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Fredius reflexifrons (Crustacea - Decapoda - Pseudothelphusidae) do Ceara:

analise morfoldgica e molecular sobre o0 seu status taxonémico

RESUMO

Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897) é uma espécie de caranguejo exclusiva de
ambientes dulcicolas, com distribuicdo nas regides Norte e Nordeste do Brasil e
alguns paises da América do Sul como: Peru, Suriname e Guianas. As variacdes
climaticas durante o Pleistoceno favoreceram a espécie se dispersar para 0
Nordeste Brasileiro. Fredius cf. reflexifrons do Ceara possivelmente esta isolado por
barreiras geograficas das demais espécies do Género. Diante disso, ha duvidas
quanto ao seu status taxondémico, fazendo com que a integracdo de técnicas
moleculares com a sistematica tradicional venha a ser utilizada para se ter uma
caracterizacdo adequada de seus status taxondmico. O presente estudo pretendeu
verificar possiveis diferengas morfolégicas e moleculares entre Fredius cf.
reflexifrons encontrado no Cearda e F. reflexifrons da regido Norte, as analises
morfoldégicas mostraram poucas diferencas entre eles. No entanto, em nivel de
gonopodo, observou-se um campo de espinhos marginais presentes em todos 0s
espécimes oriundos do Ceara que estdo depositados no Laboratério de Crustaceos
do Semiarido, ndo sendo observados nos espécimes depositados na Colecao do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia. O gene 16S RNA, mostrou que existe
uma diferenca de 4% entre Fredius cf. reflexifrons do Ceara e F. reflexifrons do Para

0 que candidata a espécie do Ceara a uma possivel espécie criptica.

Palavras-chave: Caranguejo de agua doce- Semiarido Nordestino- gene 16S RNA,

espécie criptica.



Fredius reflexifrons (Crustacea - Decapoda - Pseudothelphusidae) of Cearé:
morphological and molecular analysis about their taxonomic status

ABSTRACT

Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897) is a species of crab exclusive of freshwater
group environments, with distribution in the North and Northeast regions of Brazil and
some countries in South America as: Peru, Suriname and Guiana. Climatic variations
during the Pleistocene favored the specie if disperse for the Brazilian Northeast.
Fredius cf reflexifrons of Ceara possibly is isolated by geographical barriers of more
species of the genus. Therefore, there are doubts as to its taxonomic status, causing
the integration of molecular techniques with the traditional systematic come to be
used to have an adequate characterization of their taxonomic status. The present
study sought to check possible morphological differences and molecular between
Fredius cf reflexifrons found in Ceard and F. reflexifrons in the North region,
morphological analyzes showed few differences between them. However, in gonopod
level, it was observed a field of spines marginals present in all specimens from the
Ceara that are deposited in the Laboratory of Crustaceans Semiarid, Not being
observed in the specimens deposited in the Collection of the National Institute for
Amazbnia Research. The 16S RNA gene, showed that there is a difference of 4%
between Fredius cf reflexifrons of Ceard and Fredius reflexifrons from Para which

candidate the species of Ceara to a possible cryptic specie.

Keywords: freshwater crab, semiarid northeast, 16S rRNA, cryptic species.
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INTRODUCAO

1.1- Consideracdes iniciais

Na ordem Decapoda se encontram 0S grupos mais importantes
economicamente dos crustdceos que sdo 0s caranguejos, siris, lagostas e
camardes; possuem um notavel sucesso, que se reflete no nimero de espécies
viventes, no sucesso na colonizacédo de diferentes habitats, repercutindo em uma
diversidade de padrbes de ciclo de vida e estratégias reprodutivas (MARTIN;
DAVIS, 2001; SASTRY, 1983).

A infraordem Brachyura, é composta atualmente por 6793 espécies, 1271
géneros e subgéneros, 93 familias e 1781 espécies fésseis sendo 0 maior grupo
entre os crustaceos decapodes (NG et al. 2008; DE GRAVE, 2009).

Os Brachyura sao encontrados em ambientes diversos que vao desde
fossas submarinas com mais de 6000m de profundidade até em montanhas com
mais de 2000 metros de altura (NG et al. 2008). Apesar de serem bastante
estudados, ndo se pode afirmar que o conhecimento sobre este grupo esteja
completo ou que se tenha alcangcado um patamar que ndo se possa ultrapassar
(ARAUJO et al. 2014).

Caranguejos de agua doce sao elementos importantes da biota aquéatica de
riachos, rios, lagos e acudes, tanto pelo aspecto ecoldgico quanto pelo econémico
(MAGALHAES, 1999 e 2003). Estes obtiveram sucesso na conquista dos
ambientes terrestres por sua capacidade de respirar fora da agua, fato que se
deve ao aumento da cavidade branquial e epibranquial para um maior
armazenamento de &gua; Além disso, apresentam uma grande resisténcia
fisiologica as variacbes de temperatura (BLISS, 1966).

Entre as adaptacbes para sobreviver em ambiente terrestre estdo, a
utilizacdo de respingos d’agua como recurso de umidade, utilizagdo de tocas
como refagio de predadores e ambientes desfavoraveis, habilidade para absorver
a umidade do substrato e a capacidade de reter grandes quantidades de agua
antes da ecdise (BLISS, 1968; MACINTOSH, 1988).

Existem seis familias que englobam caranguejos exclusivamente
dulcicolas: Gecarcinucidae Rathbun, 1904, Parathelphusidae Alcock, 1910,
Pseudothelphusidae Ortmann, 1893, Pontamidae Ortmann, 1986,
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Pontamonautidae Bott, 1970 e Trichodactylidae H. Milne Edwards, 1853 (NG et
al. 2008).

Na América Central e do Sul os caranguejos de agua doce estao restritos a
apenas duas familias, Pseudothelphusidae e a Trichodactylidae (RODRIGUEZ,
1981; MAGALHAES, 2003). Von Prahl (1982) cita que as espécies das familias
Trichodactylidae e Pseudotelphusidae mostram grande interesse zoogeogréfico,
com padrdes evidenciados por suas rotas de migracdao. Aléem de se destacarem
na composicado faunistica das grandes bacias continentais da América do Sul
(RODRIGUEZ, 1992).

As duas familias podem ser separadas por diferencas morfolégicas
visiveis, onde a familia Pseudothelphusidae apresenta carapaca elipsoide,
pereidopodos com espinhos e terceiro maxilipodo com exopddito rudimentar. Ja a
familia Trichodactylidae, tem-se como énfase a sua carapaca suborbicular ou
hexagonal, pereiopodos com cerdas e o 3° maxilipodo com exopddito
desenvolvido (MAGALHAES, 2003).

A familia Pseudothelphusidae, possui atualmente 265 espécies descritas,
distribuindo-se do norte do México ao limite sul da bacia amazdnica, mas com
representantes da familia no estado do Ceara (figura 1), totalizando vinte
espécies da familia para o Brasil (CUMBERLIDGE, 2014; MAGALHAES, 2005;
RODRIGUES, 1981).

Pseudothelphusidae
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Figura 1- Distribuicdo da familia Pseudothelphusidae nas Américas Central e do Sul
Fonte: Cumberlidge et. al. 2014
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1.2- Fredius reflexifrons

Fredius reflexifrons (figura 2) € uma espécie de caranguejo pertencente a
familia Pseudothelphusidae com distribuicdo nas regides Norte e Nordeste
brasileiro, podendo ser encontrado em locais com pequenos igarapés da floresta
de terra firme e em areas Umidas da floresta (MAGALHAES, 2003; MAGALHAES
et al. 2005).

No municipio de Ipu - CE essa espécie é encontrada em ambiente lamoso,
coberto por serapilheira onde estdo suas tocas, sendo capturado no periodo
noturno, porque, durante o dia, eles ficam no interior de suas tocas, onde € mais

dificil de captura-lo por conta da profundidade das mesmas.

Scale:5 cm

Figura 2- Fredius cf reflexifrons coletado no municipio de Ipu — CE

Magalhées et al. (2005), registraram pela primeira vez F. cf reflexifrons, no
semiarido nordestino, nas cidades de Ipu e Vigcosa do Ceara, mesmo estando
isolados geograficamente e divergindo em algumas caracteristicas quando
comparados aos espécimes da bacia amazobnica como a coloragcdo da carapaca
marrom intenso e avermelhado, quelipodo avermelhado e pernas ambulatoriais,
com a ponta da quela esbranquicada; no entanto, a morfologia de seus primeiros
gonopodos se encaixa muito bem na redescricdo dada por Magalhdes &

Rodriguez (2002): a coluna cefalica é reta, afiada, e curta; o |6bulo auxiliar
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estabeleceu no lado caudal e é ligeiramente mais curto do que o Iébulo cefélico,
com a sua parte distal que termina subterminalmente em relacdo ao I6bulo
cefélico.

Para esta espécie existem poucos trabalhos publicados, referindo-se
apenas a distribuicdo geografica, notas de ocorréncia e caracterizacdo em nivel
molecular como os de MAGALHAES et al. 2014; MAGALHAES et al. 2005;
ALVES et al. 2010; MAGALHAES;RODRIGUEZ, 2002.

O reqistro de F. cf reflexifrons no semiarido nordestino expande a
distribuicdo da familia Pseudothelphusidae, o que leva a questionamentos como
essa espécie conseguiu se dispersar além da Regido Norte do Brasil para uma

regido com clima tdo desfavoravel para a manutencdo dessa espécie.

1.3- Teoria dos refugios

Segundo Rodrigues & Ribeiro (2009) a composi¢do estrutural atual e
bioldgica do planeta terra é resultado de uma longa histéria, cerca de 4,6 milhdes
anos, no entanto, os ultimos 2 milhdes de anos foram marcados por grandes
oscilagdes climaticas que interferiram na distribuicdo da biota, esse periodo é
conhecido como quaternario. Esse periodo, que engloba o Pleistoceno (1,6 M.A.)
e 0 Holoceno (que inclui somente os ultimos dez mil anos), caracteriza-se como
um periodo de grandes pulsacbes climaticas, longos intervalos de tempo e
temperaturas muito baixas (as glacia¢des) intercalados com tempos mais
guentes, como o atual (SALGADO-LABOURIAU, 1994).

Do ponto de vista fitogeografico, esse periodo € caracterizado pela
ocorréncia de muitas transformacdes na paleovegetacao que se processaram em
diferentes locais, como nas passagens dos estadios glaciais para os interglaciais
e vice-versa (SUGUIO, 2001).

A teoria mais aceita para explicar a origem das glacia¢des e das mudancgas
climaticas, em especial no pleistoceno, sdo o0s denominados ciclos de
Milankovitch ou ciclos astrondmicos de Milankovitch. Tal ciclo esta associado a
trés movimentos orbitais da terra em relacdo ao sol, que se modificaram com o
tempo e com uma periodicidade caracteristica. Com base nessa teoria, varios

modelos foram criados na tentativa de se explicar a distribuicdo da fauna e da
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flora pleistocénica ao redor dos continentes. Para a América do Sul, destaca-se o
modelo proposto por Ab’Saber em 1977, postulado inicialmente por Jean Tricard e
André Cailleux e que ficou conhecido como Teoria dos Refugios (RODRIGUES;
RIBEIRO, 2009).

A expansdo destas manchas florestadas tropicais, em consequéncia da
retomada da umidade do tipo climético que se impds ao final do periodo seco e
mais frio, deixou setores de maior diversidade e endemismos como evidéncia dos
refugios que atuaram no Pleistoceno terminal (SILVA; PASSOS, 2009).

Essa teoria comporta-se como uma das mais relevantes ideias referentes
aos padrdes de distribuicdo de flora e fauna atual na América Tropical
(AB’'SABER, 2006).

A teoria dos refugios ecologicos, em sintese, relata que devido as
flutuacdes climéaticas da passagem para uma fase mais secas e mais fria durante
o pleistoceno terminal, as florestas tropicais ficaram retraidas as pequenas areas
de permanéncia de umidade, conhecidos popularmente como brejos, a constituir
os refugios e a sofrer diferenciacdo resultante desse isolamento (VIADANA,
CAVALCANTE, 2007).

1.4- Brejos de altitude

Quando se faz uma comparacdo do semiarido nordestino com outras
regibes semiaridas da terra, percebe-se que a diversidade bioldgica do semiarido
nordestino € altamente significativa, apresentando caracteristicas marcantes, no
entanto, € um dos biomas menos conhecidos no Brasil (GIULIETTI et al. 2004;
SILVA, 2003).

Brejos de altitude s&o enclaves da Mata Atlantica, formando ilhas de
floresta Umida em plena regido semiarida cercada por vegetacdo de Caatinga,
tendo uma condicdo climatica bastante atipica com relacgdo a umidade,
temperatura e vegetacédo (PORTO et al. 2004).

Estes sao locais de refugio de flora e fauna que sofreram um isolamento
geografico durante o Pleistoceno e o Plioceno superior, permitindo que a Floresta
Atlantica penetrasse nos dominios da Caatinga, e ao retornar a sua distribui¢céo

original, apés periodos interglaciais, ilhas de Floresta Atlantica permaneceram em
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locais de microclima favoraveis; eles fazem parte da floresta atlantica nordestina,
“llhas” de floresta umida estabelecidas na regido semiarida (ANDRADE-LIMA
1982).

Segundo Ab’Saber (1999), na cultura popular € comum referir-se a brejo
como qualquer subsetor com umidade elevada existindo no dominio semiarido,
sendo sempre um enclave de tropicalidade no interior do semiarido: ilhas de
paisagens umidas, quentes ou subsequentes, com solos de matas e sinais de
antigas coberturas florestais.

Sao normalmente relevos excedentes com altitudes superiores a 600m,
sendo recobertos por vegetacao caracterizada do tipo florestal, provavelmente da
Amazobnia e da Mata Atlantica (COIMBRA- FILHO; CAMARA 1996). Servindo de
abrigo para uma fauna relictual, de caracteristica umbrofila, abrigando elementos
precedentes de areas mais secas circundantes (BORJES-NOJOSA;
CARAMASCHI, 2003).

Existem 43 brejos de altitudes distribuidos na Floresta Atlantica nordestina
(tabela 1), os quais estdo localizados nos estados do Ceara, Rio Grande do Norte,
Paraiba e Pernambuco, abrangendo uma area de aproximadamente 18.589 Km?
(VASCONCELOS - SOBRINHO, 1971).

Tabela 1- Namero e area florestal dos brejos de altitude ocorrentes na Floresta Atlantica

Nordestina

Estados N° de Area florestal %

brejos (Km?)
Ceara 9 6.596,50 35,48
Rio Grande do 5 1.147,50 6,18
Norte
Paraiba 8 6.760,00 36,37
Pernambuco 21 4.850,00 21,97
Total 43 18.589,00 100

Fonte: Adaptado de Vasconcelos Sobrinho (1971)

O estado do Ceard é revestido na sua quase totalidade por caatinga (92%),

porém apresenta um conjunto de ilhas de florestas umidas, resultando em nove,
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situadas nas vertentes da chapada do Araripe e planalto da Ibiapaba, sobre as
Serras (cristalinas) da Mata, do Machado, da Aratanha, Maranguape, Meruoca,
Uruburetama e Baturité. Estas serras umidas favorecem uma maior producao
agricola e concentracdo demografica, por apresentarem melhores condi¢cfes
edafo-climaticas que as encontradas na semiaridez das depressdes sertanejas
(CAVALCANTE, 2005).

Localizado no estado do Ceara, o planalto da Ibiapaba (Figura 3), € um
brejo de altitude mais ocidental, fazendo fronteira com o estado do Piaui,
possuindo uma extensédo de 110 km de serra com altitudes que podem variar de
800 a 1100m (FIGUEIREDO, 1997).

Localizacao do Planalto da Ibiapaba
no estado do Ceara
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Figura 3- Localizacdo do Planalto da Ibiapaba
Fonte: COGERH
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Esta &rea é beneficiada por ter uma localizacdo proxima ao litoral além de
apresentar chuvas orograficas (Figura 4), fazendo com gque essa regido possua as
temperaturas médias mais baixas do estado do Ceard (BORGES-NOJOSA,
CARAMASCHI, 2003).

Nos periodos quentes do ano, quando todo o Nordeste estd em torno de 34
a 40 graus, a lbiapaba apresenta uma temperatura que é a metade do seu
entorno semiarido. Fazem parte da Chapada de Ibiapaba as cidades de Vicosa do
Ceard, lpu, Guaraciaba do Norte, Carnaubal, Sdo Benedito, Ibiapina, Ubajara e
Tiangué (OLIVEIRA; AQUINO, 2007);

Caatinga Floresta Atlantica Caatinga Floresta Atlantica
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Figura 4- Demonstracéo das chuvas orogréaficas dos brejos de altitude no Nordeste Brasileiro
Fonte: Adaptado de Tabarelli;Santos, 2004

O Planalto Sedimentar da Ibiapaba dada as caracteristicas topogréficas e
consequentemente climaticas enquadram-se na Teoria dos Reflgios defendida
por Ab' Saber e Vanzolini na década de 70 (OLIVEIRA; AQUINO, 2007).

Frente a essas caracteristicas onde a espécie é encontrada no estado do
Ceara, muito distante do seu centro de dispersdo, é provavel que a conexao e
consequente fluxo génico entre populagbes sejam restritos, dessa forma,

favorecendo o processo de especiacao.

1.5- DNA mitocondrial

Diante disso, a descricdo taxondmica dos organismos, que serve de base

para a identificacdo e classificacdo destes, tradicionalmente, & realizada com

base na morfologia dos individuos. Entretanto, algumas espécies, mesmo
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divergindo geneticamente ao longo do tempo, nao adquirem diferencas
morfolégicas conspicuas (MAYR, 1969).

Existe uma dificuldade no reconhecimento de espécies ditas cripticas pelo
fato de coincidirem morfologicamente, podendo resultar em erros de identificacédo
e, consequentemente em perda de informacdo sobre a biodiversidade
(LEBEFURE et al. 2006; PFENNINGER; SCHWENK, 2007). Dessa forma,
técnicas moleculares associadas a taxonomia morfologica estdo sendo utilizadas
para a identificacdo de espécies cripticas (PFENNINGER; SCHWENK, 2007).

Dentre a diversidade de organismos, os crustdceos decapodos, sdo
identificados e descritos utilizando apenas caracteres morfologicos, por serem de
facil acesso e de baixo custo quando comparados a outras técnicas (CARVALHO
et al. 2013).

A andlise de sequéncias de DNA seja diretamente, ou indiretamente pela
andlise de proteinas, pode ser utilizada para a discriminagéo de espécies (WARD
et al. 2005). A identificacdo de espécies animais através do DNA mitocondrial
utiliza, em regra, marcadores genéticos de diversos genes da regido codificante
do DNA mitocondrial (figura 5). O DNA mitocondrial € um anico filamento duplo de
DNA circular com genes de copia Unica, caracterizado por auséncia de
combinacao génica, ineficiéncia nos mecanismos de reparo de mutacodes, regides
nao codificadoras raras ou ausentes, muta¢des pontuais constituindo a principal
fonte de variacdo e heranca geralmente uniparental (VERGAMINI, 2009;
MAZZANTI et al. 2010).

A popularidade dessa metodologia € resultado de uma maior facilidade em
sua utilizacdo, visto que a quantidade de genoma mitocondrial em uma célula é
muito superior aquela de um gene nuclear, tornando sua amplificacdo menos
complicada (SCHUBART, 2009).

Adicionalmente, genes mitocondriais possuem uma elevada taxa de
mutacdo quando comparado com o gene nuclear, fazendo com que um sinal
filogenético seja acumulado em um curto periodo de tempo, além de ser herdado
de forma uniparental, (SCHUBART, 2009). Uma grande disponibilidade de
“primers” universais para esses genes e seus respectivos sequenciamentos no
GenBank, aumentam a preferéncia dos genes mitocondriais em estudos
filogenéticos dentro de Crustacea (TOON et al. 2009).
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O gene 16S rRNA (Small subunit ribosomal RNA) é um gene estrutural ndo
codificante (figura 5), cuja combinacdo de regibes varidveis e conservadas €&
provavelmente uma das razdes de ter se tornado o gene mais popular para a
reconstrucdo de filogenias animais. Se devidamente utilizado, permite estudo de
relacdes filogenéticas antigas assim como eventos recentes (SCHUBART et al.
2000).

Control region Phe128 rDNA

Val

Leu

er
His~

Figura 5- Representagéo esquematica da molécula circular do genoma mitocondrial, em destaque
para o 16S DNA.
Fonte: Pereira, 2000 com modificacdes.

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o status
taxondmico de Fredius cf reflexifrons por métodos morfolégicos e moleculares.
Seria um extremo distribucional de uma espécie com origem amazénica ou uma

espécie criptica que divergiu a partir das oscilacdes climaticas pleistocénicas?
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2- OBJETIVO GERAL
e Avaliar o status taxonémico de Fredius cf. reflexifrons do Ceara por meio

de métodos morfolégicos e moleculares.

2.1- Objetivos especificos
e Comparar molecularmente Fredius cf. reflexifrons do Ceard com as
espécies nominais conhecidas.
e Comparar morfologicamente exemplares de Fredius cf. reflexifrons do

Ceara e de outras localidades
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Coleta de material

Os espécimes foram coletados na Serra da lbiapaba em uma localidade
conhecida como Sitio Caranguejo (figura 6-A) pertencente ao municipio de Ipu,
Estado do Ceara, nos meses de abril e outubro de 2014 e abril de 2015; verificou-
se a presenca de individuos nas tocas e por meio da técnica do esforgco manual
0s espécimes foram capturados, acondicionados em sacos plasticos com gelo
picado e levados ao Laboratério de Crustaceos do Semiarido da Universidade
Regional do Cariri — LACRUSE/URCA. Em laboratério os espécimes foram
identificados por meio de chave dicotdbmica provida em Magalhdes (2003),

sexados, mensurados e depositados na colecdo do LACRUSE.

Figura 6- A- Sitio Caranguejo. B- Toca de Fredius cf reflexifrons. C- Coleta de esforco manual. D-
F. cf reflexifrons recém-capturado.

3.2- Obtencado dos dados moleculares

Para obtencdo dos dados moleculares foi retirada uma amostra de tecido
muscular do déctilo de Fredius cf reflexifrons (coletado no estado do Ceara), de
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Fredius buritizatilis (coletado no estado do Rondoénia) e Prionotelphusa eliasi
(coletado no estado do Amazonas) os quais foram colocados em um recipiente
com alcool absoluto e enviados ao Laboratorio de Biologia Molecular da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia- LBM/UESB.

No LBM/UESB foram feitas as Reacdes em Cadeia da Polimerase (PCR)
em um termociclador utilizando os seguintes primers para o gene 16S: 16Sar (5'-
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’) e 16Sbr (5-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-
3) (Palumbi et al. 1991). Os parametros da reacdo de amplificacdo sé&o

detalhados na tabela 2.

Tabela 2- Passos da amplificacdo do gene 16S rRNA

Passo Etapas do processo Temperatura Periodo
1 Desnaturagéo inicial 95°C 2 minutos
2 Desnaturacéao 95°C 30 segundos
3 Anelamento 46-50°C 45 segundos
4 Extenséo 72°C 1 minuto
5 Retorna ao passo2  --—--- 25 vezes
6 Extenséo final 72°C 5 minutos

A purificacdo foi realizada por meio do kit SureClean Plus® e o
sequenciamento das amostras foi realizado em um sequenciador automético no
Departamento de Tecnologia da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita

Filho — Campus de Jaboticabal.

3.3- Edicdo das sequéncias

As sequéncias de F. cf reflexifrons (Ortmann,1897) e F. buritizatilis
Magalhdes & Mantelatto, 2014 (coletados no estado do Ceard e Rondoénia
respectivamente) bem como a de Prionothelphusa eliasi Rodriguez,1980 (estado
do Amazonas) foram obtidas por sequenciamento de ambas as fitas (senso e anti-
senso), os consensos foram obtidos por meio do software BioEdit 7.0.5 (Hall,
2005) e confirmados por meio de um BLAST. As demais sequencias usadas neste

trabalho foram adquiridas no GenBank (Tabela 3).
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Todas as sequencias foram submetidas ao sistema BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) para comparar com a assembleia do banco de dados

NCBI (Nacional Center for Biothechnology Information), no intuito de confirmar

suas respectivas identidades.

Tabela 3- Caranguejos de agua doce usados na comparag¢do molecular

Espécie Local da coleta N° de acesso no
GenBank
F. buritizatilis Ji-Parana, Rondonia, Brasil JN402376
F. buritizatilis Ji-Parana, Rondonia, Brasil JN402377
Serra do Navio, Amapa, JN402372
F. denticulatus Brasil
F. estevisi Posto Indigena Parafuri, JN402379
Roraima, Brasil
F. fittkaui Aldeia Balawa-u, Amazonas, JN402373
Brasil
F. platyacanthus Comunidade Paapi-u, JQ414023
Roraima, Brasil
F. reflexifrons Rio Chumucui, Braganca, JN402378
Para, Brasil
F. cf reflexifrons Sitio Caranguejo, Ipu, Ceara, Pendente
Brasil
F. buritizatilis Chupinguaia, Rondonia, Pendente
Brasil
F. stenolobus Rio Tawadu, Bolivar, JN402374
Venezuela
F. stenolobus Aldeia Palimi-u, Rio JN402375
Uraricoera basin, Roraima,
Brasil
Prionothelphusa eliasi Japurd, Vila Bittencount, Pendente
Amazonia
Trichodactylus dentatus Bahia, Brasil FM208777
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Em seguida, todas as sequencias foram agrupadas e editadas usando o
BioEdit e alinhadas em ClustalW (Thompson et al. 1994) com interface no BioEdit
como mostra a figura 7. Adotou-se como grupo externo um representante da
familia Pseudothelphusidae (Prionothelphusa eliasi Rodrigues, 1980) e um da
familia Trichodactylidae (Trichodactylus dentatus H. Milne-Edwards, 1853).

¥ C\Users\LIVANIO\Desktop\ALINHAMENTO COM TODOS CONSENSO.bio
(=] E[CoumNew ;”“ L]B 14 total sequences
| - Selection: 0 Sequence Mask: N 3
"i o Posm:\m2 Fredius CE consenso 288 NWF;Mzk Nx v v&::al ¥ -
f ID I E & Go| -} Eﬁ%.?illé!‘!iﬂ: 8}&4 '::‘ @311& ssoce'gldsm 7 qlasl—‘]
IR R R R R R R R R R R R R R R RN RN R
1| 200 210 220 230 240 250 260 270 280

Fredius RO cATTGAATTTAACTTTTAAG TGAAAAGGCTTAAATGATTCAGAGGGACGATAAGACCCTATAAAGTTTTATAAG AGATAA"
Fredius CE cATTGAATTTAACTTTAAAG TGAAAAGGCTTTAATAATTCAGAGGGACGATAAGACCCTATAAAGTTTTATAGA AGT TAA!
Prionothelph ATTGAATTTAACTTTTAAG TGAAAAGGCTTAAATATCTCAAAGGGACGATAAGACCCTATAAAGTTTTATAAT AAATACA!
Valdivia sp.AGTAACTTAATCTTTTAATCTTTAATAAGGACCAATTATCCTTAACTCAATAATCCAAGTAATTAATTTATACAGTTATAATTAI
Fredius sp. ATTGAATTTAACTTTTAAG TGAAAAGGCTTAAATGATTCAGAGGGACGATAAGACCCTATAAAGTTTTATAAG AGA TAA"
Fredius sp. ATTGAATTTAACTTTTAAG TGAAAAGGCTTAAATGATTCAGAGGGACGATAAGACCCTATAAAGTTTTATAAG AGA-TAA"
Fredius dent ATTGAATTTAACTTTTAAG TGAAAAGGCTTAAATAATTCAGAGGGACGATAAGACCCTATARAGTTTTATARATARAGTAAI
Fredius stenATTGAATTTAACTTTTAAG TGAAAAGGCTTAAATGGTTCAGAGGGACGATAAGACCCTGTAAAGTTTTATAAG AGA TAA"
Fredius este ATTGAATTTAACTTTTAAG TGAAAAGGCTTAAATGGTTCAGAGGGACGATAAGACCCTTTAAAGTTTTATAAG AGA TAAL
Fredius fitt ATTGAATTTAACTTTTAGG TGAAAAGGCTTGAATGATTCAGAGGGACGATAAGACCCTATAAAGTTTTATAAARA AGA TGA'
Fredius plat ATTGAATTTAACTTTTAAG TGAAAAGGCTTAAATGGTTCAGAGGGACGATAAGACCCTGTAAAGTTTTATAAG AGAATAA
Fredius refl ATTGAATTTAACTTTAAAG TGAAAAGGCTTTAATAATTCAGAGGGACGATAAGACCCTATARAGTTTTATAGA AGT -TAA!
Fredius stenATTGAATTTAACTTTTAAG TGAAAAGGCTTAAATGGTTCAGAGGGACGATAAGACCCTGTAAAGTTTTATAAG AGA TAA!
Trichodactyl TTTGAATTTAACTTTTAAG TGAARAGGCTTAAATAAACCAAGGGGACGATAAGACCCTATAAAACTTTATATAGAATTGAG

Figura 7- Alinhamento das sequencias no Software BioEdit

A andlise para verificacdo de saturacdo dos dados mostrou que ndo ha
indicios de saturacdo, uma vez que os limiares para as taxas de transverséo e
substituicdo encontrados com o auxilio do software DAMBE (Xia et al. 2013)
mostraram-se abaixo do limiar, ou seja, ndo houve diminuicdo da informacao

filogenética contida nas sequéncias pois o ISS < ISS.c (Figura 8).
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Test of substitution saturation (Xia et al. 2003; Xia and Lemey
2009)

Testing whether the observed Iss 1is significantly, lower than
Iss.c.

Part I. For a symmetrical tree.

Prop. invar. sites

0,0000

Mean H

0,4547

Standard Error 0,0347
Hmax
1,6527
Iss
0,2751
Iss.c
00,7240
T
12,9392
DF

538
Prob (Two-tailed) 0,0000
95% Lower Limit 0,2070
95% Upper Limit 0,3433

Part II. For an extreme asymmetrical (and generally very
unlikely) tree.

Iss.c

0,5457

T

7,7984

DF 538
Prob (Two-tailed) 0,0000

95% Lower Limit 0,2070
95% Upper Limit 0,3433

Figura 8- Teste para verificagédo de saturacdo dos dados obtidos através do software DAMBE (XIA, 2013)

3.4- Anélise dos dados moleculares

Os dados moleculares foram submetidos ao software jModeltest (POSADA,
2012) para verificar em qual modelo evolutivo se encaixaria os dados, tendo como
modelo evolutivo mais adequado, escolhido pelo programa, o HKY + G.

Para a construcdo da éarvore filogenética, como sugerido pelo software
jModeltest (POSADA, 2012), utilizou-se o método estatistico de Maximum
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Likelihood disponivel no software MEGA 6.06 (TAMURA et al. 2013). Os suportes
para 0s nds no cladograma foram medidos usando o teste estatistico de suporte
bootstrap com valor de 1000 réplicas. Adicionalmente, foi computada através do

software MEGA 6.06 a distancia par a par entre as espécies do Género Fredius.

3.5- Analises morfoldgicas

Para dar um maior suporte aos dados moleculares foram realizadas
andlises morfoldgicas no periodo de 12 a 14 de janeiro no Laboratério de
Carcinologia com os espécimes de F. reflexifrons tanto da colecdo do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazénia — INPA, quanto da colecdo do Laboratério de
Crustaceos do Semiarido — LACRUSE/ URCA.

Material examinado no INPA

Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897)- 1 macho, INPA 1512, Brasil, Para,
Braganca, Rio Chumucui, col. S. Alves, 12 Nov. 2004. Fredius reflexifrons
(Ortmann, 1897)- 1 macho, INPA 1382, Brasil, Ceara, Vicosa do Ceard, Fonte do
Caranguejo, col. M. Pereira, 24 de jun. de 2004, 03°33'43.2"S 41°5°09.6"W.
Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897)- 1 macho, INPA 2125, Brasil, Amapa,
municipio de Laranjal, 16 de jan. de 2012. Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897)- 1
macho, INPA 1254, Brasil, Para, Com. Santa Rosa, Santarém. Fredius reflexifrons
(Ortmann, 1897)- 1 macho, INPA 851, Brasil, Para, Rio do Peixe Boi, col. E.
Matos e A. Henriques Jr, 03 de mar. de 1995, 01°11'30"S 47°18'54"W. Fredius
reflexifrons (Ortmann, 1897)- 1 macho, Brasil, Amazonas, Fazenda Dimona, 14 de
abr. de 2009. Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897)- 1 macho, INPA 583, Brasil,
Amazonas, Serra do Navio/ Serra do Veado, 07 de mai. de 1994. Fredius
reflexifrons (Ortmann, 1897)- 1 macho, INPA 889, Brasil, Amazonas, Manaus,
Reserva do Km 41, 02°26'56"S 59°46'13"W. Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897)-
1 macho, INPA 850, Brasil, Amazonas, Manaus, 11 de jul. de 2001. Fredius
reflexifrons (Ortmann, 1897)- 1 macho, INPA 368, Brasil, Amazonas, Manaus,
Reserva Ducke, 22 de fev. de 1986. Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897)- 1
macho, Brasil, Amazonas, Manaus, Municipio de Iranduba, Sitio Anaira, INPA
852, 12 de Set. de 1999, 03°10'39"S 60°07'39"W.
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Material examinado no LACRUSE

Fredius cf reflexifrons (Ortmann, 1897)- 6 machos, Brasil, Ceara, lpu, Sitio

caranguejo, col. L. Cruz. LACRUSE 0217, 21 de abr, de 2015, 04° 18’ 50.2” S 40°
44’ 47.3"W.
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4- RESULTADOS
4 .1- Molecular

4.1.1- Distancia par a par

Foram obtidas sequencias parciais do gene 16S para Fredius cf
reflexifrons, (CE) com o total de 568 pares de base, Fredius buritizatilis coletado
no estado de Rondd6nia (com um total de 563 pares de base) e Prionothelphusa
eliasi coletado no estado do Amazonas (com um total de 562 pares de base).

Na andlise de distancia genética para o gene 16S (par a par) foram
utilizados onze individuos do género Fredius, provenientes das seguintes
localidades: Amapa (AP), Amazonas (AM), Ceara (CE), Para (PA), Roraima (RR),
Rondobnia (RO), Venezuela (VZ) e um grupo externo proveniente da Bahia (BA),

como mostra a tabela 4 com suas respectivas distancias.

Tabela 4- Matriz de diferenca genética na regido 16S incluida no presente estudo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

© o0 N o o0 M~ w NP

S S T
W N B O

Fredius cf reflexifrons CE = o = - - - - - - - - -

Fredius reflexifrons PA 0,04 - - - - - - - - - - ;
Fredius burutizatilis RO 0,10 0,07 - - - - - - = - - -
Fredius buritizatilis RO 0,11 0,08 0,02 - - - - - - - - -
Fredius buritizatilis RO 0,11 0,08 0,02 000 - - - - - - = =

Fredius denticulatus AP 0,12 0,09 0,08 0,08 0,08 - - - - - - -

Fredius stenolobus RR 0,10 0,07 0,07 0,06 0,06 0,10 - - - - - -
Fredius stenolobus vz 0,10 0,0r 0,07 0,06 0,06 0,10 0,00 - - - - -
Fredius estevisi RR 0,21 0,07 0,07 0,06 0,06 0,09 0,02 0,02 - - - -
Fredius fittkaui AM 0,09 0,07 0,07 0,07 0,07 009 0,08 0,08 008 - - -

Fredius platyacanthus RR 010 0,07 006 0,06 006 0,09 0,02 002 0,02 008 - =
Prionothelphusa eliassi AM 0,16 0,13 0,12 0,12 0,12 0,13 0,12 0,12 0,12 0,13 0,12 -
Trichodactylus dentatus BA 0,22 0,19 0,21 0,21 0,21 0,22 021 0,21 0,22 020 0,21 0,22

A matriz de diferenca genética entre F. cf reflexifrons (CE) e F. reflexifrons

(PA) mostra que ha uma divergéncia entre os espécimes de 0,04 (4%).
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4.1.2- Cladograma de distancia

O meétodo de Maximum Likelihood para o gene 16S rRNA de alguns
espécies do género Fredius foi utilizado na construgdo da arvore filogenética
mostrado na figura 9.

O cladograma mostra que o género Fredius é monofilético, sendo
observada a formagdo de trés clados, o primeiro clado formado por F.
estenolobus (RR, VZ), F. estevisi (RR) e F. platyacanthus (RR), um segundo
formado por trés espécimes de F. buritizatilis, todos do Estado de Rond6nia e um
terceiro clado formado por F. fittkaui (AM), F. reflexifrons (PA) e Fredius cf
reflexifrons (CE), F. denticulatus ndo tem muito suporte no cladograma pois o
bootstrap foi inferior a 50% (figura 09).

Fredius cf reflexifrons (CE), constitui um grupo irméo de F. reflexifros (PA)
mesmo estando isolado na Serra da Ibiapaba por uma consideravel area de
semiarido e de ambientes transicionais 0 que representaria pouco ou nenhum

fluxo génico entre estas.

qq | Fredius stenolobus - RR
72 Fredius stenolobus - VZ
100 Fredius estevisi - RR
37 Fredius platyacanthus - RR
— Fredius buritizatilis - RO
23 %5 Fredius buritizatilis - RO
100! Fredius buritizatilis - RO

Fredius denticulatus - AP

15

67 Fredius reflexifrons - CE

33 L—— Fredius reflexifrons - PA

Fredius fittkaui voucher - AM

Prionothelphusa eliasi - AM

Trichodactylus dentatus - BA

—
0.02

Figura 9 - Arvore filogenética baseado no método de maximum Likelihood, no software MEGA,
pelo método de HKY +G, sugerido no jmodeltest.
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4.2- Morfologia

4.2.1- Morfologia externa e do gonoépodo

A morfologia dos espécimes de F. cf reflexifrons encaixa-se muito bem na
diagnose provida por Magalhaes (2003): carapaca ligeiramente convexa, lisa com
margem anterolateral com um entalhe junto ao angulo orbital externo, seguido de
1-5 granulos e 16-20 dentes diminutos e rombudos, regides gastricas e hepaticas
bem definidas. Mero possuindo 9 espinhos cénicos, rombudos e enfileirados na
parte superior interna, quelipodo com uma fileira irregular de pequenos espinhos
conicos e rombudos no bordo interno do mero, com uma média de 9 espinhos.
Prépodo com pequenas protuberancias na margem superior e inferior bem
evidentes.

A parte apical do gonépodo como mostra a figura 10, encaixou-se nha
descricdo dada por Magalhdes e Rodrigues (2002) — primeiro gonépodo robusto,
mais forte na base, estreito no meio; protuberancia subapical bem desenvolvida
em torno das faces laterais e cefalicas. Sutura marginal reta, situada no lado
mediano. Lobo marginal ndo diferenciado, continuo com a superficie caudal. Lobo
mesial distinto, acuminado, apontando para a direcdo caudal. Espinho cefélico
maior que o lobo mesial, acuminado distintamente, apontando na dire¢cao caudo-
lateral. Lobo cefélico projetado apicalmente, arredondado distalmente, com um
trecho de pequenos espinhos ao longo do lado mesial e cefalico. Lobo auxiliar no
lado caudal, ligeiramente menor que o lobo cefalico e continuo com o espinho
cefalico, colocado ligeiramente e obliguamente em relacdo para o lobo cefélico
em vista lateral, sua juncdo formando um canal lateral, continuando apicalmente
qguase em linha reta e terminando subterminalmente. Campo de espinhos apicais
desenvolvidos, formando um segmento de curva extensa ao longo do lado lateral,

delimitado pelo &pice da borda cefalica e caudal.
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MS

SMA

MES

Figura 10- Gonopodo de F. cf reflexifrons (CE). A- Visualizacdo mesial. B- visualizacao lateral.
Abreviacdes- CL: lobo cefélico, AL: lobo auxiliar, CS: espinho cefélico, FAS: campo de espinhos
marginais, MEL: lobo mesial, SMA: espinhos marginais, MS: sutura marginal, MES: cerdas
mesiais, MAL: lobo marginal. Escala: 10mm.
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5 — DISCUSSAO

Os resultados encontrados no cladograma mostram F. reflexifrons (PA) e
Fredius cf reflexifrons (CE) como grupos irmaos com alto suporte, as divergéncias
presentes internamente no ramo foram superiores a qualquer dos agrupamentos
entre espécies no grupo. Desta forma, do ponto de vista filogenético molecular
estes tratariam-se de espécies distintas.

Rodriguez & Campos (1998) realizando a relacéo cladistica e biogeografica
do género Fredius postularam que Fredius reflexifrons juntamente com F.
denticulatus provavelmente se originaram de um ancestral na regido da
Amazbnia por um processo de vicariancia e, posteriormente, F. reflexifrons,
dispersou-se para a regido da Guiana Francesa logo apdés ter existido uma
regressdo marinha nessa area. A espécie encontrada no municipio de Ipu habita
areas de terra firme, préximo a pequenos corpos d’agua, quando comparado com
a espécie de regido amazobnica, percebe-se semelhancas ecoldgicas entre as
mesmas, pois ndo habitam em areas inundadas.

Mesmo com o Rio Amazonas tendo funcionado no passado e atualmente
como uma barreira, Fredius reflexifrons teria encontrado condicbes propicias a
sua disperséo tanto para a Amazonia ocidental quanto para o Nordeste brasileiro,
durante o pleistoceno, quando houve uma expanséo e uma retracdo das manchas
florestais. (SOARES, 2012; SILVA; PASSOS, 2009 )

Soares (2012) estudando a filogeografia do complexo Micrastur ruficolis,
afirmou que esses complexos sdo limitados pelos principais afluentes do Rio
Amazonas, propondo que a evolucdo da drenagem nessa bacia foi a principal
ferramenta para a diversificacdo dos taxons que correspondem esse complexo,
especialmente durante o pleistoceno.

Ademais, o autor acima reforca que os membros do complexo Micrastur
estdo relacionados ao sub-bosque da floresta de terra firme, fato este que esta
realacionado ao mecanismo de insularizacdo, resultado da influéncia dos rios
amazonicos e as florestas que sofrem processo de inundacéo.

No entanto, as diferencas morfolégicas observadas ndo suportam os niveis
de divergéncia encontrados molecularmente.

Magalhdes et al. (2005), a partir de analises morfolégicas apresenta a

hipétese, que F. reflexifrons, encontra-se distribuido desde a Regido Norte do
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Brasil até a regido Nordeste, faltando novas coletas para comprovar essa
informacéao, apesar de, ressaltar que F. cf reflexifrons ndo encontraria as mesmas
condi¢cBes presentes na regido norte.

Adicionalmente, nas observacdes realizadas nas localidades do Ceara, foi
possivel observar que ao redor da area onde é encontrado F. cf reflexifrons é
presente uma vegetagao tipica de caatinga e ambiente com solo lamoso restrito,
fato que deve estar relacionado a delimitacdo da area dessa espécie.

O isolamento geografico e consequentemente a divergéncia genética
podera atuar em populacdes de ambientes dulcicolas que habitam bacias
hidrograficas distintas, porque o ambiente terrestre pode representar uma barreira
insuperavel impedindo a dispersdo e a conectividade entre estas (CARINI;
HUGHES, 2004).

5.1- Gene 16S

Os dados moleculares mostraram uma diferenciagdo de 4% entre a
espécie nominal de F. cf reflexifrons (CE). Em crustaceos decapddes, ndo ha um
padrao definido para que haja a caracterizacdo de uma nova espécie em nivel de
16S, diferentemente do gene Citocromo Oxidade | (COIl) que foi utilizado
pioneiramente para distingdo de espécies em nivel molecular, onde uma diferenca
de 2% ¢é o suficiente para classificacdo de novas espécies.

No entanto, Fouquet et al. (2007) realizando estudos com ras para estimar
a rigueza de espécie por meio de DNA mitocondrial (16S), estabeleceu que
divergéncias maiores que 3,8% sao suficientes para separar espécies cripticas e
3% para identificar candidatos a espécies de anuros. Tais resultados caso
transplantados para decapodos suportariam F. cf reflexifrons encontrado na Serra
da Ibiapaba elevado ao nivel de espécie.

Espécies consideradas como cripticas apresentam morfologia idéntica, que
foram classificadas como uma Unica espécie nominal, no entanto, nao
intercruzam, além de possuirem outras caracteristicas, como variacdo genética
(FUTUYAMA, 2003; BICKFORD et al. 2007).

Carvalho et al. (2013) utilizando o gene mitocondrial 16S, mostraram a
existéncia de dois grupos dentro da espécie de Macrobrachium potiuna, o que

possivelmente seriam espécies cripticas, no entanto, os autores nao realizaram
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uma andlise morfolégica da espécie em questdo para ter um suporte aos dados

moleculares que foram encontrados (4,6%)

5.2- Analises morfoldgicas

Os exemplares examinados de ambas as colecdes (INPA e LACRUSE),
possibilitaram constatar algumas diferencas da espécie nominal com o0s
espécimes cearenses: coloracdo de F. cf reflexifrons Ipu (CE), em seu habitat
natural, os seus pereiopodos tendem para um vermelho cor de vinho, enquanto
sua carapaca tende para um marrom escuro avermelhado (Magalhdes et al.
2005). As demais caracteristicas morfologicas se encaixam na diagnose provida
em Magalhaes (2003).

Magalhdes et al. (2005) descreveram que a morfologia do gondpodo de F.
cf reflexifrons (CE) se encaixa na redescricdo dada por Magalhdes & Rodrigues
(2002). No entanto, ndo h& uma descricao detalhada do gonépodo no trabalho
que descreve a espécie para o estado do Ceard. Todos os gonopodo dos
espécimes de F. cf reflexifrons analisados no LACRUSE possuem um campo
espinhos marginais- SMA (figura 10-A e B), bem evidentes e acuminados, sendo
uma caracteristica ndo tdo bem evidente nos espécimes da colecdo do INPA, em
alguns espécimes nao foram encontrados esse campo de espinhos marginais,
como os exemplares de tombo: INPA 1512, INPA 2125, INPA 889, INPA 850.

Os primeiros gondépodos dos integrantes da familia Pseudothelphusidae
mostram em sua porcao final estruturas complexas que consistem normalmente
em varios processos, cada espécie possui nessa estrutura caracteristicas
distintas que a difere de qualquer outra espécie dentro da familia (RODRIGUES;
MAGALHAES, 2005). Estes 6rgdos s&o usados para identificar espécies porque
sofrem uma pressdo externa relativamente pequena, abrigados na cavidade
abdominal, exceto no acasalamento ou no periodo de muda (STERNBERG et al.
1999).

Como ja relatado anteriormente, todos os processos do apice do gonépodo
coincidiram com os das demais espécies da colecédo do INPA, o fato de todos os
machos possuirem espinhos marginais nas extremidades do gonopodo pode ser

uma caracteristica da populacéo de F. cf reflexifrons do Ceara.
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6- CONCLUSAO

e O género Fredius corresponde a um grupo monofilético.

e As andlises mostraram que ha diferencas entre Fredius cf reflexifrons (CE)
e Fredius reflexifrons (PA) em nivel de 16S rRNA.

e Fredius cf reflexifrons (CE) pode ser uma espécie criptica.

e A diversidade de espécies dentro do género Fredius parece ser maior que

relatada até o momento.
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