., 2012) e auxiliar no
planejamento de estratégias para conservacao (SCHUBART & HUBER, 2006; WEESE

etal., 2012).

Devido as grandes distancias de ocorréncia de A. scabra, tendo em vista que na
auséncia de dispersBes recentes as populagdes também estariam distantes no tempo,
algum nivel de isolamento populacional é passivel de existir (SLATKIN, 1987) e,
portanto, poderia haver desde estruturacdo genética até a existéncia de espécies cripticas

ao longo da distribuigdo (BENZIE, 1998).

Marcadores mitocondriais tém sido bastante usados para estudos sobre variagéo
genética com crustaceos decapodes (SCHUBART & HUBER, 2006; VERGAMINI et
al.,, 2011; TEROSSI & MANTELATTO, 2012; WEESE et al.,, 2012; ROSSI &
MANTELATTO, 2013), pois a adicdo de técnicas moleculares aos estudos tradicionais
morfolégicos tem o potencial de complementar as identificacGes prévias realizadas por
meio de outras abordagens e realizar confirmagdes taxonémicas (HILLIS, 1987

HOLYNSKI, 2010).

Tendo em vista que dados moleculares tém a capacidade de identificar possiveis
divergéncias genéticas entre populacdes que poderiam ter evoluido disjuntamente e

formado especies diferentes (BENZIE, 1998), mesmo que diferengas morfoldgicas
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sejam pouco visiveis ou quase ausentes (SANTOS et al., 2003; 2006; BICKFORD et
al., 2006; ADAMS et al., 2009), o uso de técnicas moleculares pode ser notoriamente
eficiente em casos de espécies cripticas, que muitas vezes pela morfologia similar séo

classificadas sob 0 mesmo nome (KNOWLTON, 1986; BICKFORD et al., 2006).

Devido a capacidade dos marcadores de variacdo rapida como COl, é possivel
distinguir grupos que morfologicamente ainda ndo haviam sido notados (HILLIS,
1987), ou os quais a variabilidade morfoldgica havia sido ignorada ou considerada
inconclusiva (TOURINHO et al., 2012) e até mesmo n&o encontrada (GUSMAO et al.,
2006; SANTOS et al., 2006). Pelo fato de a especiacdo nem sempre ser acompanhada
por diferenciacdo morfoldgica, o emprego de técnicas moleculares tem contribuido em
evidenciar espécies distintas cripticas de crustaceos, antes classificadas sob o mesmo
nivel taxonémico (BICKFORD et al., 2006; COOK et al., 2006; PUILLANDRE et al.,
2011; NEGRI et al., 2012; TOURINHO et al., 2012; CARVALHO et al., 2013). Uma
correta identificacdo e descricdo das espécies cripticas apresentam aplicacdes relevantes
ndo s6 no conhecimento da biodiversidade, mas também na conservacdo dos

organismos envolvidos (BICKFORD et al., 2006).

O emprego da técnica do DNA barcoding utiliza fundamentalmente um trecho
especifico do gene COl, e tem ajudado na identificacdo de espécies com dificil diagnose
morfologica (PUILLANDRE, 2011; NEGRI et al., 2012). Essa famigerada técnica
molecular tém se mostrado de grande utilidade para a melhor resolugéo de problemas
taxondmicos, e pode ser considerada uma ferramenta adicional de identificagio
molecular com éxito significativo (COSTA et al., 2007; PUILLANDRE, 2011,
OCAMPO et al., 2013).

Toda essa possibilidade que o uso de dados moleculares exibe, revela o grande

potencial que estudos sobre variagdo genética como este tém em colaborar para a
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elucidacdo de questdes pertinentes para a taxonomia, biogeografia e genética de
populacbes de crustaceos. Mais especificamente, haja vista a variagdo morfoldgica e
ampla distribuicdo de A. scabra, a hipotese deste trabalho é de que existam mais de uma
espécie descrita e classificada sob 0 mesmo nome e que, apesar da capacidade
dispersiva anfidroma de homogeneizar divergéncias entre algumas localidades, essa ndo
seria capaz de impedir processos especiativos ao longo de toda a distribui¢cdo conhecida

para a espécie em questao.
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Objetivo geral

¢+ Estudar a variabilidade genética do camardo de agua doce A. scabra ao longo de
sua ampla distribuicdo geogréfica, testando-se a hipdtese da existéncia de

espécies cripticas ao longo da distribuicdo analisada.

Objetivos especificos

% Testar a validade taxondmica da espécie por meio de técnicas moleculares

(genes mitocondriais Citocromo Oxidase | e subunidade ribossomal 16S);

*0

+ Diagnosticar o padréo de estruturacdo genética entre as diferentes localidades de

ocorréncia da espécie;

X/
°

Inferir presenca ou auséncia de fluxo génico entre localidades;

+ Discutir a taxonomia, distribuicdo, biogeografia e conservacao da espécie.
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Material e Métodos

Obtencao e identificacdo dos exemplares

Parte dos espécimes de A. scabra analisados pertence a Cole¢do de Crustaceos
do Departamento de Biologia (CCDB), da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo (FFCLRP - USP). Os animais depositados
na CCDB foram obtidos por meio de coletas ativas em cursos d’agua de regides
costeiras, revolvendo o substrato rochoso, ou com vegetacdo, por meio de peneiras e

pucas e, posteriormente, fixados em &lcool 80%.

Os demais exemplares foram obtidos em cole¢cBes zooldgicas nacionais e
internacionais por meio de empréstimos de espécimes ou doacdo de amostras do tecido
abdominal (Tabela I, Figura 3): Colecdo Carcinolégica do Museu de Oceanografia da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, Brasil; Museu Nacional do Rio
de Janeiro (MNRJ), Rio de Janeiro, Brasil; Colecéo de Crustaceos do Departamento de
Zoologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (DZ/UFRGS), Porto Alegre,
Brasil; Rijksmuseum van Natuurlijke Historie (RMNH) Leiden, Holanda; Muséum
national d'histoire naturelle (MNHN), Paris, Franga; Smithsonian National Museum of
Natural History (USNM), Washington, Estados Unidos; Coleccion Nacional de
Crustaceos (CNCR), Universidad Nacional Auténoma de Mexico, Cidade do México,

México e Universidad de Costa Rica (UCR), San José, Costa Rica.
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Tabela I: Espécimes de Atya scabra (Leach, 1816) cujas sequéncias foram obtidas. A primeira coluna se refere aos nimeros utilizados na Figura 3. SEQ: nimero de sequéncias obtidas para os
genes COI (Citocromo Oxidase 1) e 16S. UFPE: Colecdo Carcinoldgica do Museu de Oceanografia da Universidade Federal de Pernambuco; MNRJ: Museu Nacional do Rio de Janeiro;
CCDB: Colegdo de Crustaceos do Departamento de Biologia - Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo; DZ/UFRGS: Colegdo de Crustaceos do
Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul; RMNH: Rijksmuseum van Natuurlijke Historie; MNHN: Muséum national d'histoire naturelle; USNM: Smithsonian

National Museum of Natural History; CNCR: Coleccion Nacional de Crustaceos e UCR: Universidad de Costa Rica.

Localidade N° Lote SEQ/COI n° Acesso GenBank SEQ/16S  no Acesso GenBank

1 Arroyo Seco, Querétaro, México CNCR 25131 1 KM670994 1 KM670936
2 Huehuetla, Puebla, México CNCR 5808 3 KM670995 - KM670997 1 KM670937
3 Huimanguillo, Tabasco, México CNCR 17248 3 KM670998 - KM670100 1 KM670935
4 Saint Catherine, Jamaica RMNH 17870, USNM 1182888 2 KM670987 - KM670988 1 KM670930
S Costa Rica, Pacifico UCR 2521 1 KM670985 1 KM670932
6 Reserva Veragua, Limdn, Costa Rica CCDB 4380, 4381, 4385 6 KM670979 - KM670984 0 -

7 Bocas del Toro, Isla Colén, Panama CCDB 2846 1 KM670986 1 KM670931
8 Limbe, Camardes MNHN-1U-2009-3974, RMNH 40151 e 45557 3 KM670989 - KM670991 1 KM670933
9 Kribi, Camardes RMNH 45558 1 KM670992 1 KM670934
10 Sao Tomé e Principe RMNH 18285 1 KM670993 0 -

11 Pernambuco UFPE 1780 1 KM670978 0 -

12 Maral, Bahia, Brasil CCDB 4522 5 KM670973 - KM670977 1 KM670928
13 Itacaré, Bahia, Brasil CCDB 1222, 1567, 2630 6 KM670962 - KM670967 1 KM670927
14 Ilhéus, Bahia, Brasil CCDB 4521 5 KM670968 - KM670972 1 KM670929
15 Viana, Espirito Santo, Brasil DZ/UFRGS 4593 1 KM670961 0 -

16 Guarapari, Espirito Santo, Brasil CCDB 2840 1 KM670960 1 KM670926
17 Aperibé, Rio de Janeiro, Brasil CCDB 5254 4 KM670956 - KM670959 1 KM670922
18 S&o Fidélis, Rio de Janeiro, Brasil CCDB 5257 1 KM670950 1 KM670923
19 Cambiasca, Rio de Janeiro, Brasil CCDB 5259 5 KM670951 - KM670955 1 KM670924
20 Paraty, Rio de Janeiro, Brasil MNRJ 2699 e 8761, CCDB 2210 4 KM670946 - KM670949 1 KM670925
21 S&0o Sebastido, Sao Paulo, Brasil CCDB 2852 3 KM670943 - KM670945 1 KM670921
22 Ilhabela, Sao Paulo, Brasil CCDB 2150, 2153, 2154, 2159, 2160 5 KM670938 - KM670942 1 KM670920
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Figura 3: Localidades de coleta dos espécimes de Atya scabra (Leach, 1816) analisados. NUmeros referentes as localidades de origem dos espécimes estdo na Tabela I. Letras

referentes as localidades cujas sequéncias foram obtidas no GenBank. A: Porto Rico; B: Panama e C: Trinidade e Tobago.
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A identificacdo dos espécimes ocorreu por meio dos caracteres morfologicos ja
descritos na literatura, conforme apresentado nas chaves de identificacdo de CHACE
(1972), HOBBS & HART (1982) e MELO (2003). O sexo foi distinguido com base na
auséncia ou presenca do apéndice masculino no segundo par de pledpodes,
caracteristica Gtil na discriminacdo sexual de camar@es carideos (BAUER, 2004). A
medicdo do comprimento da carapaga foi realizada da margem ocular até a margem
posterior da mesma, com um paquimetro digital (0,01). Estes dados (sexo e tamanho)

foram utilizados apenas para controle interno no laboratério.

Obtencao dos dados genéticos

Os dados genéticos foram obtidos segundo protocolos de MANTELATTO et al.
(2006; 2007; 2009) e PILEGGI & MANTELATTO (2010) descritos a seguir, com
ajustes necessarios para 0 grupo taxonémico em questdo. As sequéncias resultantes
desse trabalho foram depositadas no banco de dados de sequéncias genéticas Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Tabela I).

Extracéo do DNA

O tecido muscular foi extraido do abdémen dos espécimes de A. scabra, por
meio de uma incisdo na porcdo ventral entre os pleépodos 1 e 2 ou na porcao lateral da
segunda pleura abdominal (em casos de espécimes pequenos ou fémeas ovigeras).
Assim que extraido, o tecido foi colocado em um tubo com 600 pl de lysis buffer e 200
ul de Proteinase K 500 pul/mL e as amostras incubadas em banho seco por um periodo
de 24-48 h a 55°C (de acordo com a quantidade de tecido obtido e o tempo que a
digestdo enzimatica e dissolucdo completa do tecido transcorriam). Em casos de

dificuldade na dissolucéo, um passo adicional de maceracdo do tecido com ponteiras era
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realizado apos as primeiras 24 horas de incubagdo, seguido de no minimo duas horas a

mais de incubacdo, de acordo com a necessidade e dissolucéo.

Apos a dissolugdo completa do tecido, foram adicionados 200 pl de NH4 Oac
7,5M as amostras, em seguida as amostras passaram por uma centrifugacdo durante 10
minutos a 18°C, dessa forma particulas residuais que podem dificultar a obtencdo de
DNA mais puro era decantada. O sobrenadante resultante foi transferido para novos
tubos com 600 pl de isopropanol e centrifugado por 10 minutos a 18°C novamente. Em
seguida, as amostras foram mantidas a -20°C por no minimo 48 h, esse passo tem a
finalidade de decantar a maior quantidade possivel de DNA. O pellet resultante desse
processo foi lavado com 15 pl de ETOH 70% e em seguida liofilizado. Finalmente o

DNA decantado em forma de pellet foi ressuspendido em 20 pl de tampéo TE.

Os espécimes obtidos por empréstimos em colegdes zooldgicas, por
apresentarem possibilidade de terem passado por distintos processos de fixagdo em
formaldeido, passavam por uma etapa adicional, que consistia em lavagens por 24h com
tampdo GTE, seguida pelos passos citados de extracdo (PILEGGI, 2009). A
concentracdo das amostras e a qualidade do DNA foram quantificadas utilizando o

Espectofotdmetro Nanodrop 2000®.

Amplificacdo, purificacdo e sequenciamento dos fragmentos de genes

A escolha dos genes que tiveram seus fragmentos amplificados e utilizados nas
analises foi realizada com base no objetivo deste estudo. O DNA mitocondrial
(mtDNA) ¢ considerado mais variado do que o nuclear, pois apresentam altas taxas de
mutacdo (atribuidas entre outros motivos a um mecanismo de reparo relativamente
ineficaz e poucas regibdes codificantes) (BROWN et al., 1979) e as mutagdes que

surgem nos individuos ndo passam por processo de recombinagédo durante a reproducgéo
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sexual (heranca materna) (AVISE et al., 1987). Assim, marcadores mitocondriais sdo
reputados como indicadores sensiveis aos processos populacionais (MORITZ et al.,
2007). Adicionalmente, o mtDNA é amplamente utilizado por sua acessibilidade, o seu

grande uso e facilidades nas técnicas de obtencdo (AVISE et al., 1987).

O gene Citocromo Oxidase | (COI) é o mais utilizado em estudos moleculares
com crustaceos (COSTA et al., 2007). Embora codificante (SCHUBART et al., 2000), é
um gene com Vvariagdo intermediaria (BENZIE, 1998), e demonstra variacdo suficiente
para analises interespecificas e intra-especificas (populacionais) (SCHUBART &
HUBER, 2006; CRANDALL et al., 2010) o que, entre outros motivos, o definiram

como sendo o gene utilizado para a técnica do DNA Barcoding (COSTA et al., 2007).

A subunidade ribossomal 16S (16S) é estrutural e ndo codificante, seu transcrito,
um rRNA, constitui parte dos ribossomos mitocondriais, participando de processos
cataliticos importantes na traducdo de mRNAs em proteinas (SCHUBART et al., 2000).
Por esse motivo 0 gene apresenta a caracteristica de ter regides conservadas, permitindo
andlises interespecificas e entre tdxons mais abrangentes (PAGE et al., 2005;
SCHUBART & HUBER, 2006). Dessa forma, sequéncias parciais dos genes
mitocondriais 16S e COI, em conjunto, constituem uma ferramenta eficiente no que
tange a identificacdo de crustaceos em nivel especifico, constituindo uma ferramenta
taxonémica importante (OCAMPO et al., 2013), bem como o gene COI permite
analises sobre variabilidade genética de diferentes populacGes de uma mesma espécie

com uma boa resolucdo (SCHUBART & HUBER, 2006; CRANDALL et al., 2010).

Os fragmentos dos genes citados foram amplificados por meio da técnica de
PCR (Polymerase Chain Reaction) no Termociclador Veriti® (Applied Biosystems)

com ciclos termais especificos, visando obter sequéncias de 16S de um individuo por
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localidade analisada e sequéncias de COIl de ao menos trés individuos de cada
localidade, de acordo com a disponibilidade de espécimes e de sucesso na obtengdo dos
dados genéticos desses. O ciclo do gene COI consistia em uma primeira etapa de
desnaturagdo a 94°C (2 min), seguida de 35 ciclos [desnaturacdo a 94°C (30 seg),
pareamento dos primers a 55°C (30 seg) e, por fim, uma etapa de extensdo a 72°C (50
seg)]. Ao término as amostras passavam por uma extensao adicional a 72°C (3 min) e
permaneciam em holding a 4°C até serem retiradas do termociclador. Ja o ciclo do gene
16S consistia nas mesmas etapas com variagdes de tempo, temperatura e nimero de
ciclos: primeira desnaturacéo a 95°C (4 min), seguida de 40 ciclos [desnaturacéo a 95°C
(45 seq), pareamento dos primers a 48°C (45 seg), extensdo a 72°C (50 seg)] e, por fim,

uma etapa adicional de extencdo a 72° (5 min) seguidos do holding a 4°C.

As amostras de DNA obtidas dos espécimes procedentes de outras colegdes
zooldgicas (que ndo a CCDB) tiveram suas sequéncias parciais amplificadas por ciclos
modificados, devido ao fato de apresentarem a possibilidade de terem passado por
processos desconhecidos de fixacdo em formaldeido, que podem desnaturar ou
fragmentar o DNA, dificultando sua amplificacdo (SCHANDER & HALANYCH,
2003; BUCKLIN & ALLEN, 2004). Assim, os seguintes ciclos foram adotados - COI:
desnaturacdo inicial a 94°C (4 min), 40 ciclos [desnhaturacdo a 94°C (45 seg),
pareamento dos primers a 52°C (45 seg), extensdo a 72°C (1 min e 10 seg)] e, por fim,
uma etapa adicional de extensdo a 72° (10 min) seguidos do holding a 4°C; 16S:
desnaturacdo inicial a 95°C (5 min), 40 ciclos [desnhaturacdo a 95°C (50 seg),
pareamento dos primers a 42°C (50 seg), extensdo a 72°C (1 min e 15 seg)] e, ao final,

uma etapa adicional de extensao a 72° (10 min) seguidos do holding a 4°C.

Os reagentes utilizados nas reacdes de PCR foram: 4-6uL de Agua ultrapura

(H20 Milli-Q), 5uL de betaina (5M), 4uL de DNTPs (10 mM), 3uL de PCR Buffer
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(10X), 3uL de MgCI2 (25 mM), 2,5uL de solugdo BSA 1%, 1ulL de cada primer
especifico (10 ou 20 uM), 0,5uL Thermus aquaticus polimerase (5 U/uL) e 1uL do
DNA previamente extraido (concentragdes de 10-250ng). Dessa forma, os produtos do
PCR foram obtidos em uma reacdo de volume total de 25 p L. Os primes utilizados
foram, 16S: 16Sbr - CCGGTCTGAACTCAGATCACGT e 16Sar -
CGCCTGTTTATCAAAAACAT (PALUMBI et al, 1991); e COIl. AtyaPL -
CAGAGCTMGGACAACCAGGYAGAT e AtyaCR -
GCAGATGTAAAGTAGGCTCG (PAGE et al., 2013). Por fim, uma eletroforese em
gel de agarose 1% era conduzida com a finalidade de analisar o resultado da

amplificag&o.

Os produtos do PCR bem sucedidos (amplificados) eram, entdo, purificados
com o Kit de Purificacdo SureClean® e a reacéo de sequenciamento realizada com Big
Dye® Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems). O sequenciamento foi
realizado em sequenciadores automaticos ABI 3100 Genetic Analyzer® do
Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de

Jaboticabal, Universidade Estadual Paulista.
Andlises moleculares

A edicdo, o consenso e o alinhamento das sequéncias foram realizados no
software Bioedit 7.0.9.0 (HALL, 1999) e, em seguida, submetidas ao alinhamento no
sistema BLAST, com a finalidade de comparar o resultado com o banco de dados
BLASTn (“Basic Local Alignment Search Tool” -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/index.shtml) e, assim, validar o consenso realizado
com ambas as fitas, senso e anti-senso. A traducdo das sequencias de nucleotideos de

COI foram checadas e ndo possuiam stop-codons, portanto se tratavam de copias do
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DNA mitocondrial e ndo de pseudogenes (resultado da introgresséo de DNAmt no
nacleo) (WEESE et al., 2012), que pode ser comum em artropodes e gerar resultados

equivocados (BUHAY, 2009).

Nos alinhamentos finais, com todas as sequéncias que seriam em seguida
utilizadas em cada andlise, foram realizadas conferéncias dos sitios polimdrficos
encontrados. Essas consistiam da analise (checagem visual) dos esferogramas de ambas
as fitas nas regides que continham polimorfismos. Dessa forma, os sitios polimérficos
(que fundamentam as anélises populacionais e taxondmicas) eram duplamente checados
(durante a edigdo/consenso e no alinhamento final), evitando erros que poderiam advir

de um esferograma ambiguo ou ilegivel (que pode resultar do sequenciamento).

Para os dois genes foram feitas analises de Maximum-Likelihood e divergéncia
genética. A andlise de Maximum-Likelihood foi realizada com RAXML 7.2.8
(STAMATAKIS, 2006) usando a versdo online no site Cyberinfrastructure for
Phylogenetic Research (CIPRES) (STAMATAKIS et al.,, 2008). Os parametros
utilizados foram os padrdes para RAXML para o modelo de evolucdo GTR, que
automaticamente determina quantos bootstraps sdo necessarios para uma analise segura.
Apenas resultados com relevancia superior a 50% foram considerados. Foi calculada
uma matriz de divergéncia genética pelo modelo de Kimura 2 pardmetros (K2P)

(KIMURA, 1980) no software MEGA v5 (TAMURA et al., 2011).

As analises de hapldtipos e diferenciacdo genética do gene COI foram realizadas
seguindo os protocolos de VERGAMINI et al. (2011), o nimero de haplotipos e
diversidade haplotipica foram calculados no software DnaSP 4.10.9 (ROZAS &
ROZAS, 1999). A rede de haplétipos foi construida pelo método de Median-Joining, no

software Network (BANDELT et al., 1999). As diversidades nucleotidicas foram
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calculadas por meio do software Arlequin 3.1 (EXCOFFIER et al., 2005). Por fim, a
diferenciacdo genética entre os grupos evidenciados pela arvore filogenética e pela rede
de hapldtipos foi analisada considerando a variagdo em cada sitio nucleotidico
utilizando a Analise de Variancia Molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992).
Essa mesma analise foi realizada também estruturando os grupos de acordo com a

localidade geogréfica e com auséncia de estruturagao.
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Resultados

Subunidade ribossomal 16S

Foram geradas 18 sequéncias de individuos de A. scabra, correspondentes a 18
localidades distintas que contemplaram a ampla distribuicdo da espécie: Golfo do
México, Mar do Caribe, Brasil e Africa (Tabela | e Figura 3). Trés sequéncias de
localidades adicionais, Porto Rico, Panama e Trinidade e Tobago, foram obtidas no

GenBank com intuito de aumentar o numero de localidades analisadas (Tabela II).

Os grupos externos foram escolhidos de acordo com a relacdo filogenética
encontrada nos trabalhos de HOBBS & HART (1982), BRACKEN et al. (2009b) e
VON RINTELEN et al. (2012). Foram escolhidos primariamente dois grupos externos
de espécies do género Atya, a morfologicamente mais semelhante disponivel Atya
innocous (Herbst, 1792) e uma mais basal do género, Atya lanipes Holthuis, 1963. Dois
atyideos, um filogeneticamente mais relacionado, Jonga serrei (Bouvier, 1909) e um
basal, Xiphocaris elongata (Guérin-Méneville, 1855); por fim, um camardo carideo de
outra familia Macrobrachium australe Guérin-Méneville, 1838 (Palaemonidae) (Tabela
I1). Dessa forma, a analise final consistiu em 21 sequéncias de A. scabra abrangendo 21
localidades, mais cinco sequencias de grupos externos. O alinhamento totalizou, entéo,

26 sequéncias de 538 pares de base informativos.

A analise de distancia (Tabela 111) demonstrou uma variabilidade genética intra-
especifica variando de 0 a 0,6% para A. scabra. Assim, quando comparadas as
diferentes localidades, independente da distancia geogréafica delas, a variagcdo é sempre
muito pequena. Nota-se a auséncia de variacdo entre as localidades brasileiras (0%),
uma variabilidade relativamente maior entre localidades do Mar do Caribe (0 a 0,6%),
uma pequena distancia das localidades africanas em relacdo as brasileiras (0,2 a 0,4%)
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ou das caribenhas (0 a 0,4%) e, em relacdo as localidades do México, encontraram-se
desde auséncia de variacdo até distancias genéticas relativamente maiores (0 a 0,6%).
No entanto, a divergéncia genética entre os individuos analisados nunca atingiu 1%.
Essa variagdo intra-especifica é bastante pequena quando comparada as dos
grupos externos mais préximos (co-genéricos), que ficaram entre 3,7 a 4,6%. Portanto,
0 gap de distancia interespecifica do género é muito maior do que o méaximo de
variacdo encontrada intra-especificamente, e, por conseguinte, a validade taxonémica de
A. scabra foi corroborada por essa andlise. Progressivamente as distancias genéticas
ficam maiores conforme menor parentesco evolutivo do grupo em comparacao,

atingindo 31,1% quando comparados A. scabra ao camardo palaemonideo.

Os resultados apresentados condizem com o0s encontrados na analise de
Maximum-Likelihood (Figura 4), na qual a monofilia da espécie foi corroborada com
valor de bootstrap alto (97%), refletindo a variabilidade intra-especifica muito baixa
quando comparada a interespecifica. Ambas as analises esbogam alguma subdivisdo das
localidades analisadas, sugerindo grupos mais aparentados entre si, contudo o nivel de
resolucdo do gene 16S foi baixo para analises populacionais. Essa subdivisdo pode ser

mais bem estudada com as anélises feitas com o gene COI que € mais variavel.

Tabela I1: InformagBes dos exemplares cujas sequéncias parciais do gene mitocondrial 16S foram

obtidas no GenBank.

-~ . N° no
Espécie Localidade GenBank
Atya scabra Panama EF489985
Atya scabra Porto Rico EF489984
Atya scabra Trinidade e Tobago EF489983
Atya innocous Porto Rico EF489987
Atya lanipes Porto Rico EF489990
Jonga serrei Porto Rico EF490003
Xiphocaris elongata Republica Dominicana EF490010
Macrobrachium australe Nova Guiné DQ681290
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Tabela 111 (continua): Matriz de divergéncia genética (%) do gene mitocondrial 16S. As localidades de

1 a 21 correspondem a espécimes de Atya scabra (Leach, 1816). Os dados dos espécimes estdo descritos

nas Tabelas | e Il. SP: Sdo Paulo; RJ: Rio de Janeiro; ES: Espirito Santo; BA: Bahia.

Espécimes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1. llhabela, SP, Brasil -

2. S&o Sebastido, SP, Brasil 0 -

3. Paraty, RJ, Brasil 0 0 -

4. Aperibé , RJ, Brasil 0 0 0 -

5. S&o Fidélis, RJ, Brasil 0 0 0 0 -

6. Cambiasca, RJ, Brasil 0 0 0 0 0 -

7. Guarapari, ES, Brasil 0 0 0 0 0 0 -

8. Ihéus, BA, Brasil 0 0 0 0 0 0 0 -

9. Itacaré, BA, Brasil 0 0 0 0 0 0 0 0 -

10. Marau, BA, Brasil 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -

11. Kribe, Camaroes 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 -

12. Limbe, Camardes o4 04 04 04 04 04 04 04 04 04 0,2 -

13. Trinidade e Tobago 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 0 0,2 -
14. Bocas del Toro, Panama 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 0 0,2 0
15. Panama o4 04 04 04 04 04 04 04 04 04 02 04 02
16. Costa Rica, Pacifico 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 0 0,2 0
17. Jamaica 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 0 0,2 0
18. Porto Rico 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 0 0,2 0
19. Puebla, México o6 06 06 06 06 06 06 06 06 06 04 06 04
20. Tabasco, México 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 0 0,2 0
21. Querétaro, México 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 0 0,2 0
22. Atya innocous 46 46 46 46 46 46 46 46 46 46 43 41 43
23. Atya lanipes 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 39 37 39
24. Jonga serrei 15,7 15,7 15,7 15,7 15,7 15,7 15,7 15,7 157 15,7 15,7 157 15,7
25. Xiphocaris elongata 26,2 26,2 26,2 26,2 26,2 26,2 262 262 26,2 262 265 265 26,5
26. Macrobrachium australae 32,1 32,1 32,1 32,1 32,1 321 321 321 321 321 318 318 31,8
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Tabela 111 (concluséo): Matriz de divergéncia genética (%) do gene mitocondrial 16S. As localidades de
1 a 21 correspondem a espécimes de Atya scabra (Leach, 1816). Os dados dos espécimes estdo descritos

nas Tabelas I e Il. SP: Séo Paulo; RJ: Rio de Janeiro; ES: Espirito Santo; BA: Bahia.

Espécimes 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

1. llhabela, SP, Brasil

2. S&o Sebastido, SP, Brasil
3. Paraty, RJ, Brasil

4. Aperibé , RJ, Brasil
5. Sao Fidélis, RJ, Brasil
6. Cambiasca, RJ, Brasil

7. Guarapari, ES, Brasil

8. lhéus, BA, Brasil

9. Itacare, BA, Brasil

10. Marau, BA, Brasil

11. Kribe, Camar®es

12. Limbe, Camaroes

13. Trinidade e Tobago

14. Bocas del Toro, Panama -

15. Panama 0,2 -

16. Costa Rica, Pacifico 0 02 -

17. Jamaica 0 0.2 0 -

18. Porto Rico 0 02 0 0 -

19. Puebla, México 04 06 04 04 04 -

20. Tabasco, México 0 02 0 0 0 04 -

21. Querétaro, México 0 02 0 0 0 04 0 -

22. Atya innocous 43 46 43 43 43 39 43 43 -

23. Atya lanipes 39 41 39 39 39 39 39 39 48 -

24. Jonga serrei 15,7 154 157 157 157 159 157 157 151 162 -
25. Xiphocaris elongata 26,5 26,2 2655 265 265 265 265 265 260 268 264 -

26. Macrobrachium australae 318 314 31,8 31,8 31,8 31,8 31,8 31,8 29,8 321 315 339 -
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Atva scabra - Limbe (Camardes)
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Atva scabra - Costa Rica (Pacifico)
Atva scabra - Jamaica

Atva scabra - Querétaro (Meéxico)
Atva scabra - Kribi (Camardes)

Atva scabra - Bocas del Toro (Panama))
Afva scabra - Panama

Atva scabra - Porto Rico

Atva scabra - Trinidade e Tobago
Atva scabra - Ilhabela, SP (Brasil)
Atva scabra - Sdo Sebastido, SP (Brasil)
Atya scabra - Cambiasca, RJ (Brasil)
Atva scabra - Sao Fidelis, R] (Brasil)
Atva scabra - Maran, BA (Brasil)

Atva scabra - Aperibe, R (Brasil)
Atva scabra - llhéus, BA (Brasil)

Atva scabra - Paraty, RJ (Brasil)

Atva scabra - Guarapari, ES (Brasil)
Atva scabra - Ttacaré, BA (Brasil)

Atva scabra - Puebla (Meéxico)

— Arya lanipes
L Atva innocous

Jonga serrei

—

Xiphocaris elongata

—
01

Macrobrachium australe

Figura 4: Dendograma para o gene mitocondrial 16S dos espécimes de Atya scabra (Leach, 1816) e

outras espécies usando a analise de Maximum-Likelihood. Os nimeros apresentados correspondem aos

valores de significAncia para 1000 réplicas de bootstraps, apenas valores de bootstraps > 50% séo

mostrados. BA: Bahia; ES: Espirito Santo; RJ: Rio de Janeiro; SP: Sdo Paulo.
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Citocromo Oxidase | (COl)

Foram sequenciados fragmentos do gene COI de 63 individuos de A. scabra,
correspondentes a 22 localidades distintas que contemplaram a ampla distribuicdo da
espécie: trés localidades do Golfo do México, quatro do Mar do Caribe, 12 do Brasil e
trés da Africa (Tabela | e Figura 3). Sequéncias de trés localidades adicionais, Porto
Rico, Panama e Trinidade e Tobago, foram obtidas no GenBank com intuito de
aumentar o ndmero de localidades analisadas. Dessa forma, foi possivel realizar uma
analise mais robusta com 234 sequéncias de 591 pares de base informativos (Tabela

V).

Para as analises de distancia e de Maximum-Likelihood foram escolhidos dois
grupos externos, 0s mesmos dois co-genéricos escolhidos na andlise de 16S, devido aos
mesmos motivos anteriormente citados (morfologicamente mais semelhante e um mais
basal). Grupos externos de diferentes grupos, como de outros géneros ou espécies de
outra familia ndo foram empregados devido aos primers especificos para o género Atya
utilizados na amplificacdo do gene COI, que impossibilitaram comparacdo com

fragmentos disponiveis em bancos de dados ou até mesmo obtenc¢des proprias.

Tabela 1V: Informacbes dos exemplares cujas sequéncias parciais do gene mitocondrial Citotromo
Oxidase | foram obtidas no GenBank. NUmeros entre parénteses significam o ndmero de espécimes

incluidos na andlise que tinham haplétio igual.

Espécie Localidade N° no GenBank Total
Panama JF810967 - JF810982 (4) 19
Atya scabra Po_rt_o Rico EU005084 - EU005224 140
Trinidade e JF810970, JF810971, JF810977, JF810983, 12
Tobago JF810984 (2), JF810985 - JF810990
Atya innocous Porto Rico EU005051 1
Atya lanipes  Porto Rico EU005069 1
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A analise de distancia quantificou a variabilidade genética intra-especifica de A.
scabra entre 0 a 8,6%. Entre as localidades brasileiras a variagdo foi a mais baixa, com
méaximo de 1,4%. Entre as localidades africanas houve variacdo de 1,7 a 2,1%. O Caribe
exibiu variabilidade de 0 a 4%. Por fim, a comparacgdo entre as localidades do México
ficou entre 0 a 2,1%. Quando comparados grandes grupos de localidades foram obtidas
as seguintes distancias (1) Brasil x Africa: de 1,9 a 2,8%; (2) Brasil x Caribe: de 0 a
3,7%; (3) Brasil x México: de 6,2 a 8,1%; (4) Africa x Caribe: de 1,4 a 3,7%; (5) Africa
X México: de 6,4 a 8,0%; (6) Caribe x México: de 6,1 a 8,6%. Finalmente, quando
comparados todas as localidades em relagdo ao grupo mais destoante, o formado pelas

localidades do México, o intervalo de distancia ficou entre 5,9 a 8,6%. (Tabela V).

Portanto, foi possivel constatar a afinidade genética entre as localidades do
Caribe com Brasil e Africa, bem como uma evidente divergéncia genética das
sequéncias obtidas de localidades mexicanas. Todavia, o nivel de divergéncia
interspecifico, considerando as duas espécies utilizados de grupo externo, ficou entre
12,8 a 17,4% (Tabela V). Assim, o gap interespecifico é maior do que a variabilidade
notada intra-especificamente na espécie e mesmo as localidades mais divergentes, como
as do México, ndo apresentaram distancia suficiente para serem consideradas espécies
distintas. Por conseguinte, para o nivel de resolucdo do gene COIl a validade taxonémica
de A. scabra também foi corroborada ao longo de sua distribuigéo.

A anélise de Maximum-Likelihood corroborou a analise de divergéncia genética,
evidenciando a monofilia da espécie com alto valor de bootstrap (100%). Posicionou o
grupo México como grupo irmdo dos demais espécimes, e distinguiram 0s grupos

Caribe, Brasil mais Caribe e Africa (Figura V).
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Tabela V (continua): Matriz de divergéncia genética (%) do gene mitocondrial Citocromo Oxidase I. As

localidades de 1 a 25 correspondem a espécimes de Atya scabra (Leach, 1816). Os dados dos espécimes

estdo descritos nas Tabelas | e IV. Os nimeros entre paréntesis correspondem ao nimero de espécimes

analisados de cada localidade. A divergéncia minima e maxima sdo apresentadas. SP: S&o Paulo; RJ: Rio

de Janeiro; ES: Espirito Santo; BA: Bahia; A: Atlantico; P: Pacifico.

Espécimes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. llhabela, SP, Brasil (5) 0,2-1,0

2. S3o Sebastido, SP, Brasil (3)  0,0-1,0 0,0-0,7

3. Paraty, RJ, Brasil (4) 0,0-1,0 0,0-1,0 0,3-0,9

4. Aperibé, RJ, Brasil (4) 0,0-1,2 00-14 00-12 0210

5. S&o Fidélis, RJ, Brasil (1) 02-12 0,7-1,0 02-10 0,5-1,4 -

6. Cambiasca, RJ, Brasil (5) 0,0-1,2 0009 00-12 00-15 0512 0,2-1,0

7. Guarapari, ES, Brasil (1) 02-12 0710 02-1,0 0514 00 0512 -

8. Viana, ES, Brasil (1) 03-09 0307 03-07 0210 07 0205 07 -

9. llhéus, BA, Brasil (5) 0,0-09 0,0-0,7 0,0-0,7 0,0-1,0 03-0,7 0,009 03-0,7 03 0,0-0,3

10. Itacaré, BA, Brasil (6) 0,0-14 00-10 0,0-1,4 0,0-1,7 05-1,4 0,0-1,2 05-1,4 02-1,0 0,0-1,0 0,0-1,2
11. Marad, BA, Brasil (5) 0,0-09 0,0-09 0,0-0,7 0,0-1,0 0509 0,0-1,0 0,5-0,9 0,0-05 0,0-05 0,0-1,2
12. Pernambuco, Brasil (1) 0,0-05 0,0-0,7 0,0-05 00-07 07 0009 07 03 0,0-0,3 0,0-1,0
13. S&o Tome e Principe (1) 1922 2122 2124 1928 24 1924 24 21 21 1926
14. Kribe, Camardes (1) 1,922 21 2124 1928 24 1922 24 2,1 21 1924
15. Limbe, Camardes (3) 1,7-26 1924 1928 1,7-28 2,2-28 17-26 2228 1,9-24 1924 1,7-28
16. Trinidade e Tobago (12) 0,0-2,6 00-26 00-28 0031 0,7-28 0,0-28 0,7-28 0,3-2,4 00-2,4 0,0-29
17.Bocasdel Toro, Panama (1)  17.21 1,921 19-22 1726 22 1722 272 1,9 1,9 1724
18. Panama (19) 0,0-24 05-24 00-24 03-28 0226 03-26 02-2,6 0522 0,2-22 0,3-2,8
19. Limodn, Costa Rica, A (6) 14-26 14-26 0926 1,028 1,7-28 12-28 1,728 1,4-24 1024 1,2-29
20. Costa Rica, P (1) 1,721 1,921 1922 1,726 22 1722 22 1,9 1,9 1724
21. Jamaica (2) 15-2,6 17-26 17-26 1524 21-28 1528 2,128 1,7-24 17-24 15-29
22. Porto Rico (140) 0,0-3,5 00-35 0,0-37 0,040 0237 00-37 0237 0,2-33 0,0-33 0,0-3,8
23. Puebla, México (3) 6,2-7,6 6,6-7,6 672-78 6482 7,0-78 6,2-78 7,0-7.8 6,6-7,4 6,6-7,4 6,4-7,7
24. Tabasco, Mexico (3) 7,2-80 76-78 7481 7485 8081 7,2-80 80-81 7,6-7,8 7,6-7,8 7,4-8,0
25. Querétaro, México (1) 6,268 6,6-68 6270 6474 01 6270 01 6,6 6,6 6,4-7,0
26. Atya innocous (1) 11562 11%02 11?567 11%% 158 165 158 158 1152582 11%,%-
27 Atyalanipes(l) 1155?3 11%‘; 11?3%3 11?542 156 02 156 158 11%113 11%%
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Tabela V (continuacdo): Matriz de divergéncia genética (%) do gene mitocondrial Citocromo Oxidase I.

As localidades de 1 a 25 correspondem a espécimes de Atya scabra (Leach, 1816). Os dados dos

espécimes estdo descritos nas Tabelas | e V. Os nimeros entre paréntesis correspondem ao nimero de

espécimes analisados de cada localidade. A divergéncia minima e maxima sdo apresentadas. SP: Sao

Paulo; RJ: Rio de Janeiro; ES: Espirito Santo; BA: Bahia; A: Atlantico; P: Pacifico.

Espécimes 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1. lihabela, SP, Brasil (5)

2. Sdo Sebastido, SP, Brasil (3)

3. Paraty, RJ, Brasil (4)

4. Aperibé, RJ, Brasil (4)

5. S8o Fidélis, RJ, Brasil (1)

6. Cambiasca, RJ, Brasil (5)

7. Guarapari, ES, Brasil (1)

8. Viana, ES, Brasil (1)

9. llhéus, BA, Brasil (5)

10. Itacaré, BA, Brasil (6)

11. Marad, BA, Brasil (5) 0,0-0,5

12. Pernambuco, Brasil (1) 0,0-0,3 -

13. Sdo Tomé e Principe (1) 1,922 21 -

14. Kribe, Camardes (1) 1,922 21 1,7 -

15. Limbe, Camardes (3) 1,7-26 1,924 1,721 02-0,7 05-1,0

16. Trinidade e Tobago (12) 0,0-2,6 0024 1926 1926 1,9-29 0,0-26

17. Bocas del Toro, Panama (1) 17.21 1,9 2.1 21 2124 02-22 -

18. Panama (19) 0322 0521 1,9-24 17-24 17-28 0,0-28 0,2-22 0,0-2,6

19. Limon, Costa Rica, A (6) 1,2-24 1,4-22 1929 2126 2129 0,0-28 0326 0,0-29 0,2-31

20. Costa Rica, P (1) 1,7-21 19 1,9 19 1,922 2229 05 0322 0526 -
21. Jamaica (2) 15-24 17-21 1924 1924 1,9-28 0,0-26 02-1,0 0,0-2,8 02-2,6 0,3-09
22. Porto Rico (140) 0,0-35 00-33 1,7-3,7 1,536 14-3,7 0,0-37 0,2-2,8 0,0-3,7 0,0-35 0,2-2,6
23. Puebla, México (3) 6,4-76 6,6-74 6876 6472 61-76 6,1-7,6 64-72 61-78 6,2-7,6 6,6-7,4
24. Tabasco, México (3) 74-80 76-78 7880 74-76 7,080 72-82 76-78 7,2-82 7,4-80 7,880
25. Querétaro, México (1) 64-68 66 6,8 64 6168 6168 64 6170 6268 6,6
26. Atya innocous (1) 11%% 162 153 158 11?502 1152512 0,2 1155:25 1152510 14,9
27. Atya lanipes(1) 11%% 158 152 158 11?581 11%6% 0.2 11%% 1121595 1.2
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Tabela V (concluséo): Matriz de divergéncia genética (%) do gene mitocondrial Citocromo Oxidase |I.

As localidades de 1 a 25 correspondem a espécimes de Atya scabra (Leach, 1816). Os dados dos

espécimes estdo descritos nas Tabelas | e V. Os nimeros entre paréntesis correspondem ao nimero de

espécimes analisados de cada localidade. A divergéncia minima e maxima sdo apresentadas. SP: Sao

Paulo; RJ: Rio de Janeiro; ES: Espirito Santo; BA: Bahia; A: Atlantico; P: Pacifico.

Espécimes 21

22

23

24 25

26

27

. llhabela, SP, Brasil (5)

. S0 Sebastido, SP, Brasil (3)
. Paraty, RJ, Brasil (4)

. Aperibé, RJ, Brasil (4)

. S&o Fidélis, RJ, Brasil (1)
. Cambiasca, RJ, Brasil (5)
. Guarapari, ES, Brasil (1)
. Viana, ES, Brasil (1)

. llhéus, BA, Brasil (5)

. Itacaré, BA, Brasil (6)

. Marau, BA, Brasil (5)
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Figura 5 (continua): Dendograma para o gene mitocondrial Citocromo Oxidase | dos espécimes de Atya
scabra (Leach, 1816) e outras espécies usando a andlise de Maximum-Likelihood. Os nimeros
apresentados correspondem aos valores de significancia para 500 réplicas de bootstraps, apenas valores
de bootstraps > 50% s@o mostrados. A esquerda: dendograma completo e a direita detalhe de parte do
dendograma. BA: Bahia; ES: Espirito Santo; RJ: Rio de Janeiro; SP: Sdo Paulo; PL: Puebla; TC: Tabasco
e QT: Querétaro.
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Figura 5 (continuacéo): Dendograma para o gene mitocondrial Citocromo Oxidase | dos espécimes de
Atya scabra (Leach, 1816) e outras espécies usando a analise de Maximum-Likelihood. Os nimeros
apresentados correspondem aos valores de significancia para 500 réplicas de bootstraps, apenas valores
de bootstraps > 50% s@o mostrados. A esquerda: dendograma completo e a direita detalhe de parte do
dendograma.BA: Bahia; ES: Espirito Santo; RJ: Rio de Janeiro; SP: Sdo Paulo; PL: Puebla; TC: Tabasco
e QT: Querétaro.

36



Monografia de Bacharelado Caio M. C. A. de Oliveira (2014)

Panama
Panama
Panama
Panama
Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico .
Porto Rico Caribe
Panama
53 —Porto Rico

s

Porto Rico
———PortoRico
Panama
Porto Rico
Panama
L Porto Rico
Porto Rico

Porto Rico
- Porto Rico
Porto Rico
. Limén - Costa Rica
[ 50 —Porto Rico
Porto Rico
B Porto Rico

93— Saint Catherine - Jamaica
Porto Rico
Porto Rico

[PortoRico
Porto Rico

Saint Catherine - Jamaica

Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico
Panama

Trinidade e Tobago
Limén - Costa Rica
Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico
Trinidade e Tobaga
Porto Rico
— Porto Rico
54 — Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico
Panama
Porto Rico
Trinidade e Tobaga
Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico

55 —Porto Rico
LEPDHD Rico
Panama

—Porto Rico
Porto Rico

S a—Porta Rico
: Porto Rico

Figura 5 (continuacéo): Dendograma para o gene mitocondrial Citocromo Oxidase | dos espécimes de
Atya scabra (Leach, 1816) e outras espécies usando a analise de Maximum-Likelihood. Os ndmeros
apresentados correspondem aos valores de significancia para 500 réplicas de bootstraps, apenas valores
de bootstraps > 50% s@o mostrados. A esquerda: dendograma completo e a direita detalhe de parte do
dendograma. BA: Bahia; ES: Espirito Santo; RJ: Rio de Janeiro; SP: Sdo Paulo; PL: Puebla; TC: Tabasco
e QT: Querétaro.
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Figura 5 (concluséo): Dendograma para o gene mitocondrial Citocromo Oxidase | dos espécimes de
Atya scabra (Leach, 1816) e outras espécies usando a analise de Maximum-Likelihood. Os ndmeros
apresentados correspondem aos valores de significancia para 500 réplicas de bootstraps, apenas valores
de bootstraps > 50% sdo mostrados. A esquerda dendograma completo e a direita detalhe de parte do
dendograma. BA: Bahia; ES: Espirito Santo; RJ: Rio de Janeiro; SP: Sdo Paulo; PL: Puebla; TC: Tabasco
e QT: Querétaro.
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A diversidade haplotipica encontrada foi de 0,9947, com 189 haplétipos (Tabela
V1) distintos exibidos na rede de haplétipos (Figura 6). Dentro dos 591 pares de base
analisados foram encontrados 144 sitios polimdrficos. A rede de haplétipos também
evidenciou 0s mesmos grupos ja citados anteriormente (Brasil + Caribe, Africa, Caribe
e México) congruentes com os da analise de Maximum-Likelihood. No total, 16
haplétipos foram compartilhados, sendo que o haplétipo com maior nimero de
individuos compartilhados foi 0 H-1, com 13 individuos provenientes de 11 localidades
(nove brasileiras e duas do Caribe) (Tabela VII). O grupo do Brasil compartilhou mais
trés hapldtipos com localidades do grupo do Caribe: H-3, H-12 e H-19. E relevante
também o fato de que diversos haplotipos sequenciados de individuos de localidades do
Caribe se posicionaram mais proximos geneticamente ao grupo formado

majoritariamente por localidades brasileiras (Brasil) (Figura 6A e B).

Localidades brasileiras também compartilharam haplétipos entre si, um total de
sete (H-1, H-3, H-9, H-12, H-15 e H-16), sendo que o hapl6tipo H-1 € constituido por
localidades de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Bahia e Pernambuco, unindo as mais distantes
localidades amostradas do pais (Figura 6A e B). Entre as localidades do Caribe, oito
haplotipos foram compartilhados, incluindo sequencias oriundas de localidades
distantes como Jamaica, Costa Rica, Porto Rico, Panam4, e Trinidade e Tobago (H-22,
H-26, H-27, H-30, H-31, H-38, H-39 e H-43) (Figura 6C). Os haplétipos referentes as
localidades amostradas da Africa formaram um grupo bastante préximo aos grupos
Brasil + Caribe e Caribe, porém ndo houveram compartilhamentos de haplo6tipos
(Figura 6A e B). Finalmente, os hapl6tipos encontrados para as sequéncias de
espécimes oriundos das localidades mexicanas foram todos Unicos e distintos, portanto

ndo foram compartilhados entre si, tampouco com outros grupos. Além disso, 0 grupo
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do México ficou isolado na rede de hapldtipos, com 31 passos mutacionais separando-o

do grupo mais proximo (Caribe) (Figura, D).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) realizada sem estruturacdo genética
(incorporando todas as localidades como um sO grande grupo) revelou uma
variabilidade nucleotideca total de 0,18024 +/- 0,09114 e indice de fixacdo FST de
0,427 (Tabela VII). Duas anéalises estruturando-se grupos foram conduzidas, a primeira
levou em consideracdo a origem geografica das sequéncias, ou seja, as localidades de
origem dos espécimes, ja a segunda reuniu os individuos de acordo com 0s grupos
genéticos evidenciados pela rede de haplétipos e anélises de Maximum Likelihood.
Desse modo, foi possivel corroborar que existe uma maior relevancia dos grupos
genéticos formados do que as localidades geogréficas, pois a divergéncia entre 0s
grupos e o indice FST foram maiores na segunda analise (Tabela VII).
Consequentemente, embora exista uma marcante estruturacdo genética, essa nao €
necessariamente congruente com as distancias ou localidades geogréficas, sobretudo
quando levado em consideracdo a juncdo do grupo Brasil + Caribe e a proximidade do

grupo Africa com os grupos Caribe e Brasil + Caribe.
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Figura 6 (continua): Rede de haplétipos construida pelo método de Median-Joining, indicando a distribuicdo dos 189 haplétipos identificados nos 234 espécimes de Atya
scabra (Leach, 1816) analisados. O tamanho do circulo é proporcional a frequéncia do haplétipo. Os pontos verdes pequenos representam os vetores médios. * sequéncias

obtidas no genbank. BA: Bahia; ES: Espirito Santo; RJ: Rio de Janeiro; SP: Séo Paulo; PL: Puebla; TC: Tabasco e QT: Querétaro.

41



~ O
)
AeB) ) :
H1 O
@
© @
5
H19 Ha
5 5 il
H25@—5 C o w;

(@ Tihabela e Séo Sebastiao (SP) - Brasi )

@ Paraty, Cambiasca, Sio Fidélis e Aperibé (RJ) - Brasil
() Guarapari e Viana (ES) - Brasil

) Théus, Ttacaré e Marai (BA) - Brasil
@ Pemambuco - Brasil

@ Sao Tomé e Principe

@ Kiribi, Camardes

@ Limbe, Camardes

@ Trinidade e Tobago™

@ Panama*

@ Bocas del Toro - Panama

() Limén - Costa Rica

@ CostaRica - Pacifico

() Porto Rico*

() Jamaica

() Huimanguillo (TC) - México

@ Huchuetla (PL) - México

k. Arroyo Seco (QT) - México

Figura 6 (continuacao): Rede de haplotipos construida pelo método de Median-Joining, indicando a distribuicdo dos 189 hapl6tipos identificados nos 234 espécimes de Atya
scabra (Leach, 1816) analisados. O tamanho do circulo é proporcional a frequéncia do haplétipo. Todos os haplétipos estédo separados por um passo mutacional, com excegdo
daqueles nos quais 0 nimero de tragos ou um nimero indicam a quantidade passos mutacionais entre eles. Cada trago ou nimero representam passos mutacionais, a auséncia
desses representa um passo mutacional de distancia. Os pontos verdes pequenos representam os vetores médios. * sequéncias obtidas no genbank. BA: Bahia; ES: Espirito

Santo; RJ: Rio de Janeiro; SP: Sdo Paulo; PL: Puebla; TC: Tabasco e QT: Querétaro.
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Figura 6 (continuacdo): Rede de hapldtipos construida pelo método de Median-Joining, indicando a distribuicdo dos 189 haplétipos identificados nos 234 espécimes de Atya
scabra (Leach, 1816) analisados. O tamanho do circulo é proporcional a frequéncia do hapldtipo. Todos os haplétipos estédo separados por um passo mutacional, com excegdo
daqueles nos quais o0 nimero de tragos ou um ndmero indicam a quantidade passos mutacionais entre eles. Cada trago ou nimero representam passos mutacionais, a auséncia
desses representa um passo mutacional de distancia. Os pontos verdes pequenos representam os vetores médios. * sequéncias obtidas no genbank. BA: Bahia; ES: Espirito

Santo; RJ: Rio de Janeiro; SP: Sdo Paulo; PL: Puebla; TC: Tabasco e QT: Querétaro.
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Figura 6 (conclusao): Rede de hapl6tipos construida pelo método de Median-Joining, indicando a distribuicdo dos 189 haplétipos identificados nos 234 espécimes de Atya
scabra (Leach, 1816) analisados. O tamanho do circulo é proporcional a frequéncia do haplétipo. Todos os haplétipos estdo separados por um passo mutacional, com exce¢do
daqueles nos quais 0 nimero de tracos ou um nimero indicam a quantidade passos mutacionais entre eles. Cada traco ou nimero representam passos mutacionais, a auséncia
desses representa um passo mutacional de distancia. Os pontos verdes pequenos representam os vetores médios. * sequéncias obtidas no genbank. BA: Bahia; ES: Espirito

Santo; RJ: Rio de Janeiro; SP: Sdo Paulo; PL: Puebla; TC: Tabasco e QT: Querétaro.
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Tabela VII (continua). Distribuicdo dos haplétipos identificados nos 234 espécimes de Atya scabra
(Leach, 1816) analisados. Dn: diversidade nucleotidica. * sequéncias obtidas no genbank. BA: Bahia; ES:
Espirito Santo; RJ: Rio de Janeiro; SP: Sdo Paulo; PL: Puebla; TC: Tabasco e QT: Querétaro.

Haplotipos
2 3 45 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17-18 19 20 21 22

Localidades

1
Ilhabela (SP) — Brasil 1 11 1
S&o Sebastido (SP) — Brasil 2 1
Paraty (RJ) — Brasil 1
Cambiasca (RJ) — Brasil 1
Séo Fidélis (RJ) — Brasil 1
Aperibé (RJ) — Brasil 1 1 1 1
Guarapari (ES) — Brasil 1
Viana (ES) — Brasil 1
Ilhéus (BA) — Brasil
Itacaré (BA) — Brasil
Marau (BA) — Brasil
Pernambuco — Brasil

= = N
=
N
=

Séo Tomé e Principe
Kribi — Camaroes
Limbe — Camar0es

Trinidade e Tobago* 1
Panama* 1
Porto Rico* 1 1 1 1 1
Bocas del Toro — Panaméa
Limén - Costa Rica 1
Costa Rica — Pacifico
Jamaica

Huimanguillo (TC) — México
Huehuetla (PL) — México
Arroyo Seco (QT) — México

Total 314 1 11 2 2 1 7 1 1 2 2 1 2 1 1 2
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Tabela V11 (continuagéo). Distribuicdo dos haplétipos identificados nos 234 espécimes de Atya scabra

(Leach, 1816) analisados. Dn: diversidade nucleotidica. BA: Bahia; ES: Espirito Santo; RJ: Rio de

Janeiro; SP: Sdo Paulo; PL: Puebla; TC: Tabasco e QT: Querétaro.

Localidades

Haplétipos

23-24 25 26

27

28 29 30 31 32-34 35 36 37 38 39 40-42 43

44-49

Ilhabela (SP) — Brasil
Séo Sebastido (SP) - Brasil
Paraty (RJ) — Brasil
Cambiasca (RJ) - Brasil
Séo Fidélis (RJ) - Brasil
Aperibé (RJ) — Brasil
Guarapari (ES) — Brasil
Viana (ES) — Brasil
Ilhéus (BA) — Brasil
Itacaré (BA) — Brasil
Maral (BA) — Brasil
Pernambuco — Brasil

S8o Tome e Principe
Kribi — Camardes

Limbe — Camardes

Trinidade e Tobago*
Panama*

Porto Rico*
Bocas del Toro - Panamé
Limén - Costa Rica
Costa Rica — Pacifico

Jamaica

Huimanguillo (TC) - México
Huehuetla (PL) - México
Arroyo Seco (QT) - México

Total
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Tabela VII (conclusdo). Distribuicdo dos haplétipos identificados nos 234 espécimes de Atya scabra
(Leach, 1816) analisados. Dn: diversidade nucleotidica. BA: Bahia; ES: Espirito Santo; RJ: Rio de

Janeiro; SP: Sdo Paulo; PL: Puebla; TC: Tabasco e QT: Querétaro.

Haplétipos
. N Dn
Localidades 5055  56-182 183 184-186  187-189
llhabela (SP) — Brasil 5  0,05415 +/- 0,03915
Séo Sebastido (SP) - Brasil 3 0,04512 +/- 0,04050

Paraty (RJ) — Brasil 4 0,06204 +/- 0,04715

Cambiasca (RJ) - Brasil 5  0,05076 +/- 0,03707

Séo Fidélis (RJ) - Brasil 1 0,00000 +/-0,00000

Aperibé (RJ) — Brasil 4 0,05358 +/- 0,04155

Guarapari (ES) — Brasil 1 0,00000 +/-0,00000

Viana (ES) — Brasil 1 0,00000 +/- 0,00000

llhéus (BA) — Brasil 5  0,03046 +/- 0,02445

Itacaré (BA) — Brasil 6  0,04963 +/- 0,03483

Maraul (BA) — Brasil 5 0,02369 +/- 0,02015

Pernambuco — Brasil 1 0,00000 +/- 0,00000

S&o Tomé e Principe 1 0,00000 +/-0,00000

Kribi — Camardes 1 0,00000 +/- 0,00000

Limbe — Camardes 3 0,07896 +/- 0,06599

Trinidade e Tobago* 1 12 0,11844 +/-0,06741

Panama* 19 0,08708 +/- 0,04932

Porto Rico* 1 140  0,14401 +/- 0,07416

Bocas del Toro - Panama 1 0,00000 +/- 0,00000

Limén - Costa Rica 6 0,13311 +/- 0,08341

Costa Rica — Pacifico 1 0,00000 +/- 0,00000

2 0,08460 +/- 0,09268

Jamaica
Huimanguillo (TC) - México 1 3 0,18049 +/-0,14189
Huehuetla (PL) - México 1 3 0,06768 +/- 0,05752
Arroyo Seco (QT) - México 1 1 0,00000 +/- 0,00000
1 1 1 1 1 234  0,18024 +/- 0,09114

Total
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Tabela VII: Resultados das analises de variancia molecular (AMOVA) realizadas com espécimes de Atya

scabra (Leach, 1816) provenientes de diversas populagdes. *Valores significativos, P < 0,05.

Estruturacdo

Indice de Fixag&o

Fonte de variacéo % (FST) P
Ausente Entre localidades 42,73 0.427 0.00000*
Dentro das localidades 57,26
Grupos Geograficos
México Entre grupos 59,89
Africa Entre localidades -3,04 0,568 0.00000*
Brasil Dentro das localidades 43,14
Caribe
Grupos Genéticos
México Entre grupos 66,89
Africa Entre localidades -0,82 0,660 0.00000*
Brasil + Caribe Dentro das localidades 33,92
Caribe
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Discussao
Taxonomia molecular

Na revisdo morfoldgica e minuciosa do género Atya realizada por HOBBS &
HART (1982), A. scabra foi reconhecida como uma espécie de status taxondémico
valido, a partir de espécies de distintas localidades que foram sinonimizadas. Apesar
disso, foi documentada uma grande variabilidade morfol6gica, muito embora sem
padrbes geograficos claros. As analises moleculares realizadas no presente estudo, com
0s genes mitocondriais 16S e COl, corroboraram a validade taxonémica da espécie nas
areas de ocorréncia analisadas que abrangeram quase toda a totalidade de distribuicdo

descrita para a espécie.

Existem diferentes métodos para se delimitar ou definir uma espécie (SITES &
MARSHALL, 2003) e o uso de técnicas distintas em complementaridade aperfeicoa a
acuracia das conclusoes (HILLIS, 1987, HOLYNSKI, 2010). Dessa forma, a utilizagao
de técnicas moleculares em acréscimo aos dados morfolgicos é bastante Gtil na
tentativa de resolver problemas taxondmicos e filogenéticos (MANTELATTO et al.,
2007; BRACKEN-GRISSOM et al., 2012; NEGRI et al., 2012; PILEGGI &
MANTELATTO, 2012), embora ndo seja infalivel (PAGE & HUGHES, 2011). Assim,
o0 presente estudo confirma a ideia de que sempre que possivel/vidvel, deve-se buscar a
multidisciplinariedade com estudos fisiol6gicos, comportamentais, reprodutivos,
ecologicos, de acasalamento, de forma complementar (KNOWLTON, 1986; HILLIS,

1987; BICKFORD et al., 2006).

O valor mais alto de divergéncia intra-especifica para o gene 16S ocorreu entre
especimes do Brasil e do México (0,6%), contudo a distancia em relacdo as outras

especies do género foi de 3,7 a 4,6%, e a distancia em relacdo a outros géneros ficou
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acima de 15% (Tabela Il1). Essa nitida separacdo entre espécies e géneros, visualizada
com o0s grupos externos escolhidos, demonstra a validade do emprego do gene 16S
como ferramenta de andlise de variacao interespecifica ou intergenérica, ao ser um gene
de mutacdes mais lentas em relacdo ao COlI (MORITZ et al., 1987; SCHUBART et al.,
2000; SCHUBART & HUBER, 2006). Além disso, todas as sequéncias de diversas
localidades analisadas formaram um clado separado na anélise de Maximum-Likelihood

(Figura 4), corroborando a analise de distancia e evidenciando a monofilia da espécie.

Os valores de divergéncia intra-especifica e interespecifica podem variar muito
em diferentes grupos de crustaceos, fazendo do valor de gap interespecifico variavel e
relativo aos grupos em que se esteja estudando (COSTA et al., 2007; ROBE et al.,
2012). O gene COI apresenta uma variagdo grande entre diferentes grupos de
crustaceos, de 0 a 2,5% dentro de espécies e 4,9 a 23,6% entre espécies (COSTA et al.,
2007). A divergéncia encontrada dentro da espécie A. scabra, que variou de 0 a 8,6%, é
acima da média citada, contudo € bastante inferior a distancia interespecifica (12,8 a
17,4%) encontrada no grupo estudado (Tabela V), portanto, em relacdo a variacdo
dentro do género Atya, a analise de distancia do gene COI ndo separa A. scabra em duas
ou mais espécies, assim como a andlise de Maximum-Likelihood realizada que também
evidenciou, com alto valor de bootstrap, o clado formado por todos os espécimes de A.

scabra analisados (Figura 5).

O resultado obtido com o gene COIl mostrou claramente a variagdo intra-
especifica dentro e entre as localidades, separando-as em quatro grupos: Brasil +
Caribe, Caribe, Africa e México. Porém, embora tenham sido encontradas (1) alta
estruturacdo genética (valores de FST altos) (Tabela VII); (2) separagdo dos grupos nas
analises de Maximum-Likelihood (Figura 5); (3) subdivisdo em grupos na rede de

haplotipos (Figura 6) corroborada pela AMOVA e (4) grande variabilidade morfoldgica
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documentada para a espécie (HOBBS & HART, 1982), no nivel de resolucéo dos genes
empregados nas analises desse estudo, ndo foi encontrada divergéncia que sustente a

existéncia de espécies cripticas ao longo da distribuicdo de A. scabra.

Marcadores genéticos mais variaveis, ou seja, sensiveis a divergéncias genéticas
menores, como microssatélites ou regido mitocondrial D-loop, teriam a capacidade de
explicitar estruturacdes e divergéncias ndo possiveis com 0s genes aqui empregados
(SLATKIN, 1985b; BENZIE, 1998; SCHLOTTERER, 2004). Apesar disso, 0s genes
mitocondriais 16S e COI tem sido bastante eficientes em identificar a existéncia de
espécies cripticas entre crustaceos decapodes (SANTOS et al., 2003; PAGE et al.,
2005; COOK et al., 2006; GUSMAO et al., 2006; SANTOS et al., 2006;
PUILLANDRE et al., 2011; TOURINHO et al., 2012; CARVALHO et al., 2013), e séo
tidos como eficazes marcadores para testar validade de espécies (SCHUBART et al.,
2000; COSTA et al., 2007; MCLAY et al., 2011; OCAMPO et al., 2013). De forma
que, embora as populacbes de A. scabra estejam estruturadas, evidéncias morfoldgicas
(HOBBS & HART, 1982) e moleculares (presente estudo) ndo sustentam a existéncia

de unidades evolutivas isoladas reprodutivamente.

Um dado que poderia levantar evidéncia contraria a monofilia da espécie, seriam
possiveis diferencas ecoldgicas, como o tipo de ambiente ocupado ou diferentes habitos
e modo de vida, de populacBes da espécie em diferentes localidades ao longo da
distribuicdo geografica, pois nesse caso € possivel que exista divergéncia genética mais
acentuada (GUSMAO et al., 2006; CARVALHO et al., 2013). Contudo, nos trabalhos
realizados no sul do estado de Tamaulipas, México (DARNEL, 1956), em Veracruz,
México (VILLALOBOS, 1943), em localidades no mar do Caribe (CHACE & HOBBS,
1969; FRYER 1977; HERRERA-CORREAL et al., 2013), no Brasil (GALVAO &

BUENO, 2000; ALMEIDA et al., 2010) e na Africa (HOLTHUIS, 1966), mostraram
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gue os espécimes adultos sdo coletados no mesmo tipo de ambientes: riachos ou
cérregos pouco profundos (rasos), com fluxo de &gua répido, nos quais existem
substrato rochoso, onde os espécimes sdo encontrados abrigados sob as rochas (HOBBS
& HART, 1982). Portanto, em uma andlise superficial, isto é, baseada nas descri¢des
dos ambientes de coleta, e ndo em estudos aprofundados, ndo é notado nenhum
elemento que conjecture alguma variagdo do ambiente ocupado em diferentes

localidades.

A coloragdo dos individuos, embora exija cautela, poderia ser utilizada como
ferramenta taxonémica adicional em testes de diferencas entre espécies, evidentemente
nas quais a morfologia ou outras ferramentas taxonémicas necessitam de maior suporte
(KNOWLTON, 1986; NEGRI et al., 2012). CHACE & HOBBS (1969) fizeram a
descricdo mais detalhada para A. scabra no que tange a coloragdo. Examinaram e
descreveram minunciosamente espécimes da Dominica, detalhando a coloracao,
distribuicdo dos cromatéforos e bandas (faixas). No entanto, seriam preciso estudos
similares para efeito de comparacdo com distintas localidades ao longo da ampla
distribuicdo da espécie. Porém, a necessidade de se examinar material fresco dificulta
esse tipo de estudo, evidentemente de forma comparativa ao longo de uma distribuicéo
tdo ampla (KNOWLTON, 1986). Ademais, mesmo que evidenciada diferencas de
coloragéo claras, essas per si ndo contituiriam suporte para justifcar uma divisdo de
especies, tendo em vista que a variagdo de coloragdo é bastante complexa, podendo
variar de acordo com a fase de vida, maturidade, sexo, ambiente ocupados entre outros
(BAUER, 2004). Assim, seriam necessarias pesquisas com diferentes ferramentas
taxonbmicas que apresentassem resultados congruentes com tal separagédo

(KNOWLTON, 1986; HILLIS, 1987).
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Grupos de individuos localizados em diferentes areas, caso documentado que
apresentassem periodos reprodutivos distintos, poderia gerar evidéncias de algum tipo
de isolamento reprodutivo ou ao menos estruturagdo maior (TSUKAGOSHI et al.,
2011). Contudo estudos realizados com A. scabra sugerem que em diferentes
localidades estudadas (México, mar do Caribe e Brasil) parece haver reproducdo ao
longo do ano todo (VILLALOBOS, 1943; DARNEL, 1956; HOBBS & HART, 1982,
GALVAO & BUENO, 2000; ALMEIDA et al., 2010; HERRERA-CORREAL et al.,
2013) e, portanto, ndo ha indicios de diferentes espécies descritas sob 0 mesmo nome de

acordo com esses dados.

Um grupo que se destacou devido a divergéncia genética relativamente elevada
foi o do México, que englobou as trés localidades mexicanas analisadas. Contudo,
conforme ja discutido nessa sessdao, com os dados disponiveis ndo se justifica a
existéncia de uma espécie distinta isolada no Golfo do México. Todavia revela uma area
na qual novos estudos genéticos, com maior nimero de localidades amostradas, n
amostral superior e utilizando diferentes marcadores genéticos, bem como o emprego de
distintas técnicas taxon6micas, como morfoldgicas, requerem ser conduzidos
(SLATKIN, 1985a; KNOWLTON, 1986; HILLIS, 1987). Essa caracteristica que
estudos sobre variabilidade genética apresentam, de evidenciar grupos geneticamente
divergentes ndo notadas por estudos morfologicos anteriormente (SANTOS et al.,
2003), promovem a conducdo de novas pesquisas mais focadas no grupo salientado, que
podem levar a diagnose de caracteres morfologicos que suportem a divisdo, 0s quais
usados conjuntamente podem sustentar revisées taxondmicas e auxiliar no entendimento
da distribuicdo biogeografica de espécies (KNOWLTON, 1986; SCHUBART et al.,

2000; MORITZ et al., 2007; TOURINHO et al., 2012).
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No que tange o emprego da técnica do DNA Barcoding, esse estudo serve como
exemplo das dificuldades encontradas no uso de primers especificos, pois nao foi obtido
sucesso na amplificacdo do gene COIl com marcadores universais em A. scabra. Dessa
forma, foi preciso utilizar primers especificos para o género, os quais amplificam
regides distintas do gene COI, que ndo a especificada para o Barcoding. Para
possibilitar uma comparacdo efetiva com bancos de dados é muito importante que 0s
fragmentos amplificados sejam os mesmos (SCHLOTTERER, 2004; COSTA et al.,
2007). Com isso, ndo é possivel conduzir estudos comparativos com outros tdxons
devido a incongruéncia das regides sequenciadas, que ndo foi aquela sugerida para a

técnica do Barcoding (COSTA et al., 2007).

Tal adversidade ndo é exclusividade do taxon desse trabalho e se revela um
desafio para as técnicas moleculares atuais (ASMYHR & COOPER, 2012). A utilizagdo
de primers especificos auxilia na amplificacdo do gene pretendido, contudo prejudica a
comparacao das sequéncias entre taxons conforme discutido (BUCKLIN & ALLEN,
2004). Assim sendo, o uso de técnicas moleculares com marcadores genéticos e 0 DNA
barcoding é proveitoso em diversos casos (PUILLANDRE et al., 2011; NEGRI et al.,
2012; BRACKEN-GRISSOM et al., 2012) embora existam questbes a serem

aperfeicoadas (HOLYNSKI, 2010).

Finalmente, a dificuldade de obtencdo de espécimes frescos das diferentes
localidades por meio de coleta, notoriamente no caso de A. scabra que tem uma
abrangéncia conspicua, demanda a obtencédo desses nos lotes de cole¢des zooldgicas, na
maioria das vezes com individuos coletados ha muito tempo, que foram sujeitos a
técnicas de fixacdo de material biologico com formol. Com o tempo de preservacéo, 0
formol fica acido, e pode fragmentar e desnaturar o DNA (BUCKLIN & ALLEN, 2004)

e, com isso, dificultar a amplificacdo (SCHANDER & HALANYCH, 2003). Diversas
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amostras de tecidos, proveniente de diversas localidades (Africa: Libéria, Nigéria, Cabo
Verde; Caribe: Nicardgua, Dominica, Guadalupe e Brasil: Rio Grande do Norte,
Alagoas, Santa Catarina, Rio Grande do Sul), obtidas para amplificagéo néo resultaram
em sequéncias devido ao insucesso da amplificacdo: esses tecidos eram advindos de
colecBes zooldgicas, com provavel preservacdo em formol antigas. Embora o
aperfeicoamento dos protocolos de extracdo tenham tido relativo sucesso em moderar
esse empecilho (ZUCCON et al., 2012), a aplicagdo da preservacdo em alcool de
material futuramente coletado seria de grande auxilio para viabilizar estudos

moleculares (BUCKLIN & ALLEN, 2004).

Estruturacao genética e dispersao larval

Conforme mencionado, as analises realizadas com o gene COI evidenciaram
uma estruturacdo genética forte (FST 0,427) e distinguiram quatro grupos genéticos
distintos: Brasil + Caribe, Caribe, Africa e México corroborados pela analise de
variancia molecular (AMOVA). Apesar disso, a existéncia de hapl6tipos
compartilhados entre diversas localidades brasileiras, entre diferentes localidades do
Caribe e entre localidades brasileiras e do mar do Caribe sugerem a existéncia de fluxo
génico constante, ou a0 menos recente, que poderiam ocorrer ou ter ocorrido por meio
de eventos de colonizagédo/re-colonizacdo (SLATKIN, 1985b; 1987; BENZIE, 1998;

COOK et al., 2009).

A proximidade genética e auséncia de estruturacdo entre localidades do mar do
Caribe (Panama, Trinidade e Tobago e Porto Rico) ja havia sido reportada em estudos
que sugeriram a dispersdo de larvas de animais anfidromos, entre eles A. scabra, via
correntes oceénicas nessa regidao (COOK et al., 2009; 2010; PAGE et al., 2013). No

presente estudo foram encontrados haplétipos compartilhados que sugerem tambem a

55



Monografia de Bacharelado Caio M. C. A. de Oliveira (2014)

conectividade da Jamaica e Costa Rica com essas outras localidades, o que corrobora e
expande a capacidade dispersiva insular anteriormente sugerida para o mar do Caribe. O
unico individuo de uma localidade da vertente Pacifica da América (Costa Rica) teve
seu haplétipo incluso no grupo Caribe, e, segundo HOBBS & HART (1982), A. scabra
teria atravessado a divisa continental no Panaméa. A inclusdo desse haplétipo no grupo

de localidades do Atlantico sugere que tal evento teria ocorrido recentemente.

Entre as localidades brasileiras analisadas também foram encontradas evidéncias
de fluxo génico, pois diversos haplotipos foram compartilhados, incluindo localidades
de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia e Pernambuco. Areas continentais
nédo apresentam diferenca na possibilidade de disperséo via larvas plancténicas do que a
mais frequentemente reportada em ilhas ou entre ilhas (DENNENMOSER et al., 2010;
COOK et al., 2012; LORD et al., 2012). Tendo em vista a proximidade genética
encontrada entre essas localidades ao longo da costa brasileira, a disperséo larval
também deve ocorrer nessa area continental, semelhantemente ao reportado em regides

insulares do Caribe (COOK et al., 2012)

Além disso, os resultados obtidos sugerem que a capacidade de disperséo larval
de A. scabra é mais notoria do que ja sugerido, tendo em vista que entre localidades
separadas por centenas de quildmetros, como sudeste brasileiro e 0 Mar do Caribe,
também foram encontrados haplétipos compartilhados, além de varios haplétipos de
localidades do mar do Caribe que ficaram agrupados com as localidades brasileiras. No
estudo de PAGE et al. (2008) foi sugerida a grande importancia que essa migragédo de
longa disténcia teria tido na colonizacdo ao longo da evolucdo dos camardes atyideos.
Contudo, tendo em vista a atual proximidade genética aqui reportada, é possivel que

essa dispersé@o ainda esteja ocorrendo ou tenha ocorrido até um passado recente, pois
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caso contrario era de se esperar uma maior divergéncia genética bem como auséncia de

hapl6tipos compartilhados (SLATKIN, 1987; PAGE et al., 2008).

Os haplétipos compartilhados por diversos individuos de localidades distintas
(como o H-1) que formam um padrdo na rede de hapldtipos em forma de estrela, isso é,
varios haplétipos proximamente relacionados (geralmente com apenas um passo
mutacional de diferenca) no entorno desse hapl6tipo central amplamente compartilhado,
sugerem expansdes populacionais recentes e podem indicar capacidade dispersiva entre

as localidades (SLATKIN, 1985a; COOK et al., 2008a).

A descontinuidade genética entre as regides da costa do Brasil e do mar do
Caribe foi documentada para duas espécies de crustdceos marinhos, que foram
estruturados em populacdes distintas entre as quais nao ha indicios de fluxo génico
(TEROSSI & MANTELATTO, 2012; TOURINHO et al., 2012). Segundo os autores
dos estudos citados, as larvas ndo seriam capazes de transpor uma barreira formada pela
foz do Rio Amazonas, que desemboca no norte do Brasil (entre os estados do Amapa e
Pard), pois o grande volume de agua que desemboca do rio alteraria a salinidade da agua
naquela regido. Contudo, essa barreira geogréafica ndao deve ser significante para A.
scabra tendo em vista 0 presente estudo, bem como ndo foi capaz de estruturar
populacbes de Macrobrachium olfersi (Wiegmann, 1836), que também €é uma espécie

anfidroma (ROSSI & MANTELATTO, 2013).

O comportamento anfidromo é considerado responsavel pelo padrdo de
distribuicdo com alcance tdo grande por espécies com modo de vida anfidromo
(BENSTEAD et al., 2000; BAUER, 2013) e a dispersao larval tem sido sugerida como
de grande importancia na diminuicdo ou até mesmo eliminacéo de estruturacao genetica

entre distantes localidades (PAGE et al., 2005; 2008; CRANDALL et al., 2010; LORD
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et al., 2012; BAUER, 2013). Diante dos resultados seria possivel conjecturar que as
larvas migrassem entre localidades ao longo da costa oeste do Atlantico, incluindo entre
diversas localidades no mar do Caribe, por toda a costa brasileira e, possivelmente,
transpondo o oceano atlantico, apesar das grandes distancias geogréficas incluidas nessa
suposi¢do. Dispersao larval e homogeneidade genética descobertas de 100 até 2000 km
de distancia sugerem um alto poder dispersivo das larvas (CRANDALL et al., 2010;

LORD et al., 2012)

Nenhum grupo formado pelas anélises moleculares compartilhou haplétipos com
o grupo Africa, tampouco houveram haplétipos compartilhados dentre as localidades
que compdem esse grupo. Haja vista a proximidade demonstrada desse grupo com o0s
grupos Caribe e Brasil + Caribe, presume-se que tenha existido fluxo génico recente, e
que as populacbes existentes nas duas vertentes do Atlantico ndo estejam
reprodutivamente isoladas desde a deriva continental como sugerido por HOBBS &
HART (1982), pois nesse caso de alopatria em uma longa escala temporal, esperar-se-ia

maior divergéncia genetica (SLATKIN, 1987; PAGE et al., 2008).

A proximidade encontrada entre localidades dos dois lados do oceano Atlantico
sugerem que exista algum tipo de conectividade presente, mesmo que ndo constante, ou
ao menos mais recente no tempo do que a separacdo continental. A prépria distribuicdo
de A. scabra que ocorre em porcdes insulares distantes da costa africana e que poderiam
funcionar como meio facilitador de conectividade com a America reforgam o argumento
(PAGE et al., 2008). Alem disso, teria de haver uma estase morfologica muito grande,
que tivesse conservado os caracteres morfoldgicos estudados, pois os préprios HOBBS
& HART (1982) ndo encontraram evidéncias significativas para sustentar a separacdo

de espécimes de vertentes opostas da costa atlantica.
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Ainda, tendo em vista que as localidades geograficamente proximas da Africa
tiveram mais passos mutacionais entre seus haplotipos do que entre um haplétipo
africano e algum do grupo Brasil + Caribe ou Caribe e 0 n amostral pequeno obtido de
localidades africanas (cinco espécimes), presume-se que em uma analise com n amostral
maior, a qual aumentaria a acurécia do resultado (SLATKIN, 1985a), seria razoavel que
encontrdssemos haplotipos compartilhados entre as localidades africanas, da mesma
forma como dessas com localidades do outro lado do Atlantico. Adicionalmente,
ampliar a abrangéncia das localidades africanas amostradas, principalmente com as
por¢des insulares da Guine Equatorial e ilhas de Cabo Verde, também poderiam levar a
tal resultado (PAGE et al., 2008), bem como demonstrar mais claramente que a
dispersdo transoceanica ocorra, mas com poucos migrantes que de fato se estabelecem,
ou também teria deixado de ocorrer mais recentemente, e a divergéncia teria se iniciado

recentemente (SLATKIN, 1987).

A producdo de ovos pequenos € tida como um indicativo de longa duracdo do
estagio larval em camard@es carideos (BAUER, 2004; 2011b), e, por conseguinte, estaria
indiretamente relacionado a capacidade dessas larvas atingirem longinquas localidades
(HOAREAU et al., 2007; TSUKAGOSHI et al., 2011). Porém, diversos outros fatores
podem regular tal caracteristica (ANGER et al., 2002) e, portanto, o tempo de duragdo
larval ndo necessariamente é um fator promissor de estruturacdo genética, apesar das
relacdes positivas em certos tdxons (SLATKIN, 1987; DENNENMOSER et al., 2010).
A producdo de ovos pequenos estd associada geralmente com um aumento na
quantidade de ovos produzidos (BAUER, 2013). Em A. scabra foram registrados em
diferente trabalhos a producdo maxima de 8.907 (ALMEIDA et al., 2010), 10.000
(CRUZ-SOLTERO & ALSTON, 1992) e 19.250 (HERRERA-CORREAL et al., 2013)

ovos pequenos por fémea ovigera (ABRUNHOSA & MOURA, 1988), assim, por mais
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improvavel que parecga o sucesso em dispersdes de longa distancia, o grande numeros de
larvas liberadas aumentam a probabilidade de pelo menos uma minoria ter sucesso em

completar o desenvolvimento e encontrar um hébitat apropriado no qual sera recrutada.

Sao documentados 10 estagios larvais em A. scabra, que compreenderam 53 dias
de desenvolvimento em laboratério (ABRUNHOSA & MOURA, 1988). Esse periodo
de tempo, de acordo com a velocidade das correntes marinhas atuantes, que podem
variar sazonalmente e por eventos estocasticos, pode ser suficiente para que longas
distancias sejam atingidas. Por exemplo, CRANDALL et al. (2010) calcularam que em
50 dias, uma larva em desenvolvimento sendo carregada por correntes, poderia transpor
850km de distancia. Por conta disso, quando consideramos periodos mais longos de
desenvolvimento larval em &guas marinhas, existe o potencial de longas distancias
serem percorridas, e, proximo ao fim desses estagios larvais, a migracdo ativa em
direcdo a foz de algum rio ou cérrego, caso encontrado um ambiente apropriado, se
daria (COOK et al.,, 2010; CRANDALL et al., 2010; BAUER, 2011a; 2011b).
Desenvolvimento larval longo é vantajoso em dispersdes extensivas e podem criar
maiores conectividades e menores estruturagdes populacionais (COWEN et al., 2006;
HOAREAU et al. ,2007), ou seja, duragdo pelagica estendida somada a estruturacdo
genética baixa sdo indicios de dispersdo realizada (LORD et al., 2012), e os resultados

encontrados no presente estudo sugerem que esse seja 0 caso de A. scabra.

Adversativamente, em alguns casos, foi observada a ocorréncia do fendbmeno de
retencdo larval, que consiste no desenvolvimento larval ocorrer no proprio estuario, pois
as condicdes salobras ali presentes ja desencadeariam as metamorfoses larvais
(ABRUNHOSA & MOURA, 1988; BENSTEAD et al., 2000). Caso esse processo fosse
majoritario ou mais comum em A. scabra, deveriam ter sido encontrados resultados

com subdivisdes genéticas entre qualquer escala espacial de distancia, entre ilhas ou até
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mesmo entre rios de uma mesma ilha, pois 0s juvenis seriam recrutados no mesmo rio
em que eclodiram (COOK et al., 2009). Contudo estudos que mostram auséncia de
estruturacao ou grande afinidade genética entre corpos d’agua distintos sugerem que as
larvas dessa espécie devem apresentar ao menos algum nivel de escoamento para 0 mar
(COOK et al., 2008a; 2009; 2010; 2012; PAGE et al., 2013; presente estudo) o que
também foi demonstrado para outros animais anfidromos (COOK et al., 2010;

CRANDALL et al., 2010; DENNENMOSER et al., 2010; LORD et al., 2012).

Além disso, experimentos com larvas de A. scabra demonstraram uma alta taxa
de mortalidade larval em salinidades semelhantes a de regides salobras de estuério,
conforme a salinidade foi aumentada, proxima dos 30-35 (média de agua salgada
marinha) a taxa de mortalidade caiu, e a taxa de sobrevivéncia das larvas a partir de 30
partes por mil atingiu os 100%, o que sugere o ambiente marinho como ambiente de

maximo aproveitamento (CRUZ-SOLTERO & ALSTON, 1992).

Pouca quantidade de fluxo génico poderia ser capaz de homogeneizar o DNAmt
de diferentes populagdes, ndo havendo necessidade de um fluxo génico amplo e
constante, que poderia ocorrer de uma forma mais ocasional e ja surtir efeito, seja na
homogeneizacdo de divergéncias genéticas ou na possibilidade de novas ou sucessivas
colonizagdes (COOK et al., 2009; CRANDALL et al., 2010). Os padrdes de circulagdo
das correntes oceanicas sdo bastante complexos, estdo sujeitos a condi¢des climaticas,
que podem intervir nos fatores fisicos como velocidade ou temperatura, assim um fluxo
génico constante por longos periodos entre areas geograficas muito distantes deve ser
incomum (CRANDALL et al., 2010), mas poderia ser o suficiente para ocorréncia de

haplotipos compartilhados e afinidades genéticas substanciais (COOK et al., 2009).
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Uma forma de otimizar a probabilidade de sucesso na dispersdo diante um
cenario complexo de variagGes sazonais ou até estocasticas, seria a liberacdo de larvas
extensamente ao longo de todo o ano, isso auxiliaria a diminuir ou eliminar barreiras ao
fluxo génico, pois independente dos periodos que se tornassem favoraveis a dispersao,
sempre haveriam larvas sendo liberadas e que poderiam aproveitar 0 momento para
realizar a migracdo (HOHENLOHE, 2004). Em um estudo populacional com A. scabra
realizado em Ilhéus (Bahia, Brasil) foram encontradas fémeas ovigeras ao longo do ano
todo, o que indica liberacdo larval ininterruptamente (ALMEIDA et al., 2010), outros
estudos também sugeriram liberacdo de larvas constante da espécie, embora ndo tenham
dados completos de todo o periodo de um ano (VILLALOBOS, 1943; DARNEL, 1956;
LORAN-NUNEZ et al., 2009). Além disso, tem sido atribuido taxa reprodutiva mais
elevada em espécies anfidromas nas épocas chuvosas, nas quais o volume de agua dos
rios aumenta e favorecerem o escoamento das larvas para o oceano (BAUER, 20113;

2013; TSUKAGOSHI et al., 2011).

Espécies de agua doce com modo de vida anfidromo e espécies marinhas com
estagios larvais pelagicos apresentam maiores habilidades de dispersdo e menor grau de
estruturacdo genética do que espécies dulcicolas restritas ou marinhas com baixa
mobilidade (potencialmente) (COOK et al., 2008b; COOK et al., 2009; CRANDALL et
al., 2010). Com efeito, espécies diddromas podem ter dispersdo marinha realizada maior
do que a de algumas especies marinhas (COOK et al., 2009). Outro dado que sustenta a
fase larval marinha como responsavel pela auséncia de estruturacdo/divergéncia
geneética profunda, é a analise de espécies que tém o seu desenvolvimento completo
dependente de habitats de agua doce, um estudo filogeografico realizado evidenciou
uma estruturacdo mais marcante nesse caso, 0 que sugere uma progressiva divergéncia,

ndo encontrada nas espécies anfidromas da mesma localidade estudada (COOK et al.,
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2008a; 2008b; 2009). Dessa forma, a existéncia de desenvolvimento direto, ou auséncia
de desenvolvimento larval marinho proporciona estruturacdo genética ou pelo menos
uma conectividade menos evidente do que em espécies anfidromas (COOK et al.,

2008b; VERGAMINI et al., 2011; BAUER, 2013).

Alternativamente, correntes marinhas podem gerar dificuldades a dispersdo
larval pelégica, e levar para mar aberto larvas que se perderiam (n&o seriam recrutadas
por ndo encontrarem ambientes apropriados) e morreriam (WEESE et al., 2012). Nesse
caso, as correntes funcionam como barreiras biogeograficas em detrimento de atuarem
como fontes dispersoras (COOK et al., 2012). As correntes oceanicas séo consideradas,
na maioria dos casos, como meios que favorecem mais do que constringem inter-
conectividade de populages e, assim, promovem homogeneizacdo genética em grandes
escalas geogréfica (BAEZA & FUENTES, 2013). Porém, irrefutavelmente, séo
necessarias correntes que favoregcam o transporte larval para que a colonizagdo de novas
localidades ou a manutencdo de fluxo génico entre localidades ja ocupadas ocorram

(CRANDALL et al., 2010).

Ultimamente, o fato de larvas de espécies anfidromas serem encontradas em
ambientes marinhos (DENNENMOSER et al., 2010), bem como individuos juvenis
também (PAGE et al., 2013), ademais todos estudos aqui citados e discutidos que
demonstram auséncia de estruturacdo genética em distintas localidades (com histérias
geoldgicas particulares) e em escalas geograficas de distancia diferentes, indicam
dispersdo plancténica ao menos ocasional, mas provavelmente de grande importancia na
historia de colonizagdes e expansfes da area de ocorréncia das espécies, igualmente de
manutencdo de fluxo génico e possivel panmixia entre essas localidades (PAGE et al.,

2005; PAGE et al., 2008).
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Isolamento do Golfo do México

As trés localidades do México incluidas nas analises apresentaram, de maneira
notoria, grande divergéncia genética em relacdo as demais (ndo mexicanas). Quando
comparadas todas as demais localidades analisadas com as que constituem o grupo
México, observam-se as maiores divergéncias genéticas de COI, que variaram de 5,9 a
8,6% e, embora essa distancia, como ja afirmado, é inferior ao gap interespecifico
(acima de 12%), ainda assim € significativa e requer atencdo. Portanto, apesar da

monofilia da espécie, as analises evidenciaram essa separacao de um sub-grupo.

O Golfo do México é um mar semi-aberto, conectado a oeste ao Oceano
Atlantico, pelo estreito da Fldrida, e ao sul conectado ao mar do Caribe pelo canal de
Yucatan (OEY et al., 2005) (Figura 7). Possivelmente exista algum fator ou combinagéo
de fatores (geografico, ecoldgico, climéatico, oceanografico, entre outros) agindo como
barreira zoogeografica para a dispersao larval que poderia adentrar ao golfo. Contudo, é
um grande desafio compreender toda a complexidade das correntes e hidrografia do
golfo mexicano (OEY et al., 2005; TSUKAGOSHI et al., 2011), bem como os diversos
outros fatores que poderiam estar agindo ou ter agido historicamente (BAEZA &

FUENTES, 2013).

Tendo em vista que atualmente existe essa divergéncia marcante, é possivel que
a barreira existente, independente do que a constitua exatamente, seja contemporanea
também. Pois, embora uma formacdo geoldgica histérica com particularidades pudesse
ter representado a distribuicdo e separacdo evidenciadas no presente trabalho, caso as
barreiras de outrora ndo estivessem mais atuantes, era-se de esperar que migracoes
contemporaneas ocorressem, e mesmos que ocasionais, contribuissem com uma maior

homogeneidade genética (COOK et al., 2009), a menos que as barreiras de outrora
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tivessem existido por tempo suficiente para ter ocorrido o isolamento reprodutivo, ou

seja a especiagdo. Porém, como ja discutido ndo existem evidéncias para isso.

Presumivelmente o resultado encontrado ndo se restrinja simplesmente a grande
distancia continental existente entre o mar do Caribe e o México, a qual, como
argumentado anteriormente, ndo seria capaz de restringir a dispersdo larval per si
(CRANDALL et al., 2010; DENNENMOSER et al., 2010; COOK et al., 2012; LORD
et al., 2012; PAGE et al., 2013). E admissivel que uma hidrodindmica distinta de
correntes dentro do Golfo do México poderia funcionar como uma barreira geografica a
migracdo. No Japdo, foi encontrada divergéncia genética entre populacGes do camardo
atyideo Caridina rubella Fujino and Shokita, 1975 e sugerido que a existéncia de
correntes oceénicas fortes na regido dispersaria as larvas para longe das ilhas, em
direcdo ao oceano, o que nao permitia fluxo génico entre os sistemas de dgua doce em

diferentes localidades analisados (WEESE et al., 2012).

De fato, a Loop Current, uma corrente marinha do Golfo do México, tem
demonstrado participacdo impar no contexto hidrodindmico da area e é considerada uma
propriedade dominante na circulacdo no Golfo do México oriental. Essa se origina no
canal de Yucatan, regido marinha entre Cuba e a peninsula de Yucatadn (México) e vai
em direcdo ao estreito da Flérida (Figura 7), o loop realizado pela corrente € um limite
ocidental dentro do golfo, pois internamente ele apresenta correntes com velocidades
intensas, e variacdes ocorrem conforme ele se junta episodicamente com anéis de
nucleo quente que se formam na regido (OEY et al., 2005). Correntes oceanicas, como
afirmado, podem variar e convergir de tal forma que deixe de favorecer e passe a
dificultar ou restringir a dispersdo larval (HOHENLOHE, 2004; CRANDALL et al.,

2010; LORD et al., 2012).
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Segundo SCHMITZ JR. et al. (2005) ao longo da margem da Loop Current sdo
formados movimentos circulares de &gua contra a direcao principal da corrente (vortex),
0s quais sdo determinantes na retencdo e no recrutamento de peixes que ocorrem na
Flérida. Da mesma forma que ela pode reter as larvas, ndo permitindo a entrada mais
distante no Golfo do México, efeitos semelhantes, inversamente, poderiam impedir ou
reduzir a probabilidade de larvas vindas do mar do Caribe pela Corrente de Yucatan
Atingirem os estuarios de cdrregos e rios existentes na costa leste mexicana ou sul e
sudeste dos Estados Unidos, pois em ambos 0s casos a corrente agiria como barreira,

por ndo ser transposta pelas larvas.

Conforme salientado, em espécies anfidromas a retencao larval no estuario ja foi
documentada (BENSTEAD et al., 2000) e, apesar das evidéncias ja discutidas que
suportam o desenvolvimento larval de A. scabra ocorrer em regides marinhas, podemos
conjecturar que alguma razdo levasse os individuos das localidades mexicanas terem o
desenvolvimento larval retido ao estuario dos rios em que ocorrem. Além disso, mesmo
que esse desenvolvimento transcorresse em areas marinhas, as larvas poderiam estar
retidas por uma combinacédo de fatores geogréaficos e hidrogréficos ao oeste do Golfo, de
forma semelhante ao discutido por SCHMITZ JR. et al. (2005) na retencdo e

recrutamento de peixes e, assim, haveria dispersdo apenas entre as areas mexicanas.

Existe conectividade entre recifes de corais dentro do Golfo do México, ou seja,
a migracdo larval ocorre entre eles (SCHMITZ JR. et al., 2005). Amostras de
sedimentos e poluentes do Rio Mississipi encontradas ao longo de regides do Golfo do
México até a Peninsula de Yucatdn também demonstram essa conectividade interna
(SCHMITZ JR. et al., 2005). Contudo a complexidade das formacdes hidrologicas ali
presentes, ndo evidenciam conectividade a oeste da Loop Current, que como afirmado

parece ser um limite oeste no golfo (OEY et al., 2005).
66



Monografia de Bacharelado Caio M. C. A. de Oliveira (2014)

Um trabalho realizado com o camardo marinho Palaemon floridanus Chace,
1942 encontrou forte estruturacdo genética e rejeitou a panmixia da espécie, que devido
a dispersdo marinha supostamente apresentaria grande conectividade entre mar do
Caribe e Golfo do México. Nesse estudo, embora tenha sido encontrada semelhanga
genética entre o Panama (mar do Caribe) com a peninsula da Flérida (Golfo do
México), essa foi atribuida & agua de lastro de navios comerciais que operam entre essas
localidades, e assim, carregariam as larvas através desse percurso (BAEZA &

FUENTES, 2013).

Espécies de recife de coral e de peixes que ocorrem distribuidas ao longo dessas
regides aqui discutidas tiveram a dispersdo marinha mapeada, com a finalidade de
mensurar sua possibilidade dispersiva, e elas ndo demonstraram transpor, no Golfo do
México, a Loop Current, se restringindo a oeste dessa o limite dispersivo mapeado
(ROBERTS, 1997). A Unica conexdo encontrada nesse estudo entre mar do Caribe e
Golfo do México ficou restrita entre localidades caribenhas com as da Flérida, as quais
poderiam ocorrer por ndo demandar a transcendéncia dessa corrente, no Maximo

acompanhar o trajeto natural dela ja citado.

Outro fator que poderia dificultar a entrada de larvas do mar do Caribe em
direcdo ao Golfo do México pela Corrente de Yucatan seria o fendmeno da ressurgéncia
que existe sazonalmente na regido de Yucatan (Figura 7), que ocorre devido a interacao
da Corrente de Yucatan com a topografia do fundo do oceano, gerando a ressurgéncia
(MERINO, 1997). Quando esse fendbmeno ocorre, diversos fatores fisicos, como
salinidade, temperatura, disponibilidade de nutrientes, entre outros séo alterados e
algum desses fatores ou a congruéncia de mais de um deles poderiam agir como
limitantes a disperséo ou a sobrevivéncia larval, dificultando ou até mesmo impedindo a

transposicao dessa area pelas larvas (MERINO, 1997).
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= Distribuicio Atya scabra Meéxico

Loop Current E Peninsula de

Yucatan

= Regiio de Ressurgéncia
Florida (EUA)

-p}? == Corrente de Yucatan
v 1

Oceano Atlantico

Oceano Pacifico

Figura 7: Mapa da regido do Mar do Caribe e Golfo do México demonstrando o trajeto da Loop Current, a regido
de ressurgéncia da Peninsula de Yucatan, a Corrente de Yucatén e as areas de ocorréncia de Atya scabra (Leach,

1816) na regido. EUA: Estados Unidos da América.

Diante de cenéarios de longas distdncias a serem transpostas ou fatores
geogréficos, fisicos e hidrologicos a serem superados, a existéncia de ambientes
adjacentes adequados ao recrutamento das larvas poderia favorecer a conquista de novas
areas, conforme PAGE et al. (2008) argumentaram que a existéncia de ilhas entre
Africa e América favoreceriam a transposicio do oceano Atlantico. Contudo, ndo é
registrada ocorréncia de A. scabra nas regides mais distantes da peninsula de Yucatan.
Pode ser que exista a dificuldade de um estabelecimento gradual, entre areas adjacentes
(stepping-stone) naquela regido, devido aos poucos rios e corregos que desembocam ali
(MERINO, 1997). Assim, as larvas teriam que transpor uma distancia maior em uma so
dispersdo e ainda transpor a Loop Current para atingir tais localidades em que séo

encontradas atualmente.
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Tendo em vista a distribuicdo geografica e intricados padrfes de estruturagdo
genética, devem-se levar em consideracdo acontecimentos contemporaneos somados
aos historicos, que juntos, podem determinar padrdes complexos de filogeografia de
diferentes espécies (BAEZA & FUENTES, 2013). Portanto é bastante complicado
inferir uma causa ou combinagdo de fatores que estabelecam a divergéncia aqui
encontrada. Porém, devido aos resultados das analises genéticas e estudos morfoldgicos
anteriores corroborarem a existéncia de uma mesma espécie ao longo de toda a
distribuicdo, incluindo o divergente México, é possivel que os fatores aqui discutidos e
os inimeros outros plausiveis sobre a existéncia presente ou passada, tenham gerado
uma barreira geografica impermeével recentemente, e, portanto, ainda ndo houve tempo
necessario a divergéncia genética maior e consequente especiagdo (HENDRY &
KINNISON, 2001), resultando em possiveis variagcbes morfolégicas, de comportamento

ou ecoldgicas com potencialidade de surgimento (HILLIS, 1987).

Outra alternativa seria que, apesar da complexidade hidrodindmica, distancia
geogréfica e outras questdes discutidas existirem, essas apenas dificultariam o fluxo
génico, ndo impedindo-o0 por completo, e assim, uma divergéncia mais expressiva ndo
teria ocorrido (SLATKIN, 1985a; HENDRY & KINNISON, 2001; COOK et al., 2006).
Mudancas ocorridas no passado historico, como reversées de correntes (CRANDALL et
al., 2010; LORD et al., 2012), regimes oceanicos distintos ou flutua¢des no nivel do
mar (MCLAY et al., 2011; LORD et al., 2012) podem ter gerado padrdes diferentes de
dispersdo, os quais permitiram a colonizacdo da regido pela espécie, mas néo
necessariamente uma conectividade extensiva até épocas mais recentes. Barreiras que
limitam a dispersdo poderiam surgir e desaparecer com o tempo, dificultando a

compreensdo da estruturacdo atual (SLATKIN, 1987).
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Recentemente um trabalho realizado com a espécie de ermitdo Clibanarius
vittatus (Bosc, 1802), de ocorréncia antes tida na América do Sul ao Golfo do México,
evidenciou a existéncia de duas entidades taxonémicas distintas, uma restrita a América
do Sul e mar do Caribe e a outra ao Golfo do México (NEGRI et al., 2012). Esse estudo
apresenta resultados congruentes com o aqui exposto no que tange algum nivel de

isolamento do Golfo do México.

Finalmente, embora exista uma estruturagdo clara em relacdo ao grupo do
México, e uma maior divergéncia genética daquelas localidades, nenhum tipo de dado,
morfolégico, genético, ecoldgico, comportamental ou reprodutivo parece sustentar a
existéncia de duas espécies sob 0 mesmo nome na classificacdo atual. Portanto, até o
momento, nenhuma evidencia suporta a separacdo desse sub-grupo mexicano, o qual
provavelmente pertence a localidade tipo de A. scabra, de uma possivel distinta espécie,

a qual teria ocorréncia no Mar do Caribe, Brasil e Africa.
Conservacao de espécies anfidromas

Conforme descrito, o ciclo de vida de A. scabra é anfidromo, isto é, depende da
migracdo longitudinal ao longo do rio ou corrego em ambos os sentidos: da larva em
direcdo a foz e, ap6s o desenvolvimento larval completo, do juvenil a montante
(MCDOWAL, 2007; BAUER, 2013). Pelo fato da migracdo larval em direcdo ao
estuario ser passiva, ela depende do fluxo de agua dos corregos, o qual também serve
como pista na migracdo ativa do juvenil em direcdo a cabeceira dos rios (BAUER,

2011a).

Diversos tipos de alteracdo de habitat, ou pressdes antropicas em geral, como
construcdo de barragens ou retirada de agua dos corregos, muitas vezes impedem a

migracéo longitudinal de ocorrer, pois as larvas podem néo ser escoadas em dire¢do ao
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oceano e 0s juvenis ndo recebem a pista que precisam para serem recrutados e migrarem
para os habitats de agua doce onde irdo amadurecer e se reproduzir (BENSTEAD et al.,

2000; COOK et al., 2009; BAUER, 2011a; 2013; WEESE et al., 2012).

Levando em consideracdo que para existir o ciclo de vida completo do
organismo a migracdo longitudinal é essencial, todo tipo de pressdo antrdpica que
interfira nos fluxos dos rios e cérregos devem ser considerado como potencial risco
(AMARAL et al., 2008; BAUER, 2011b). Além disso, estudos de variabilidade
genética em espécies anfidromas tém demonstrado a importancia da disperséo larval
para a re-colonizardo do mesmo rio, bem como de outros sistemas de &gua doce, 0 que
propicia a manutencao das possiveis metapopulagdes (COOK et al., 2009; LORD et al.,

2012).

Para A. scabra as expansdes populacionais e as re-colonizacGes de habitat tém
demonstrado grande importancia (COOK et al., 2008a; 2009). Mais do que isso, se for
considerado o grau de conectividade demonstrado entre localidades t&o distintas (PAGE
et al., 2013; presente estudo), a possibilidade de encontrar ambientes apropriados, com
pistas de fluxo de agua para o recrutamento dos juvenis, bem como possibilidade da
descarga de larvas, sdo importantes para a manutencéo da espécie. A oportunidade das
populacbes expandir e colonizar/re-colonizar € importante pois tende a reduzir a

probabilidade de extingdo (HENDRY & KINNISON, 2001).

Espécies marinhas que apresentam conexdes genéticas entre areas diferentes
demonstram que populac@es de um local dependem de processos que ocorrem em outras
areas, dessa forma € necessario estratégias de gerenciamento em diversas localidades,
pontuais, ou em larga escala abrangendo toda a area que estd de alguma forma

conectada, o que é uma tarefa dificil tendo em vista que essas escalas de conectividades
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ultrapassam limites politicos de nacdes e exigiriam colaboracdo integrada (ROBERTS,

1997).

Portanto, devida a condicdo de preservacdo da espécie no Brasil (AMARAL et
al., 2008; F. MANTELATTO com. pes.), a exploragdo comercial para alimentacdo e
aquarismo, descrito nas diversas localidades de ocorréncia (OLIVEIRA, 1945;
VILLALOBOS, 1943; HOBBS & HART, 1982; HOLTHUIS, 1980; CRUZ-SOLTERO
& ALSTON, 1992; DE GRAVE et al., 2008; LORAN-NUNEZ et al., 2009; ALMEIDA
et al., 2010) e a grande importancia ecoldgica da espécie em diferentes ecossistemas
(BAUER, 2011a; 2013), estratégias que visem obter éxito na conservacao de A. scabra
devem buscar protecdo de diferentes regides ao longo do curso dos rios e cérregos, haja
vista o ciclo de vida da espécie, bem como de diferentes localidades de ocorréncia da
espécie, tendo em vista o provavel fluxo génico existente entre essas, e consequente

conectividade e interdependéncia das areas de ocorréncia da espécie.
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Concluséao

Os resultados possibilitam concluir que Atya scabra é uma espécie
taxonomicamente vélida ao longo de toda distribuicdo analisada, que abrangeu
praticamente toda a distribuicdo registrada para a espécie. Dessa forma, a hipétese do
trabalho foi rejeitada, pois apesar da ampla distribuicdo da espécie ndo existe
diferenciacdo genética ou qualquer outro tipo de evidéncia para a existéncia de espécies
cripticas ao longo da distribuicdo analisada. Apesar disso, uma forte estruturacéo
genética foi encontrada e distinguiu quatro grupos: Brasil + Caribe, Caribe, Africa e
México. Contudo, a dispersdo larval marinha decorrente do ciclo de vida anfidromo da
espécie parece propiciar uma conectividade em larga escala de distancias, permitindo a
possivel presenca de fluxo génico recente ou contemporaneo entre localidades do mar
do Caribe, do Brasil e de localidades do mar do Caribe com o Brasil. Mais do que isso,
a pequena divergéncia encontrada em relagdo ao grupo da Africa em relagdo ao grupo
Caribe e Brasil + Caribe, sugere que deva ter existido conectividade anfi-Atlantica
muito posterior a separacao continental. J& o grupo do México se encontra mais isolado
geneticamente dos demais e, embora ndo existam evidéncias sugerindo uma reviséo
taxondmica, é provavel que fatores biogeogréaficos, historicos ou contemporaneos,
tenham atuado ou ainda atuem, dificultando ou impedindo, a disperséo larval para o
Golfo do México. Por fim, devido a interconectividade das populacdes de A. scabra e
da importancia das migracGes longitudinais nos corregos e rios, programas de
conservagdo que visem éxito devem ser abrangentes na questdo dos fatores a serem
levados em consideracdo, ndo adiantando acGes pontuais, sejam essas em apenas um
corrego (devido a possivel panmixia entre localidades) ou uma fragdo do cérrego (por

conta da migracao longitudinal necessaria para o ciclo de vida da espécie se completar).
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