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Smile

Smile, though your heart is aching
Smile, even though it's breaking
When there are clouds in the sky
You'll get by...

If you smile
With your fear and sorrow
Smile and maybe tomorrow

You'll see the sun come shining through, for you

Light up your face with gladness

Hide every trace of sadness

Although a tear may be ever so near
That's the time you must keep on trying
Smile, what's the use of crying?

You'll find that life is still worthwhile
If you'll just smile

That's the time you must keep on trying
Smile, what's the use of crying?
You'll find that life is still worthwhile

If you'll just smile.

Charles Chaplin
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Introducbes bioldgicas marinhas sdo um componente significativo da mudanga global. O
caranguejo marinho Pyromaia tuberculata é nativo do nordeste do oceano Pacifico, com
distribuicdo natural da California, EUA até a Colémbia. A espécie apresenta amplo histérico
de introducdo no Japdo, Coréia, Australia e Nova Zelandia sendo encontrada também no
Brasil e Argentina. A espécie esta inserida em uma controvérsia sisteméatica em que o
posicionamento de Pyromaia na familia Inachoididae, assim como a validade de uma Unica
espécie para P. tuberculata sdo questionados. Além disso, pouco se sabe sobre o processo de
invaséo e dispersdo dessa espécie introduzida na América do Sul, onde sua area de ocorréncia
é do Rio de Janeiro até Argentina. A presenca do Rio de La plata entre Brasil e Argentina
poderia atuar como uma barreira biogeogréafica para a dispersdo e fluxo génico entre
espécimes de P. tuberculata localizados em distintas provincias biogeogréficas. Com base nos
problemas e limitagBes apresentados, e utilizando dados morfoldgicos, morfométricos e
moleculares (genes mitocondriais 16S e COIl), o presente estudo buscou realizar uma reviséo
taxondmica da espécie P. tuberculata com exemplares de quase toda a sua distribuicdo,
exceto uma localidade que ndo foi possivel obter espécimes, além de tentar entender o padrdo
de introducdo e dispersdo da espécie no Atlantico Sul. Os resultados moleculares indicaram o
posicionamento de P. tuberculata préximo a outras espécies da familia Inachoididae, bem
como uma auséncia de variabilidade genética (0%) entre os individuos do Brasil, Argentina e
Japdo indicando uma possivel presenca de fluxo génico entre os espécimes, independente da
presenca de barreiras. Além disso, diferencas nos padrées morfométricos entre os individuos
do Brasil e Argentina poderiam estar relacionadas as variagOes latitudinais e disponibilidade

de recursos nos diferentes locais.

Palavras-chave: 1. Brachyura 2. Espécie introduzida 3. Morfometria 4. Taxonomia 5.

Variabilidade genética
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Marine biological introductions are a significant component of global change. Marine
crab Pyromaia tuberculata is native to northeastern Pacific Ocean, with natural distribution of
California, USA to Colombia. The species has broad historical introduction in Japan, Korea,
Australia and New Zealand and it is also found in Brazil and Argentina. The species
Pyromaia is inserted in a controversy systematic about the positioning of the genus in the
family Inchoididae, as well as the validity of a single species to P. tuberculata are questioned.
In addition, little is known about the process of invasion and spread of this introduced species
in South America, where its range is from Rio de Janeiro to Buenos Aires Argentina. The
presence of the La Plata River between Brazil and Argentina could act as a biogeographical
barrier to dispersal and gene flow between P. tuberculata specimens located in different
biogeographic provinces. Based on the presented issues and limitations, and using
morphological, morphometric and molecular data (mitochondrial 16S and COl), this study
sought to conduct a morphological analyses of the species P. tuberculata with samples of
almost the entire distribution, except a location that was not possible to obtain specimens, and
try to understand the pattern of introduction and spread of the species in the South Atlantic.
The molecular results indicated the placement of P. tuberculata near other species of the
family Inchoididae, even as a lack of genetic variability (0%) among individuals of Brazil,
Argentina and Japan indicating a possible presence of gene flow between species, regardless
of the presence of barriers. In addition, differences in morphometric patterns among
individuals in Brazil and Argentina could be related to latitudinal variations and availability of

resource in different locations.

Key words: 1. Brachyura 2. Introduced specie 3. Morphometry 4. Taxonomy 5. Genetic
variability



Monografia de Bacharelado C. K. Figueiredo (2015)

3. Introducao

5



Monografia de Bacharelado C. K. Figueiredo (2015)

3.1 Processo de introducéo de espécies

Atualmente uma das principais causas da modificacdo da biodiversidade global resulta
da introducéo de espécies exoticas e sua dispersao (Brockerhoff & Mclay, 2011; Loebmann et
al., 2010, Vitousek et al., 1997).

O processo de globalizagéo, associado a intensificacdo do deslocamento humano e de
cargas pelo mundo, tem contribuido para a transposi¢do das barreiras ecoldgicas, resultando
no aumento expressivo de ocorréncias de introducéo de espécies exdticas, que podem causar
danos econémicos e ambientais onde se inserem (Davis & Thompson, 2001; Meyerson &
Mooney, 2007). O impacto de espécies exoticas sobre espécies nativas, comunidades e
ecossistemas tem sido amplamente reconhecido nas ultimas décadas (Stachowicz, 1999; Lowe
et al., 2000; Mooney & Hobbs, 2000; Grosholz, 2002), desta forma essas espécies sao agora
vistas como um componente significativo de mudancga global, uma vez que ndo apenas
competem por recursos com as espécies nativas, mas alteram as regras fundamentais de

existéncia para todos os organismos da area de ocorréncia (Vitousek et al., 1996).

As espécies exoticas podem modificar comunidades naturais, estabelecendo novas
relacfes ecoldgicas e alterando caminhos evolutivos via competicdo, hibridizacdo genética e
introgressdo, predacdo, facilitacdo, ou a introducdo de novos patégenos (Hollebone & Hay,
2008). O processo de introducdo dessas espécies em um novo habitat pode ocorrer uma Unica
vez em determinado local e posteriormente ao sucesso de seu estabelecimento se espalhar, ou

ocorrer por multiplas introdu¢des em uma maior extensdo (Sakai et al., 2001).

A dispersdo por longas distancias podem levar as populacdes colonizadoras a sofrer
novas forcas seletivas, bidticas e abidticas comparadas a sua distribuicdo nativa (Barrett,
2015). Entre as espécies introduzidas, aquelas que sdo bem sucedidas em enfrentar os
problemas que o ambiente proporciona podem tornar-se altamente invasivas e apresentar uma

rapida expansao (Barrett, 2015).

Os ecossistemas marinhos sdo mais vulneraveis a introdugdes de espécies ndo nativas
do que ambientes terrestres, pois sua dispersdo em ambientes aquaticos € facilitada
(Loebmann et al., 2010). Embora mecanismos naturais de disperséo resultem na introducédo de
espécies marinhas (Ruiz et al., 1997) a contribuicdo da acdo humana para este processo tem
crescido nos ultimos séculos e continuam a crescer (Carlton & Geller, 1993; Cohen &
Carlton, 1997).
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Diversos mecanismos podem levar a transferéncia de espécies em ambientes aquaticos
marinhos como: movimentos de comunidades incrustantes no fundo de navios, agua de lastro,
introdugdes acidentais relacionadas a aquicultura, pesca, conexdo de vias através de canais
(Ruiz et al., 1997, Briski et al., 2013), além de vetores relacionados ao comércio de aquario e
a perfuracdo de plataformas para industria de petréleo e gas (Bax et al., 2003). Os navios sdo
responsaveis pelo transporte de mais de 80% do comércio mundial, e carregam mais de 12
bilhdes de toneladas de &gua de lastro por ano (Bax et al., 2003), sendo um dos principais
vetores de dispersdo das espécies invasoras para areas além do seu territorio natural (Ruiz et
al., 2000).

Os crustaceos Brachyura sdo considerados importantes invasores marinhos ao redor do
mundo (Brockerhoff & Mclay, 2011). Atualmente s&o reconhecidas 73 espécies exoticas
pertencentes as Infraordens Brachyura e Anomura, dentre as quais 48 sdo bem estabelecidas
(Brockerhoff & Mclay, 2011). Trés grupos se destacam pelo nimero elevado de espécies
introduzidas em novas localidades: Portunoidea, Grapsoidea e Majoidea (incluindo a espécie
alvo deste estudo) (Brockerhoff & Mclay, 2011).

3.2 Pyromaia tuberculata: classificacao e caracteristicas gerais

Pyromaia tuberculata (Lockington, 1877) (fig. 1) € uma espécie de caranguejo
pertencente a familia Inachoididae Dana, 1851 e inserida na superfamilia Majoidea
Samouelle, 1819, na qual estdo incluidas as espécies popularmente conhecidas como
caranguejos aranha (Hultgren & Stachowicz, 2008). Entretanto a classificacdo da familia onde
se insere Pyromaia tuberculata € controversa (Lemaitre et al., 2001; Schejter et al., 2002).
Drach & Guinot (1983) elevaram a subfamilia Inachoidinae, Dana 1851 ao nivel de familia,
Inachoididae, baseado em 18 caracteres morfoldgicos apomorficos e incluiram o género
Pyromaia. Contudo, este género ainda é, por alguns autores, classificado como da subfamilia
Inachinae (Fransozo & Negreiros-Fransozo,1997; Lupi & Spivak, 2003; Lupi et al., 2003) ou
apenas até a superfamilia Majoidea (Schejter et al., 2002) devido incertezas quanto a essa

classificagdo baseada em caracteres morfologicos.

Atualmente dez géneros estdo incluidos na familia Inachoididae, sendo eles: Aepinus
Rathbun, 1897; Anasimus A. Milne-Edwards, 1880; Arachnopsis Stimpson, 1871,
Batrachonotus Stimpson, 1871; Collodes Stimpson, 1860; Euprognatha Stimpson, 1871,
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Inachoides H. Milne Edwards & Lucas, 1842; Leurocyclus Rathbun, 1897; Paradasygyius
Garth, 1958 e Pyromaia Stimpson, 1871 (Ng et al., 2008).

O género Pyromaia compreende cinco espécies: Pyromaia acanthina Lemaitre,
Campos & Bermudez, 2001; Pyromaia arachna Rathbun, 1924; Pyromaia cuspidata
Stimpson, 1871; Pyromaia propinqua Chace, 1940 e Pyromaia tuberculata Lockington, 1877
(Santana, 2008). E um género restrito a América, sendo encontrado nos oceanos Atlantico e
Pacifico (Hendrickx, 1999), com excecdo de Pyromaia tuberculata que também pode ser
encontrado na Asia e Oceania (Sakai, 1976; Furota & Furuse, 1988; Ahyong, 2005; Webber
& Wear, 1981).

A classificacdo taxonémica de Pyromaia Stimpson, 1871 ainda apresenta algumas
incertezas quanto ao seu posicionamento na familia Inachoididae, como ja mencionado
anteriormente, e também ao nivel de espécie. De acordo com Santana (2008), a perda dos
tipos de P. tuberculata, levou a descricdo de outras trés espécies posteriormente sinonimizada
a ela: Inachoides brevirostrum Lockington, 1877; Inachoides magdalensis Rathbun, 1893 e
Neorhynchus mexicanus Rathbun, 1893. Dentre as trés, apenas N. mexicanus teve sua
validade em questionamento. Devido as variacbes morfoldgicas observadas, Garth (1960)
propbs a separacdo de P. tuberculata em duas subespécies, P. tuberculata tuberculata e P.
tuberculata mexicana. No entanto, com base apenas em espécimes mexicanos, Hendrickx
(1999) sugeriu a sinonimizacdo de ambas a P. tuberculata. Santana (2008) em seu trabalho de
revisdo das espécies da familia Inachoididae concorda com as sinonimias, baseando-se na alta

variacdo dos caracteres morfolégicos da espécie, que ndo sustentariam a separagao.

Em sua area de distribuicdo natural, P. tuberculata geralmente é encontrada sob rochas
ou entre organismos incrustantes, entre esponjas e algas marinhas (Brockerhoff & McLay,
2011), podendo ocorrer da zona intertidal até em fundos lamacentos de 412 m de
profundidade (Hendrickx, 1999). Esses organismos sdo capazes de tolerar ampla variacdo de
temperatura e sdo resistentes as condicdes de quase andxia (Furota, 1996b). E abundante em
baias organicamente poluidas, tais como Baia de Toquio, no Japdo, e Baia de Guanabara,
Brasil. A espécie é considerada oportunista, com uma longa histéria de sucesso em
estabelecer populagbes autossustentaveis em novas regides distantes (Furota, 1996a; Tavares,
2011).
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Figura 1. Fémea adulta de Pyromaia tuberculata. Foto obtida por Buranelli, R. C. 2015.

3.3 Pyromaia tuberculata: histérico de introducéo

Pyromaia tuberculata é espécie nativa do nordeste do Oceano Pacifico, ocorrendo da
Baia de San Francisco, Califérnia até a Colémbia (Rathbun, 1925; Garth, 1958), é
considerada uma espécie com ampla introducdo no oeste do Oceano Pacifico em areas no
Japdo, Coréia, Australia e Nova Zelandia e também no sudoeste do Oceano Atlantico, sendo
encontrado no Brasil e Argentina (fig. 2) (Furota, 1996b; Melo et al., 1996; Schejter et al.,
2002; Ahyong, 2005).

O caranguejo P. tuberculata teve seu primeiro registro como uma espécie introduzida
em 1970, na Baia de Tdquio e distribuiu-se ao longo da costa do Pacifico no Japdo, parte
oriental do mar da ilha Seto e no mar de Honshu, Japéo (Sakai, 1976; Furota & Furuse, 1988).
Posteriormente foi registrada em Western, Australia em 1978, sendo reportado desde o sul
(Port Phillip Bay) até o norte (Newcastle, NSW) (Ahyong, 2005). Na Nova Zelandia também
foi reportado pela primeira vez em 1978 em Firth of Thames, Aukland (Webber & Wear,

1981), e posteriormente teve sua dispersdo mais ao norte até Whangarei (McLay, 2009).
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Figura 2. Distribuicdo geografica da espécie Pyromaia tuberculata. Ocorréncia natural da
espécie registrada na literatura em vermelho. Ocorréncia da espécie considerada introduzida
em azul. (Modificado de Brockerhoff & McLay, 2011).

O primeiro registro de P. tuberculata no Atlantico Ocidental foi documentado por
Melo et al. (1989) com base em uma fémea capturada em 1988 no Parana (Brasil).
Atualmente a espécie estd bem estabelecida no Brasil, nos estados do Rio de Janeiro, Sdo
Paulo, Parana e Rio Grande do Sul (Tavares & Mendonca, Jr., 1996). Posteriormente foi
relatada a presenca de larvas e adultos em aguas da costa Argentina (Schejter et al., 2002). A
ocorréncia de P. tuberculata em &guas argentinas (Provincia Argentiniana) poderia ter
ocorrido por meio de navios de diferentes localidades ou por dispersao larval de espécimes
provenientes do Brasil (Provincia Brasiliana) devido a proximidade dessas provincias e o
breve desenvolvimento larval da espécie. Entretanto, tem sido reportado que o Rio de La
Plata, localizado entre a Argentina e o Uruguai, constitui uma importante barreira
biogeografica para diversos organismos marinhos, incluindo crustaceos decapodes, devido ao
grande fluxo de agua do estuario para a costa (Spivak, 1997; Schejter et al. 2002; Luppi et al.,
2003; Laurenzano et al., 2012).

10
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3.4 Marcadores moleculares mitocondriais

Uma andlise genética por meio de marcadores moleculares pode fornecer importantes
informagdes sobre a variabilidade das populagdes (Avise, 1987). Quanto a escolha de um
marcador molecular especifico deve-se considerar o objeto de estudo, mas também a

viabilidade e acessibilidade das técnicas (Britto et al., 2011).

O DNA mitocondrial (mtDNA) é muito utilizado em estudos filogenéticos populacionais
devido ser composto por um unico filamento duplo de DNA circular com genes de copia
Unica. E herdado maternalmente nas espécies, sendo caracterizado pela auséncia de
recombinacdo génica, além da ineficiéncia nos mecanismos de reparo de mutacdes, regides
ndo codificadoras raras ou ausentes. (Moritz et al.,1987; Avise et al., 1987; Schubart et al.,
2000b). Apresenta mutacdes pontuais constituindo a principal fonte de variagéo, tendo uma
taxa de mutacdo maior do que no genoma nuclear (Schubart, 2009). Além disso, a presenca de
multiplas copias nas células facilita seu isolamento, amplificacdo e analise (Avise et al., 1987;
Moritz et al., 1987; Schubart, 2009).

O gene Citocromo Oxidase | (COI) é um gene mitocondrial muito utilizado para
reconstrucdes de relacOes filogenéticas, diferentemente do gene 16S rDNA ¢é codificante e o
resultado da traducéo do seu transcrito corresponde a uma proteina localizada ha membrana
interna das mitocondrias que participam da cadeia respiratoria (Schubart et al., 2000a).
Também €é muito utilizado em estudos moleculares com crustaceos, pois é encontrada maior
variabilidade do que no gene 16S, sendo empregado em anélises interespecificas e intra-
especificas (Schubart & Huber, 2006; Pileggi & Mantelatto 2010; Vergamini et al., 2011).

O gene 16S rDNA apresenta tanto regides varidveis como conservadas podendo ser
utilizado para estudo de eventos de especiacdo antigos e recentes permitindo andlises
interespecificas e entre td&xons mais abrangentes (Schubart et al., 2000b, Schubart & Huber,
2006; Vergamini et al., 2011). Seu uso em estudos filogenéticos de decdpodes se deve
também ao fato de que sua porcdo conservada ter se mostrado um importante marcador

especifico (Mantelatto et al., 2007).

Considerando estes aspectos ambos 0s genes tém sido amplamente utilizados em analises
moleculares de crustaceos decapodes (Schubart et al., 2000b, Schubart et al., 2001a e 2001b;
Schubart & Huber 2006; Hultgren & Stachowicz, 2008; Mantelatto et al., 2007 ; Robles et al.,
2007; Rossi & Mantelatto, 2013)

11
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Tendo em vista a existéncia de um controverso cenario no que se refere a classificacao
de Pyromaia tuberculata, um estudo taxonémico e sistematico envolvendo a espécie
juntamente com outros representantes da familia Inachoididae, ajudariam a elucidar a
classificacdo e também as relacdes filogenéticas entre P. tuberculata e outras espécies que
compdem esta familia. Além disso, no Atlantico Sul, apesar dos esforcos de pesquisadores
para tentar entender os padrdes de dispersdo, causas e consequéncias de bioinvasdes, 0S
estudos ainda sdo limitados. Um dos maiores desafios para o conhecimento cientifico atrelado
a gestdo dos impactos de espécies marinhas invasoras é o entendimento de seus processos de
dispersdo natural. Assim uma analise das populacdes do Brasil e Argentina da especie
introduzida P. tuberculata, baseados em dados moleculares e morfologicos, poderiam auxiliar
na compreensao da histéria de introducdo dessa espécie no Atlantico Sul, contribuindo com
informagdes sobre processos de invasdo em crustdceos e planejamento de estratégias de

controle.

12
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4 . Objetivos

13
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Baseado no acumulo de incerteza da classificacdo e sistematica de Pyromaia
tuberculata e a auséncia de informacdes sobre 0 modo de invasdo e dispersdo no Atlantico Sul

Ocidental, o presente projeto tem como principais objetivos:

4.1 Objetivos gerais

Examinar a historia da introducdo da espécie na costa atlantica sul do continente

americano, e verificar o status taxonémico da espécie Pyromaia tuberculata.

4.2 Obijetivos especificos

> Investigar a variabilidade e estruturacdo genética, utilizando marcadores
moleculares especificos.
> Avaliar a variabilidade morfoldgica dos espécimes de P. tuberculata ao longo

da sua distribuicao.

14
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5. Material e Métodos

15
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5.1 Obtencao dos exemplares

Alguns dos exemplares de Pyromaia tuberculata analisados ja estavam depositados na
Colecéo de Crustaceos do Departamento de Biologia (CCDB) do Laboratério de Bioecologia
e Sistematica de Crustaceos (LBSC), da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto (FFCLRP), Universidade de So Paulo (USP). Materiais adicionais foram obtidos por
empréstimos das seguintes colecdes cientificas: Muséum national d'histoire naturelle
(MNHN), Paris, Franca; Universidad Nacional Autonoma de Mexico (UNAM), Cidade do
México, México; Australian Museum (AM), Sydney, Australia; ou coletados e enviados por
pesquisadores de diversas instituicGes como os espécimes de Buenos Aires, Argentina (Dr.
Emiliano Ocampo) e da Baia de Téquio, Japdo (Dr. Matasori Tary). Além disso, foi realizada
uma visita a colecdo carcinoldgica do Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo
(MZUSP).

Os animais coletados e doados foram devidamente identificados, etiquetados,
armazenados em frasco com alcool etilico 80% e depositados na Colecdo de Crustaceos do
Departamento de Biologia (CCDB) do Laboratorio de Bioecologia e Sistematica de
Crustaceos (LBSC), Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP),
Universidade de Séo Paulo (USP), Ribeiréo Preto, Sdo Paulo/Brasil.

5.2 Obtencao dos dados moleculares

Todos os procedimentos seguiram protocolos de Mantelatto et al. (2009) e Pileggi e

Mantelatto (2010) descritos a seguir, com adequacao necessaria para o material em questao.
Extracéo de DNA

O DNA genbémico foi extraido do tecido muscular dos quelipodos de Pyromaia
tuberculata. O tecido foi colocado em um tubo com tampao de 600 pul de Lysis Buffer e 200
ul de Proteinase K (PK) (500 ug/mL), posteriormente as amostras foram incubadas em banho
seco por um periodo de 24-48 h a 55°C. Apos a digestdo completa do tecido, proteinas foram
separadas pela adigdo de 200 pl de acetato de amoénio (NH; OAc 7,5 M) anteriormente a
centrifugagdo de 10 min. O DNA foi precipitado pela adi¢do de Isopropanol resfriado seguido
de centrifugacédo. O residuo (pellet) resultante da decantacdo de DNA (ap6s 24 h de descanso
a-20°C) foi lavado com 15 pl de ETOH 70%, a amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por 10
min e o sobrenadante descartado. Em seguida o pellet foi liofilizado a 60°C na Centrifuga
Vécuo Eppendorf Concentrator 5301® por aproximadamente 15 min e ressuspendido em 20 ul
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de Milli-Q. A amostra foi incubada em banho seco por 15 min a 65°C e posteriormente

armazenada em freezer.

Amplificagéo de DNA

A regido de interesse (fragmentos dos genes mitocondriais 16S e COI) foi amplificada
por meio da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando iniciadores (primers)
especificos (tab. 1). Os produtos de PCR foram obtidos em reag¢ao de 25 ul contendo 4-6 pl de
Agua ultrapura (H;0 Milli-Q), 5 pl de Betaina (5M), 4 pl de DNTPs (10 mM), 3 ul de PCR
Buffer (10X), 3 ul de MgCl, (25 mM), 2,5 ul de solugdo BSA 1%, 1 pul de cada primer
especifico (16S 10 uM e COI 20 uM), 0,5 pul Thermus aquaticus polimerase (5 U/ul) e uma
determinada concentracdo de DNA.

A amplificacdo de fragmentos dos genes COIl e 16S foram realizadas em um
termociclador Applied Biosystems Veriti 96 Well Thermal Cycler® com os seguintes ciclos
termais adequados para cada primer: 16S — 40 ciclos de: desnaturacdo inicial por 4 min a
95°C; anelamento (45s a 95°C; 45s a 52-56°C e 1 min a 72°C); extensdo final por 6 min a
72°C; COI — 40 ciclos de: desnaturacéo inicial por 4 min a 94°C; anelamento (45s a 94°C; 45s
a 42-48°C e 1 min a 72°C); extensao final por 7 min a 72°C; 40 ciclos. As reacdes foram

acompanhadas de um controle negativo com todos 0os componentes da reacdo exceto o DNA.

Os resultados obtidos foram observados em eletroforese com gel de agarose 1,5%,
utilizando Gel red e Loading como reagentes. O tamanho dos fragmentos obtidos foram
comparados com um marcador com fragmentos de tamanho conhecido e fotografados com
camara digital C-7070 Olimpus® em um transluminator UV M20 UVP®.

Tabela 1. Primers utilizados na amplificacdo dos genes de interesse por meio da técnica de
PCR

Gene Primer Sequéncia Referéncia
16SF 5-CTAAGGTAGCATAATCA-3
16S Hultgren & Stachowicz, 2008
16SR 5-ATGATCATCCAATTGAT-3'

COH6 5-TADACTTCDGGRTGDCCAAARAAYCA-3'
Col Schubart & Huber, 2006
COL6b 5'-ACAAATCATAAAGATATYGG-3'
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Purificacdo e amplificacdo dos produtos do PCR

A purificacéo foi realizada por meio do kit SureClean Plus®. Foi adicionado o volume
de SureClean igual ao volume do produto de PCR, homogeneizado e incubado a temperatura
ambiente por 10 min. A amostra foi centrifugada por 15 min, a 14.000 rpm e em seguida o
sobrenadante foi descartado. Foi adicionado ETOH 70%, duas vezes o volume da amostra e
homogeneizada a mistura no vértex. A amostra foi centrifugada por 15 min, a 14.000 rpm e o
sobrenadante descartado. Em seguida a amostra foi liofilizada a 60°C na Centrifuga Vacuo
Eppendorf Concentrator 5301® por aproximadamente 5 min posteriormente ressuspendido em
H,O Mili-Q.

O sequenciamento das amostras foi realizado em um sequenciador automatico ABI
3730 XL DNA Analyzer® (Applied Biosystems) no Departamento de Tecnologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal, Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho” (FCAV-UNESP), por meio do kit de reacdo ABI Big Dye®
Terminator Mix (Applied Biosystems).

Edicéo de sequéncias

Todas as sequéncias obtidas foram confirmadas pelo sequenciamento de ambas as fitas
(senso e anti-senso). A edicao e o consenso de ambas as fitas foram realizados utilizando-se o
software BioEdit 7.0.5 (Hall, 2005). Todas as fitas obtidas foram comparadas com a base de
banco de dados NCBI (http://blast.ncbi.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi). Entretanto, ndo existe
qualquer sequéncia para 0 género Pyromaia no banco de dados, assim foi possivel observar
similaridade nas sequéncias ja depositadas da superfamilia Majoidea como Inachoides laevis
para eliminacdo de possiveis contaminagdes. As sequéncias obtidas de fragmentos dos genes
mitocondriais 16S e COI foram previamente editadas e alinhadas no programa Clustal W
(Thompson et al., 1994), com interface no BioEdit. Posteriormente todas as sequéncias foram

submetidas ao banco de dados genéticos - Genbank (ver nimeros de acessos na tab. 2).
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5.2.1 Analises moleculares
Analise de distancia genética

No intuito de checar a divergéncia genética entre as sequéncias foi construida para
cada gene uma matriz de divergéncia genética no programa MEGA 5 (Tamura et al., 2011) a
partir da comparacédo par a par ou pares do modelo de substituicdo de distancia nao corrigida
ou distancia p, método geométrico que analisa a proporc¢éo de posi¢coes divergentes entre duas

sequencias para o0 numero de nucleotideos.

Analise filogenética

No intuito de checar o posicionamento da espécie Pyromaia tuberculata no contexto
da familia Inachoididae, foram realizadas analises filogenéticas por meio do método de
Maxima Verossimilhanga para os genes mitocondriais COIl e 16S.

A escolha dos grupos externos foi feita com base nas relacoes filogenéticas da familia
Inachoididae (Inachoides leavis Stimpson, 1860, Collodes gibbosus (Bell, 1835) e Aepinus
septemspinosus (A. Milne-Edwards, 1878) e demais membros da superfamilia Majoidea
(Ethusa panamensis Finnegan, 1931, Ethusa sexdentata (Stimpson, 1858), Acanthonyx
lunulatus (Risso, 1816), Chorinus hero (Herbst, 1790) e Epialtus bituberculatus H. Milne
Edwards, 1834), de acordo com os trabalhos de Ng et al. 2008; Windsor & Felder (2014). As

sequéncias utilizadas foram retiradas do Genbank (tab. 2).

Maxima verossimilhanca (MV)

Esse método busca inferir a arvore evolutiva por meio da busca da arvore que
maximiza a probabilidade de observacdo dos dados, calcula a &rvore de maior probabilidade
de ocorréncia e pode levar em consideracdo parametros como taxa de substituicdo e
substituicdo de bases a partir de um modelo evolutivo escolhido (Hall, 2011). O modelo
evolutivo assumido foi o General Time Reversible (GTR) + Gamma (G) + Proporcao
Invariante (), inserido no RAXML 7.2.7 (“Randomized Axelerated Maximum Likelihood”)
(Stamatakis, 2006) acessado no portal CIPRES (Cyberinfrastructure for Phylogenetic
Research, www.phylo.org). A consisténcia interna dos ramos foi avaliada pelo método de
“bootstrap” (Felsenstein, 1985) e apenas valores de confianca acima de 50% foram

apresentados. A arvore produzida foi visualizada e editada no programa FigTree v1.3.1
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(Rambaut, 2009) e posteriormente 0os nomes dos taxa editados no programa Photoshop Adobe

Photoshop CS3.

Tabela 2. Espécimes de caranguejos usados nas analises moleculares com respectiva data e

local de coleta, nimero de catdlogo de museu e nimero de acesso do banco de dados genetico

(Genbank).
- . Tombo em GenBank
Espécie Localidade colecio
16S COl
Pyromaia tuberculata Ubatuba, SP — Brasil CCDB 4147 KT982258 KT982273
Pyromaia tuberculata Ubatuba, SP — Brasil CCDB 4147 KT982259 KT982272
Pyromaia tuberculata Ubatuba, SP - Brasil CCDB 4147 - KT982271
Pyromaia tuberculata Ubatuba, SP — Brasil CCDB 4147 - KT982267
Pyromaia tuberculata  Buenos Aires - Argentina  CCDB 5457 KT982260 KT982270
Pyromaia tuberculata  Buenos Aires - Argentina  CCDB 5457 KT982261 KT982269
Pyromaia tuberculata  Buenos Aires - Argentina  CCDB 5457 - KT982268
Pyromaia tuberculata  Buenos Aires - Argentina  CCDB 5457 KT982262 KT982266
Pyromaia tuberculata Baia de Téquio - Japdo ~ CCDB 5900 - KT982265
Pyromaia tuberculata Baia de Téquio - Japdo = CCDB 5900 KT982263 KT982264
Grupos externos
Inachoides leavis Panama ULLZ 9156 KF453025 KF452945
Collodes gibbosus Panama ULLZ 8229 KF453014 KF452933
Aepinus septemspinosus Golfo do México ULLZ 6676 KF452998 KF452918
Ethusa panamensis Panamé ULLZ 8226 KF453013 -
Epialtus bituberculatus Panama ULLZ 10757 - KF452898
Acanthonyx lunulatus Cabo Verde ULLZ 11713 KF452983 KF452903
Chorinus heros Belize ULLZ 11199 KF452977 ULLZ 11199
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5.3 Obtencao dos dados morfoldgicos
Dados morfolégicos

A identificacdo dos exemplares foi baseada em caracteres morfoldgicos previamente
propostos na literatura (Lockington, 1877; Rathbun, 1925; Melo, 1996) e além das anélises
morfologicas dos caracteres classicos sob estereomicroscopio, novos caracteres foram
procurados, que pudessem ser informativos em relacdo a espécie. Foram averiguados 0S
caracteres diagnésticos da espécie Pyromaia tuberculata que juntamente com outros
caracteres levantados durante esse trabalho foram reunidos e organizados sob a forma de uma
lista (tab. 3), que serviu de guia durante a comparacdo morfoldgica. As analises morfoldgicas
realizadas no LBSC/FFCLRP/USP foram feitas sob estereomicroscopio MZ6 LEICA®.

Tabela 3. Lista de caracteres morfoldgicos utilizados durante as analises da espécie Pyromaia

tuberculata.

Caracteres Morfologicos

Carapaca: presenca tubérculos, granulos e espinhos;

Quelipodo: forma; forma de dentes dos dedos da quela e presenca de cerdas e
granulos;

Fronte: formato;

Pernas ambulatorias: forma, presenca de cerdas;

Esterno: sulcos e disposi¢do dos granulos

Abdomen: disposicado e granulos; presenca tubérculo no primeiro somito;

Espinhos ou granulos: nimero e formato;

Dados morfométricos

Para obtengdo dos dados morfométricos, os espécimes foram mensurados com
paquimetro digital STARRETT® 727 (0,01 mm) no intuito de observar variacdo no tamanho
corporal desses individuos. Mensurou-se o comprimento da carapaca (CC) e largura da
carapaca (LC), além do comprimento total da quela (CTQ), comprimentos do isquio-mero
(CIM), comprimento do carpo (CCa), comprimento do datilo (CD), comprimento do prépodo
(CP), largura do prépodo (LP), comprimento do abdémen (CA) e largura do abdémen (LA)
(figs. 3 e 4). Dados obtidos compilados na tab. 6.
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Figura 3. Vista dorsal do caranguejo Pyromaia tuberculata e caracteres mensurados. Comprimento da
carapaca (CC) e largura da carapaca (LC), comprimentos do isquio-mero (CIM), comprimento do
carpo (CCa), comprimento do datilo (CD), comprimento do prépodo (CP), largura do prépodo (LP).
Imagem modificada de http://researcharchive.calacademy.org/research/izg/SFBay2K/Pyromaia.htm

Figura 4. Vista ventral do caranguejo Pyromaia tuberculata e caracteres mensurados. Comprimento
do abdémen (CA) e largura do abdémen (LA). Imagem modificada de

http://researcharchive.calacademy.org/research/izg/SFBay2K/Pyromaia.htm
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5.3.1 Analises morfomeéricas

As 10 varidveis mensuradas foram submetidas a analises morfométricas tradicionais,
de discriminancia e discriminante candnicos, nos programas SAS (Statistical Analysis System
software) e Past3 (Hammer et al., 2001).

A equacdo alométrica Y = aX? foi usada para remocdo do efeito da variagdo da
largura da carapaca (LC, varidvel independente) que pode influenciar nos resultados, nas
estruturas corporais mensuradas (variaveis dependentes), separadamente (Tzeng, 2004).
Todas as caracteristicas de tamanho foram padronizadas de acordo com:

Vit = vi [il
Xi

No qual Yi* é o tamanho padronizado da caracteristica que se deseja; Yi € o tamanho

da caracteristica que vai ser padronizada; X é a média do comprimento da carapaca da amostra

analisada e Xi € o comprimento da carapaca dos individuos analisados (Tzeng, 2004).

Posteriormente foi realizada uma Analise Discriminante (AD), para buscar evidéncias
da existéncia ou ndo de diferencas morfométricas entre os individuos e determinar quais
variaveis (estruturas corporais) foram mais relevantes em uma possivel separacdo de grupos
em estudo. O poder de discriminacdo de cada varidvel foi observado pelo Wilks’lambda
associados aos valores estatisticos de F e P (valores de F<1, foram considerados na AD).
Valores de Wilks’lambda podem variar de 0 a 1, sendo, 0 = total discriminagdo e 1 auséncia
de discriminacdo. Adicionalmente, foi realizada uma analise de discriminantes canonicos para
evidenciar graficamente a separacdo dos grupos (espécies). As varidveis candnicas (“Roots”)

foram testadas quanto a sua significancia pelo teste do Chi-quadrado.
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6. Resultados
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6.1 Analises moleculares
Gene Mitocondrial Citocromo Oxidase | (COl)

Foram obtidas 10 sequéncias de espécimes de P. tuberculata provenientes de trés
localidades distintas, Brasil e Argentina (Atlantico Sul) e Japédo (Pacifico). Adicionalmente
foram utilizadas sequéncias de diferentes espécies de Majoidea provenientes de Belize, Cabo
Verde, Filipinas, Golfo do México e Panama, obtidas do Genbank (tab. 2). O alinhamento

total das sequéncias obtidas foi de 570 pares de bases.

Distancia genética intraespecifica para a espécie Pyromaia tuberculata foi de 0% (e.g.
Pyromaia tuberculata_Brasil e Pyromaia tuberculata Japdo) (tab. 4). A variacdo
intergenérica variou de 15% a 19% entre as espécies da familia Inachoididae (e.g. Pyromaia
tuberculata_Brasil e Aepinus septemspinosus_Golfo do México) e de 15% a 27% entre as
espécies de Majoidea (e.g. Pyromaia tuberculata_Brasil e Ethusa panamensis_Panama) (tab.
4).

Tabela 4. Matriz de divergéncia genética da subunidade do gene COI entre Pyromaia

tuberculata e alguns representantes de Majoidea.

Espécime 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 1B 18 1
1_Pyromaia tuberculata_Brasil 0.000

2_Pyromaia tuberculata_Brasil 0.000 0.000

3_Pyromaia tuberculata _Brasil 0,000 0.000 0.000

4 Pyromaia tuberculata_Brasil 0,000 0.000 0.000 0.000

5 Pyromaia tuberculata_Argentina 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

6_Pyromaia tuberculata_Argentina 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

7_Pyromaia tuberculata_Argentina 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

8_Pyromaia tuberculata_Argentina 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

9_Pyromaia tuberculata_Japdo 0.000 0.000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.000 0.000 0.000

10_Pyromaia tuberculata_Japdo 0.000 0.000 0.00 0.00 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000 0.000

11 Collodes gibbosus _Panam4 0218 0218 0218 0218 0218 0218 0218 0218 0218 0.218 0.000

12_Inachoides leavis_Panama 0147 0.147 0147 0.147 0147 0.147 0147 0.147 0147 0.47 0.207 0.000

13 Aepinus septemspinosus_Golfo do México 0192 0192 0192 0192 0192 0192 0192 0192 0192 0192 0195 0202 0.000

14_Acanthonyx lunulatus_Cabo Verde 0200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.220 0.238 0.235 0.000

15_Chorinus heros _Belize 0252 0252 0252 0252 0252 0252 0252 0252 0.252 0252 0.231 0.223 0.229 0.204 0.000
16_Epialtus bituberculatus_Panamd 0233 0233 0233 0233 0233 0233 0233 0233 0233 0233 0252 0266 0252 0210 0.225 0.000
17_Ethusa sexdentata_Panam4 0243 0243 0243 0.243 0243 0.243 0243 0243 0243 0243 0264 0262 0271 0.243 0.264 0.258 0.000
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Na analise filogenetica utilizando o critério de Maxima Verossimilhanca (fig. 5) foi
observado um clado formado por todos os espécimes de P. tuberculata, indicando a monofilia
da espécie, com alto valor de bootstrap (100%). Além disso, foi observado o posicionamento
de P. tuberculata como grupo irmdo de Inachoides leavis, com alto suporte de bootstrap
(99%). O clado formado por P. tuberculata e I. leavis ficou posicionado como grupo irméo de
Collodes gibbosus e Aepinus septemspinosus com alto suporte (100%), todos representantes
da familia Inachoididae. Este ultimo clado foi posicionado como grupo irmédo do clado
formado por Ethusa sexdentata, Acanthonyx lunatus, Chorius heros e Epialtus bituberculatus,

outros representantes de Majoidea.

P. tuberculata_Brasil

P. tuberculata_Argentina
P. tuberculata_Japao

P. tuberculata_Brasil

100/ P- tuberculata_Argentina
P. tuberculata_Argentina
P. tuberculata_Brasil

99 P. tuberculata_Argentina
P. tuberculata_Brasil

100 P. tuberculata_Japao

Inachoididae

Inachoides leaves_Panama

Collodes gibbosus_Panama

94 Aepinus septemspinosus_Golfo do México
Ethusa sexdentata_Filipinas
100 Acanthonyx lunulatus_Cabo Verde
Chorinus heros_Belize
54[ Epialtus bituberculatus_Panama
_
0.05

Figura 5. Dendrograma para Pyromaia tuberculata e outras espécies da familia Inachoididae
(Inachoides leavis, Collodes gibbosus e Aepinus septemspinosus) e outros representantes da
superfamilia Majoidea (Ethusa sexdentata, Acanthonyx lunulatus, Chorinus hero e Epialtus
bituberculatus), obtido por méxima verossimilhanga com sequéncias parciais do gene
mitocondrial citocromo oxidase COI. (Numeros correspondem a valores de bootstrap; valores

<50% nao apresentados).
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Subunidade Ribossomal 16S

Esse gene mostrou-se de dificil amplificacdo para os espécimes de P. tuberculata.
Foram geradas seis sequéncias de individuos do Brasil, Argentina (Atlantico Sul) e Japéo
(Pacifico). Assim como para o gene COI, sequéncias adicionais de diferentes espécies de
Majoidea provenientes de Belize, Cabo Verde, Golfo do México e Panama, foram obtidas do
Genbank e utilizadas nas analises (tab. 2). O alinhamento total das sequéncias obtidas foi de

420 pares de bases.

A distancia genética intraespecifica para a espécie Pyromaia tuberculata foi de 0% a
3% (e.g. Pyromaia tuberculata_Brasil e Pyromaia tuberculata_Japdo) (tab. 5). No entanto, a
variacdo intergenérica foi de 6% a 23% entre as espécies da familia Inachoididae (e.g.
Pyromaia tuberculata_Brasil e Aepinus septemspinosus_Golfo do México) e de 6% a 35%
entre as espécies de Majoidea (e.g. Pyromaia tuberculata_Brasil e Acanthonyx lunatus_Cabo
Verde) (tab. 5).

Tabela 5. Matriz de divergéncia genética da subunidade do gene 16S entre Pyromaia

tuberculata e alguns representantes de Majoidea.

Espécime 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 12 13
1 Pyromaia tuberculata_Brasil 0.000

2_Pyromaia tuberculata_Brasil 0.000 0.000

3_Pyromaia tuberculata _Argentina 0.000 0.000 0.000

4 Pyromaia tuberculata_Argentina 0.000 0.000 0.000 0.000

5 Pyromaia tuberculata_Argentina 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

6_Pyromaia tuberculata Japdo 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.000

7_Collodes gibhosus _Panamé 0131 0131 0.131 0131 0.131 0.134 0.000

8_Inachoides leavis _Panamd 0060 0.060 0060 0060 0060 0.063 0.31 0.000

9 Aepinus septemspinosus_Golfo do México  0.229 0229 0.229 0229 0.229 0233 0.144 0213 0.000

10_Acanthonyx lunulatus _Caho Verde 0321 0321 0321 0321 0321 0326 0.289 0.294 0.359 0.000

11_Chorinus heros _Belize 0270 0270 0270 0270 0270 0.274 0263 0256 0.330 0.214 0.000
12_Epialtus bituberculatus _Panama 0326 0326 0326 0326 0326 0330 0278 0305 0.348 0.241 0.258 0.000
13_Ethusa panamensis _Panamé 0348 0348 0348 0348 0348 0353 0296 0340 0316 0297 0289 0.290 0.000

Na andlise filogenética utilizando o critério de Méxima Verossimilhanca (fig. 6) foi
recuperada a mesma topologia para o gene COI, onde foi observado um clado formado por
todos os espécimes de P. tuberculata, indicando a monofilia da especie, com alto valor de

bootstrap (100%). Foi observado o posicionamento de P. tuberculata como grupo irmao de
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Inachoides leavis, com alto suporte de bootstrap (100%). O clado formado por P. tuberculata
e |. leavis ficou posicionado como grupo irmdo de Collodes gibbosus e Aepinus
septemspinosus com alto valor de suporte (100%), todos representantes da familia
Inachoididae. Este ultimo clado ficou posicionado como grupo irmédo do clado formado por
Ethusa panamensis, Acanthonyx lunatus, Chorius heros e Epialtus bituberculatus, outros

representantes de Majoidea

P. tuberculata_Japao
P. tuberculata_Brasil
100| P.tuberculata_Argentina
P. tuberculata_Brasil
100 P. tuberculata_Argentina Inachoididae
P. tuberculata_Argentina

100,

—— Inachoides leaves_Panama

_I— Collodes gibbosus_Panama
93 Aepinus septemspinosus_Golfo do México
Ethusa panamensis_Panama

100 Epialtus bituberculatus_Panama
] Acanthonyx lunulatus_Cabo Verde
5l Chorinus heros_Belize
_—
0.1

Figura 6. Dendrograma para Pyromaia tuberculata e outras espécies da familia Inachoididae
(Inachoides leaves, Collodes gibbosus e Aepinus septemspinosus) e outros representantes
superfamilia Majoidea (Ethusa panamensis, Acanthonyx lunulatus, Chorinus hero e Epialtus
bituberculatus), obtido por maxima verossimilhanca com sequéncias parciais do gene
mitocondrial 16S rRNA. (Numeros correspondem a valores de bootstraps; valores < 50% nao

apresentados).
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6.2 Analises morfologicas

Os exemplares analisados estdo de acordo com a descri¢do e variagfes propostas na
literatura (Lockington, 1877; Rathbun, 1925; Melo, 1996). Com exce¢do aos espécimes do
México, ndo foram observadas diferencas significativas dos caracteres morfologicos
utilizados para a comparacdo dos espécimes de P. tuberculata (tab. 1) que distinguissem 0s
espécimes dos Estados Unidos, Japdo, Brasil, Argentina e Austrélia (fig. 7 A, B, D, E e F),
apesar de P. tuberculata apresentar a morfologia externa bastante variavel (Hendrickx, 1999;
Santana, 2008). Alem disso, foi verificado um distinto padrdo entre machos e fémeas, que
apresentaram: tamanho da carapaca, dos tubérculos e do rostro menores nas fémeas, padrdo de
granulacdo e tamanho da carapaca e abddmen diferentes, sendo as fémeas mais granuladas do
que os machos e também apresentam regido branquial mais inflada, forma dos quelipodos
diferentes, sendo que os machos apresentam quela inflada e hiato entre o dedo mével e fixo,

indicando dimorfismo sexual entre os espécimes.

A elevada variacdo morfol6gica observada na espécie, de acordo com Santana (2008)
motivaram a descricdo de 3 espécies, Inachoides brevirostrum Lockington, 1877; Inachoides
magdalenensis Rathbun, 1893 e Neorhynchus mexicanus Rathbun, 1893, todas posteriormente
sinonimizadas a Pyromaia tuberculata (Rathbun, 1925). Devido a grande diferenca
morfolégica observada nos espécimes mexicanos, Garth (1958) propds a ressuscitacdo de
Neorhynchus mexicanus como a subespécie Pyromaia tuberculata mexicana Rathbun, 1893.
No entanto, Hendrickx (1999) sugeriu que as diferencas morfologicas observadas entre os
exemplares analisados do Golfo do México, comparados com espécimes provenientes de
Sinaloa, identificados como Pyromaia tuberculata tuberculata Garth, 1960, néo justificavam
a separacdo em subespécie como sugerido por Garth (1958, 1960) e sinonimizou ambas a P.

tuberculata.

Os espécimes mexicanos analisados, provenientes do Golfo do México, apresentam
formato da carapaca, tamanho do rostro e padrdo de granulacdo da carapaca e quela
visivelmente distintos em relacdo aos demais (fig. 7 C), assim como observado por Santana
(2008). O distinto padrdo morfoldgico observado levantou ddvidas sobre a identificagdo dos
espécimes, apesar da classificacdo proposta por Rathbun (1925) sugerir a ocorréncia de trés
possiveis variacdes de formas: variacdo A: dois tubérculos gastricos largos, poucos granulos,
maior parte da carapaca lisa, pernas longas e finas; variagdo B: um tubérculo gastrico,
granulos grossos cobrindo quase que inteiramente a carapagca e rostro curto e grosso; e

variacdo C ou tipico: um tubérculo gastrico largo, granulos ndo cobrem totalmente a carapaca,
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rostro longo, ou tdo longo quanto largo. Desta maneira, 0S espécimes mexicanos se
encaixariam na descricdo da variacdo B. No entanto, 0s caracteres como rostro muito curto,
carapaca nédo piriforme com a regido branquial mais inflada e a palma da quela com poucas
cerdas e granulos mostram ser controversos para diversos autores (Garth, 1960; Hendrickx,
1999; Santana, 2008) sendo necessarias outras analises e mais exemplares, incluindo
resultados moleculares, para a correta identificacdo e confirmacdo de sua sinonimia com P.

tuberculata.

No presente trabalho ndo foi possivel obter dados moleculares dos espécimes do
México analisados, provavelmente devido ao tipo de conservacao deste material. A obtencédo
de novos exemplares é bastante dificil (M. Hendrickx com. pes.). Portanto, ndo foi possivel, a
partir dos dados moleculares, inferir sobre a similaridade genética dos exemplares mexicanos
em relacdo aos do Atlantico Sul ou Japdo. No entanto, apenas baseando-se nos dados
morfologicos obtidos é possivel verificar que os caracteres propostos para P. tuberculata
mexicana Garth, 1960 ou a variacdo B de Rathbun (1935) sdo bastante distintos dos
exemplares dos Estados Unidos, Japdo, Australia, Argentina e Brasil, aventando a

possibilidade da ressuscitagéo de P. tuberculata mexicana.
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Figura 7. Imagens da vista dorsal da carapaca de Pyromaia tuberculata de diferentes
localidades. (A) Estados Unidos, macho. (B) Japdo, macho. (C) México, macho. (D) Brasil,

macho. (E) Argentina, macho. (F) Australia, fémea.
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6.3 Analises morfométricas tradicional

Para as analises foram utilizados 62 individuos do Brasil, 14 individuos da Argentina,
2 dos Estados Unidos, 2 do México, 2 do Japdo e 2 da Austrélia, identificados como P.
tuberculata. A largura da carapaga variou de 6,09 a 18,12 mm e as médias das medidas
obtidas para cada estrutura mensurada nas diferentes localidades encontram-se na tabela 6.
Apbs a verificacdo da presenca de dimorfismo sexual na espécie, fémeas e machos foram
tratados como grupos distintos, Brasil: machos - grupo 1 (43 individuos), fémeas - grupo 2
(19 individuos). Argentina: machos - grupo 3 (7 individuos), fémeas - grupo 4 (7 individuos).
México: machos — grupo 5 (2 individuos). Estados Unidos: machos — grupo 6 (2 individuos).

Japdo: machos — grupo 7 (2 individuos). Australia: fémeas — grupo 8 (2 individuos).
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Tabela 6. Média e desvio padréo dos espécimes analisados de Pyromaia tuberculata de diferentes localidades. CC — Comprimento da Carapaga; LC —

Largura da Carapaca; CTQ — Comprimento Total da Quela; CIM — Comprimento Isquio-Mero; CCa — Comprimento do Carpo; CP — Comprimento do

Propodo; LP — Largura do Prépodo; CD — Comprimento do Dactilo; CA — Comprimento do Abdomén; LA — Largura do Abdémen.

Espécie

Localidade — Sexo

CC (mm)
(X+dp)

LC (mm) CTQ (mm)
(Xxdp) (Xxdp)

CIM (mm) CCa(mm) CP(mm) LP(mm) CD(mm) CA(mm) LA (mm)
(X+dp) (X+dp) (X+dp) (X+dp) (X+dp) (Xxdp) (Xxdp)

Pyromaia
tuberculata
Pyromaia
tuberculata
Pyromaia
tuberculata
Pyromaia
tuberculata
Pyromaia
tuberculata
Pyromaia
tuberculata
Pyromaia
tuberculata
Pyromaia

tuberculata

Brasil — machos (43)

Brasil — fémeas (19)

Argentina — machos

()

Argentina — fémeas

()

México — machos

()

EUA — machos (2)

Japédo — machos (2)

Australia — fémeas

)

12,07+2,26

11,33+1,71

10,13+0,99

8,12+0,62

16,73 +2,70

11,14+1,98

7,985+0,48

13,03+1

11,29+2,29  21,83+5,33

10+1,52 14,49+2 23

9,23+0,76  17,93+1,18

6,99+0,61  10,07+1,68

16,42+2,4  31,56+5,93

11,745+19 21,365+3,57

6,8+1,15  13,245+0,26

11,915+0,23 16,755+0,74

8,80+2,12  3,12+0,79 5,37+1,39 4,53+1,26  3,76%1,25 5,09+1,1 3,99+1,33

6,27+1,05 2,11+0,44 3,15+0,43 2,95+0,57 1,51+0,38 7,2+1,16 8,89+1,33

7,37+0,75  2,59+0,18 4,61+0,61 3,44+0,28 3,14+0,65 6,12+0,64  8,05+1,07

4,12+0,93  1,42+0,33 2,37+0,18 2,15+0,43 1,04+0,11 4,78+0,39  6,18+0,54

11,405£1,85 4,98+1,21 8,11+1,37 7,065¥1,49 6,3%1,23 7+1,17 4,44+173

7,41+14  3,795+0,58 4,83+0,33 5,33+x1,24 3,365+0,81 5,645+1,81 4,42+1,92

5,285+1,16 1,885+0,23 3,235+0,34 2,84+0,15 1,73#0,16 3,62+0,26 2,775+0,14

6,38+0,42  2,43+0,15 3,945+0,09 4+0,25 1,87+0 8,42+0,21  10,15+0,63
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Apo6s a remocdo do efeito da largura da carapaca sobre as analises, a partir da
aplicacdo da equacdo alométrica proposta por Tzeng (2004), como ja exposto foi realizada
uma analise discriminante utilizando-se de uma técnica multivariada exploratdria para mostrar

quais variaveis mensuradas sdo significativas na separacao dos grupos.

Primeiramente realizamos as andlises com individuos do Brasil e da Argentina (N:
76). Foi observado que praticamente todas as variaveis, exceto o comprimento do prépodo e a
largura do abdémen, mostraram ser significativas na separacdo dos grupos e apresentaram
poder de discriminancia entre os espécimes destes grupos (tab. 7). Testes complementares
foram realizados a posteriori. A andlise de discriminante demonstrou diferencas estatisticas
significativas entre os grupos (p<0,05) (tab. 8). A analise de discriminantes candnicas
apresentou duas variaveis (Roots) como significativas (p<0,05) (tab. 9) e pode ser melhor

visualizada na figura 8.

Posteriormente as mesmas andlises foram realizadas com os valores obtidos com
espécimes de todas as localidades estudadas. O poder de discriminancia de todas as variaveis
mostrou ser significativo para a separacdo entre os grupos (tab.10). Assim como para 0S
espécimes de Brasil e Argentina a analise de discriminante demonstrou diferencas estatisticas
significativas entre todos os grupos (p<0,05) (tab. 11). Porém, a analise de discriminantes
candnicos gerou 6 variaveis (Roots) e nao foi possivel construir o gréafico de discriminantes

candnicos no programa Statistica possivelmente devido ao N amostral baixo.

Por isso, um grafico de discriminante foi construido no programa Bioestat 5.0. A partir
das fungdes discriminantes de Fisher Y1: 0.3729 X1 + 0.4877 X2 -0.0954 X3 + 0.4390 X4 +
0.2970 X5 -0.1675 X6 + 0.2921 X7 + 0.1300 X8 -0.4480 X9 -0.0450 X10 e Y2: 0.3381 X1 -
0.2325 X2 + 0.0336 X3 + 0.7726 X4 -0.4339 X5 + 0.0078 X6 -0.1672 X7 -0.0863 X8 +
0.0020 X9 -0.0993 X10. Observou-se uma tendéncia de separacdo entre machos e fémeas das
diferentes localidades e entre espécimes do Brasil e das demais localidades. Além de uma
tendéncia de separagdo dos espécimes dos Estados Unidos e México dos demais (fig. 9), no

entanto, sem evidéncias de separacéo correlatas a distribui¢do geogréafica dos especimes.
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Tabela 7. Poder de discriminacdo de cada variavel morfométrica e seu respectivo valor de
significancia entre individuos de Brasil e Argentina. CC: Comprimento da Carapaca, CTQ:
Comprimento Total da Quela, CIM: Comprimento isquio-mero, CCa: Comprimento Carpo,
CP: Comprimento do Prépodo, CD: Comprimento do Dactilo, LP: Largura do Prépodo, CA:
Comprimento do Abdémen, LA: Largura do Abdomen (N: 76).

Wilks'

Lambda Valor F Valor p
LC 0.000196 7.18452  0.000324*
cC 0.000235  12.69982  0.000001*
CTQ 0.000166  2.93009  0.040465*
CIM 0.000514  52.36953  0.000000*
Cca 0.000226  11.50471  0.000004*

CP 0.000164 2.59609 0.060325
CD 0.000179 4.81555  0.004449*
LP 0.000167 3.04189  0.035415*
CA 0.000208 8.86787  0.000056*

LA 0.000163 2.46612 0.070488

*diferencas estatisticas significativas

Tabela 8. Valores de significancia da analise discriminante dos espécimes de Brasil e

Argentina analisados.

Brasil Brasil Argentina Argentina
machos fémeas machos fémeas
Brasil
0.00 0.000000 0.000000
machos
Brasil
A 0.000000 0.000000
fémeas
Argentina
0.00 0.000000
machos
Argentina
A 0.00 0.000000
fémeas
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Tabela 9. Andlise de significancia das varidveis canénicas (Roots) pelo teste do x2.

Espécimes Brasil e Argentina.

Roots R Wilks’
Autovalores ) X2 P
removidos candbnico Lambda
0 78.04717 0.993655 0.000145 592.0229 30 0.00
1 19.25633 0.975004 0.011492  299.2299 18 0.00*
2 3.29585 0.875909 0.232783 97.6626 8 0.00*

*diferencas estatisticas significativas
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Figura 8. Pyromaia tuberculata. Visualizacdo grafica gerada a partir da relagdo entre duas

variaveis (discriminantes cannicos) para as espécies de Brasil e Argentina estudadas.
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Tabela 10. Poder de discriminacdo de cada variavel morfométrica e seu respectivo valor de
significancia entre todos os individuos mensurados. CC: Comprimento da Carapaca, CTQ:
Comprimento Total da Quela, CIM: Comprimento isquio-mero, CCa: Comprimento Carpo,
CP: Comprimento do Prépodo, CD: Comprimento do Dactilo, LP: Largura do Prépodo, CA:
Comprimento do Abdomen, LA: Largura do Abdémen.

Wilks’ Valor F Valor p
Lambda
LC 0.000010 9.05624 0.000000*
CC 0.000013 15.11946  0.000000*

CTQ 0.000009 8.08434  0.000000*

CIM 0.000034  55.35381  0.000000*
Cca 0.000016 21.79746  0.000000*
CP 0.000006 2.94037  0.009642*
CD 0.000007 3.59436  0.002449*
LP 0.000007 3.96655  0.001131*
CA 0.000008 5.42052  0.000061*
LA 0.000023 34.69114  0.000000*

*diferencas estatisticas significativas
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Tabela 11. Valores de significAncia da anélise discriminante dos espécimes de diferentes
localidades analisados.

Brasil Brasil Argentina Argentina Meéxico EUA Japdo Austrélia

machos fémeas machos fémeas machos machos machos fémeas
n?;gﬁgs 0.000000 0.000000  0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
ffrr‘fzé's 0.000000 0.000000  0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
Ar;%i?]tgga 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
A}fg;ggga 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
r'\n"aeé‘r']g‘; 0.000000 0.000000 0.000000  0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
mims 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
riggﬁgs 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
Afgfflgs'a 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000

Tabela 12. Andlise de significancia das variaveis candnicas (Roots) pelo teste do x2. Para

todos os individuos analisados de diferentes localidades.

Roots R Wilks’
removidos Autovalores candnico Lambda Xz i
0 73.14585 0.993234 0.000005 891.8763 70 0.000000
1 25.28853 0.980796 0.000367 577.5358 54 0.000000
2 5.78028 0.923317  0.009635 338.8891 40 0.000000
3 5.45478 0.919280  0.065330 199.1657 28 0.000000
4 1.19060 0.737228 0.421694 63.0338 18 0.000001
5 0.07567 0.265226 0.923763  5.7888 10 0.832680
6 0.00638 0.079610  0.993662  0.4641 4 0.976897
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Figura 9. Andlise discriminante gerada para espécimes de diferentes localidades. Grupo 1.

Brasil — machos; Grupo 2. Brasil- fémeas; Grupo 3. Argentina - machos; Grupo 4. Argentina -

fémeas; Grupo 5. México - machos; Grupo 6. Estados Unidos - machos; Grupo 7. Japao -

machos; Grupo 8. Australia - fémeas.

Sistematica

Superfamilia Majoidea (Samouelle, 1819)

Familia Inachoididae (Dana, 1851)

Género Pyromaia (Stimpson, 1871)

Pyromaia tuberculata (Lockington, 1877)

Inachus tuberculatus. —Lockington, 1877a: 30.

Inachus tuberculatus.—Lockington, 1877b: 64.
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Microrhynchus (Inachus) tuberculatus.—Lockington, 1877c: 64.
Inachoides brevirostrum.—Lockington, 1877c: 75.

Inachoides magdalenesis.—Rathbun, 1893: 228.

Neorhynchus mexicanus.—Rathbun, 1893: 233.

Dasygyius tuberculatus.—Rathbun, 1898a: 570.—Holmes, 1900: 27.—Weymouth, 1910: 27,
pl. 3, fig. 8; Hilton, 1916: 71, fig. 13.

Inachoides magdalenesis.—Rathbun, 1898a: 571.—Nininger, 1918: 39, figs. 11-12.
Inachoides tuberculatus.—Schmitt, 1921: 199.

Pyromaia tuberculata.—Rathbun, 1925: 133, pl. 40, fig. 3, pl. 218, figs. 1-4.—Crane, 1937:
56.—Garth, 1948: 23; 1958: 85; 1960: 111.—Sakai, 1976: 169.—Webber & Wear, 1981:
332.—Morgan, 1990: 316-317.—Hendrickx, 1993: 9.—Moran & Dittel, 1993: 613.—
Hendrickx, 1994: 74.—Jensen, 1995: 25.—Furota, 1996a: 71-76; 1996b: 77-91.—Tavares &
Mendonga Jr., 1996: 153.—Fransozo & Negreiros-Fransozo, 1997: 304.—Hendrickx et al.,
1997: 80; 1999: 75, fig. 42.—Boschi, 2000: 123.—Lemaitre et al., 2001: 770-771.
—Marcano & Bolafios, 2001: 75.—Davie, 2002: 300.—Schejter et al., 2002: 605-
610.—Luppi & Spivak, 2003: 201-214.—Poore, 2004: 366.—Tavares & Mendonga Jr.,
2004: 66.—Braga et al., 2005: 28.—McLaughlin et al., 2005: 251, 311.—Ng et al., 2008:
115.—Santana, 2008: 202.—Sliwa et al., 2009: 427.—Bertini et al., 2010: 280.—Wells et
al., 2010: 12.—Ahyong & Wilkens et al., 2011: 423.—Doi et al., 2011.— Tavares, 2011:
257.—Tavares & Mendonga Jr., 2011: 50.—Sant’Anna et al., 2012: 11.—Komai & Furoda,
2013: 245.—Faria et al., 2014: 5.—Leignel et al., 2014: 9130.—Tudge et al., 2014: 14;
Pyromaia tuberculata tuberculata. —Garth, 1960: 115.—Garth & Abbott, 1980: 596.

Pyromaia tuberculata mexicana. — Garth, 1958: 85, pl. E, fig. 7, pl. 6, fig. 1-2; 1960: 112.—
Sandoval, 1995: 195.

Localidade-tipo: Estados Unidos, California, San Diego Bay.

Material examinado: Japdo: Toéquio CCDB 5900 (2 &). Australia: Newcastle AM. 67179 (2
Q). Estados Unidos: California MNHN 2014-10180 (2 &, 1 Q). México: 2&. Brasil: Ubatuba
CCDB 4148 (7 &, 5 Q); CCDB 4147 (30 &, 8 ©); CCDB 5550 (1 &, 2 Q); CCDB 3956 (1 &,
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1 9); MZUSP 12147 (1 Q); MZUSP 12148 (1 Q); MZUSP 32352 (1 &). Cananéia CCDB
5266 (1 &, 1 Q). ParandA MZUSP 9521 (1 Q); MZUSP 11051 (1 &). Argentina: Mar del Plata
CCDB 0872 (1 &, 3 9). Buenos Aires CCDB 5457 (7 &3, 4 Q).

Diagnose da espécie: carapaca piriforme, flancos granulados e tuberculados. Um grande
tubérculo, as vezes espiniforme, nas regibes mesogastrica, cardiaca e intestinal. Primeiro
somito abdominal com tubérculo curto e espiniforme. Rostro simples. Um tubérculo sobre a
face supra-orbital da carapaca. Esterno toracico granulado. Quelipodos fortes com a palma
inflada, esparsamente granulada. Fémea menor do que o macho, mais granulada, tubérculos
medianos menores, rostro mais curto, abdome irregularmente granulado, quelipodos mais
delgados, palma do quelipodo apenas ligeiramente inflada, com dedos sem hiato (Melo,
1996).

Distribuicao: Pacifico - Leste da Califérnia, Golfo da California até a Colémbia; Introduzido
em: Indo Pacifico: Japao, Australia, Nova Zelandia; Atlantico Sul: Argentina e Brasil (Rio de

Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Rio Grande do Sul).
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7. Discussao
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7.1 Dados moleculares

Com base nos exemplares do Brasil, Argentina e Japdo amplificados, tanto os valores
de divergéncia genética como os dendrogramas obtidos apontam para a monofilia da espécie
Pyromaia tuberculata. Resultados que corroboram os dados morfologicos. Ao fazer as
comparagOes, observa-se que ndo houve nenhum rearranjo nas sequéncias (inversoes,
transposicoes, supressdes, adicbes) sendo estas iguais para todas as localidades, tanto para o
fragmento para o gene Citocromo Oxidase I, mesmo este sendo mais variavel, quanto para o
fragmento de 16S, o que poderia ter se esperado por este ser mais conservado (Schubart et al.,
2000a; Vergamini et al., 2011). Este perfil pode estar relacionado ao tempo de divergéncia da
espécie e sua recente introducdo nessas localidades (Sakai, 1976; Webber & Wear, 1981,
Melo et al, 1989; Schejter et al. 2002). A grande conservacdo das sequéncias destes genes
pode ser indicativo de fluxo génico entre as populacdes, ou de um acumulo baixo de mutagcbes

em razdo do curto espaco de tempo de separacao dos espécimes.

A divergéncia genética para ambos os genes analisados foi nula (0%) entre todas as
localidades indicando uma falta de variabilidade genética entre estas. Em alguns grupos de
crustaceos decapodes ja foi relatada uma ampla distribuicdo de espécies sem diferenciacao
genética consideravel (Mantelatto et al., 2011), que pode ocorrer devido escassez de barreiras
que impecam o fluxo génico, além de aquisicdo lenta de divergéncias genéticas (Liu et al.,
2009).

O gene COI apresenta uma grande variacdo entre grupos de crustaceos, de 0 a 2,5%
intraespecificas e 4,9 a 23,6% interespecificas (Costa et al., 2007). Os valores obtidos pelas
analises de divergéncia genética de 0% para variacao intraespecifica e de 15-20% nas relaces
entre espécies da familia Inachoididae estdo dentro dos limites propostos. Além disso, o clado
formado para os espécimes de P. tuberculata reforcam a monofilia da espécie. O grupo irméo
formado pela espécie Inachoides laevis e este como grupo irmdo do clado formado por
Collodes gibbosus e Aepinus septemspinosus também apontam o posicionamento da espécie

P. tuberculata na familia Inachoididae Dana 1851.

O gene 16S apresentou resultados semelhantes ao gene COI, com divergéncia genética
nula e variagOes intraespecifica para a espécie de 0 a 3%. A variagdo intergenérica variou de
6% a 23% entre as especies da familia Inachoididae. O clado com alto suporte da espécie P.

tuberculata e com o grupo irmdo Inachoides leavis e deste com as outras espécies da familia
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Inachoididae utilizados também reforca a monofilia da espécie e suportam seu

posicionamento na familia Inachoididae.

Os clados corroboram a classificacdo de Drach & Guinot (1983) de que a espécie
Pyromaia tuberculata, e o género Pyromaia estdo inseridos na familia Inachoididae e na
superfamilia Majoidea. Hipdtese também sustentada por Santana (2008) com base em dados
morfol4gicos

7.2 Dados morfoldgicos

Os espécimes de Pyromaia tuberculata apresentaram varia¢des (fig. 7) nos caracteres
morfolégicos j& descritos como classicos e diagnosticos na literatura para tal espécie
(Lockington, 1877; Rathbun, 1925; Melo, 1996). Foi observado que o padrdo de granulacéo
na face dorsal da carapaca, a presenca de um tubérculo proeminente na porcdo gastrica e o
tamanho do espinho ao redor da Orbita ocular sdo varidveis; entretanto ndo mostraram ser
significativos para uma possivel separacdo por localidades entre os espécimes analisados
mostrando que a morfologia ndo se alterou significativamente ao longo de seu processo de
introducdo em novos locais e seu estabelecimento. Tais caracteristicas também foram
observadas por Schejter et al. (2002) em espécimes do Brasil e da Argentina, no qual os
autores relatam que os caracteres morfoldgicos analisados corroboravam com o ja descrito

pela literatura.

Os espécimes encontrados na costa do México apresentaram caracteristicas
morfolégicas visivelmente diferentes (fig. 7 C), como a carapaca mais inflada e arredondada,
0 padrdo de granulacdo da carapaca e quelipodos diferenciados e o rostro nitidamente mais
curto. Este padrdo se distinguiu dos demais individuos analisados, mesmo quando observada
variacdo do tamanho da carapaca e no tamanho do rostro nos outros espécimes analisados e na

literatura correspondente (Rathbun, 1925).

Garth (1958) restabeleceu a espécie Neorhynchus mexicanus anteriormente descrita
por Rathbun (1893) e que havia permanecido na sinonimia a P. tuberculata por décadas,
como P. tuberculata mexicana, baseando-se nessas diferengas morfologicas e, também pela
relagdo entre o comprimento da carapaca e do rostro (Garth, 1958). Schejter et al. (2002)
analisou o tamanho do rostro relacionando-o0 ao comprimento da carapaca, assim como Garth
(1958), de espécimes do Brasil e da Argentina confirmando o tamanho do rostro longo desses

exemplares. No entanto, Hendrickx (1990b; 1999) voltou a incluir P. tuberculata mexicana na
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sinonimia de P. tuberculata ap6s uma extensa analise de espécimes coletados no Golfo
California, México e comparados a outros coletados no estado de Sinaloa, México (fig. 10).
Durante suas observacGes Hendrickx ndo comparou os espécimes encontrados no México
com de outras localidades onde P. tuberculata € reportada, como Estados Unidos por

exemplo.

O Golfo da California (fig. 10) é uma das regides marinhas mais estudadas do México
onde séo relatadas condi¢cGes ambientais que permitem o processo de isolamento e especiacao
para sua biota, sendo uma importante area de endemismo para diversas espécies (Espinoza-
Avalos, 1993; Enriquez-Andrade et al., 2005). Esse isolamento pode ocorrer devido uma
importante area de ressurgéncia pelo encontro das correntes marinhas do Peru e da Califérnia
(Enriquez-Andrade et al., 2005). Assim, com base na dindmica das correntes e endemismo da
regido, e a variacdo morfoldgica dos exemplares analisados e reportados na literaratura, 0s
espécimes de P. tuberculata analisados por Hendrickx (1990b; 1999) poderiam néo
corresponder a P. tuberculata corroborando a separacdo dos espécimes por Garth (1958).
Desta maneira, analises moleculares poderiam esclarecer mais precisamente e manter a

sinonimia de P. tuberculata mexicana ou atestar que se trata de outra espécie.
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Figura 10. Golfo da Califérnia e Sinaloa. Em cinza escuro, o litoral do Golfo da Califérnia,
México. Retirado de Enriquez-Andrade et al., 2005.

Analises morfométricas envolvendo diversas estruturas de P. tuberculata ainda nédo
foram feitas, estando disponivel na literatura apenas compara¢fes no comprimento e na
largura da carapaca e do rostro (Garth, 1958; Schejter et al., 2002). Entretanto o comprimento
do rostro ndo foi uma estrutura mensurada durante o presente estudo, pois este pode estar
guebrado (como pode ser observado na figura 4 B) ou degastado tornando a analise inexata e

apresentando resultados que ndo demonstrem padrées fidedignos.

Como ja exposto anteriormente, o enfoque maior ocorreu na comparacdo entre
especimes do Brasil e da Argentina, pela maior disponibilidade de exemplares. Os dados
guando submetidos a analise discriminante mostraram que o comprimento do prépodo e a
largura do abdémen ndo sdo significativos em separar 0s grupos (tab. 7), e que todos os

grupos diferem entre si (tab. 8), 0 que pode ser melhor visualizado na figura 8, construida a
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partir da analise de discriminantes candnicos, e constituindo um indicativo da existéncia de

diferengas no padréo de crescimento dessas duas localidades.

Essa diferenca no tamanho e na dimensdo corporal pode estar relacionada a variacéo
latitudinal encontrada nas provincias biogeograficas Argentiniana e Brasiliana. Estudos a
respeito do tamanho de espécies em gradientes ambientais como a variacao latitudinal tém
sido relatados para diferentes grupos marinhos como moluscos, equinodermos (Roy &
Martien, 2001; Verdelhos et al., 2011) e até mesmo crustaceos decapodes, por exemplo, o

caranguejo Armases rubripes Rathbun, 1897 (Luppi et al., 2003).

Muitas hipoteses buscam fazer relag@es entre latitude e tamanho corporal sendo que a
principal é a “Regra de Bergmann” que afirma que o tamanho corporal aumentaria em locais
mais frios, ou seja, em maiores latitudes (Blackburn & Gaston, 1996). Entretanto existem
contestacOes a respeito da generalidade desse padrdo (Blackburn & Gaston, 1996; Roy &
Martien, 2001; Verdelhos et al., 2011). O tamanho de espécies pode se correlacionar com
muitas caracteristicas fisiologicas e ecoldgicas de um individuo (Roy & Martien, 2001). Os
espécimes aqui analisados ndo seguem o padrdo proposto na Regra de Bergmann, pois em
geral os espécimes da Argentina apresentaram tamanho corporal menor do que os do Brasil,
podendo estar relacionada a mudancas latitudinais ou na disponibilidade de energia (Hipo6tese
de espécies em termos energéticos), que indica menores tamanhos do corpo em altas latitudes
devido a disponibilidade de energia reduzida em relacdo a regifes equatoriais (Roy &
Martien, 2001), além de variaveis ambientais, temperatura, sazonalidade, precipitacdo, etc
(Verdelhos et al., 2011).

A anélise discriminante com valores das estruturas mensuradas de todos os individuos
de diferentes localidades mostra ndo haver aproximacao de espécimes do Atlantico, Brasil
(grupos 1 e 2) e Argentina (grupos 3 e 4). Mesmo dentro do Brasil os machos e fémeas se
distanciaram e ndo apresentam correlagdo. Observou-se uma aproximacdo dos grupos da
Argentina (3 e 4) com os espécimes da Japdo e Australia (grupos 7 e 8). As espécies da
Ameérica na costa do Pacifico, México e Estados Unidos, também apresentaram uma
aproximacéo (grupos 5 e 6). Ao contrario da comparacdo entre Brasil e Argentina todas as
variaveis mensuradas tiveram diferencas significativas (tab. 10). As diferencas entre os grupos
tambem foram significativas (tab. 11). Entretanto a analise de discriminante candnica
apresentou seis “roots” com valores nao significativos p>0.05, possivelmente devido o baixo

N amostral (tab. 12). Assim com base nos dados morfométricos e um baixo N amostral ndo
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foi possivel inferir sobre a separacdo dos espécimes por diferentes localidades. Sendo

necessario um maior aporte de material analisado.

Distribuicéo

Em sua distribui¢do natural Pyromaia tuberculata pode ter seus limites no Leste da
California e na Colémbia determinados por &reas de ressurgéncia encontradas, além da
influéncia de correntes maritimas. A Baia de Monterrey estd localizada na costa central da
Califérnia onde o evento de ressurgéncia de agua fria rica em nutrientes ocorre (Rosenvelt et
al., 1994; Graham et al., 1997) e a corrente da California é associada a baixa temperatura,
salinidade e o oxigénio altamente dissolvido nessa regido (Rosenvelt et al., 1994). Além
disso, a presenca da zona de ressurgéncia no Pacifico Sul localizada na costa do Peru, é
determinada pela corrente fria do Peru que se move ao longo da costa do Chile e traz aguas
geladas da Antartica causando efeito de resfriamento. Os ventos alisios soprando para leste e a
mudanga no sinal da forca de Coriolis no equador produz uma forte divergéncia no transporte
de superficie (Toggweiler & Dixon, 1991). A medida que as correntes de superficie se
dividem, tendem a arrastar agua para cima, vindas das camadas mais profundas. Enquanto a
agua de superficie se move para longe dos continentes é substituida por dgua fria que sobe de
areas mais profundas (Heinze & Wefer, 1992; Nixon & Thomas, 2001). Assim, determinando
as duas areas de ressurgéncia no Pacifico Oriental que podem atuar como barreiras e limitar a

distribuicdo das espécies marinhas.

Apesar da delimitacdo que diferentes barreiras exercem sobre as espécies marinhas, 0
sucesso de uma espécie introduzida é resultado de muitos fatores, desde como sobreviver ao
transporte, como se estabelecer, até a reproducdo sob novas condi¢bes bidticas e abioticas
(Carlton 1996; Ruiz et al., 2000). Também dependera de sua aptidao genética, ao biofisico da
area em que se introduziu em comparacdo com a area de ocorréncia natural além do nivel de
predacdo e competicdo que ird encontrar (Hutchings et al., 2002). Os caranguejos braquiuros
apresentam caracteristicas que parecem facilitar introdugdes marinhas, sendo a maioria dos
gue conseguem se estabelecer encontrados nas zonas intertidal ou sub-marés rasas, capazes de
tolerar uma ampla gama de temperaturas e salinidades, além de serem comuns e abundantes
em sua area nativa tendo uma maior chance de serem transportados por navios. (Brockerhoff
& McLay, 2011).
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O caranguejo Pyromaia tuberculata pode ser visto como uma espécie bem
estabelecida em locais que n&o de sua distribuicdo natural, entretanto pouco se sabe a respeito
dos prejuizos para a comunidade em que este se inseriu (Brockerhoff & McLay, 2011).
Possivelmente se estabeleceu no Japao apos ser carregado em navios de transporte naval pos-
segunda guerra mundial, da Califérnia para Yokohama (Brockerhoff & McLay, 2011). Muitos
outros relatos apontam o aparecimento de espécies em novos locais na costa do pacifico
durante ou ap6s a Segunda Guerra Mundial (Carlton, 1996), corroborando com essa hipotese.
E sua dispersdo para Australia e Nova Zelandia possivelmente se deu por meio de navios
provindos do Japédo ou dos Estados Unidos (Ahyong, 2005; Webber & Wear, 1981). Assim
como o Brasil que pode ter tido uma introducdo por &gua de lastro ou entre organismos

incrustantes carregados por navios provindos dessas diferentes localidades (Tavares, 2011).

A dispersdo de individuos para a Argentina pode ter ocorrido em aguas de lastro de
navios provenientes do Pacifico bem como por dispersdo natural de espécimes do Brasil
(Schejter et al., 2002). Estes, entretanto teriam que conseguir atravessar a Barreira do Rio de
la Plata localizada entre o Uruguai e a Argentina (34°-36° 20’S, 55°-58°30’W) que apresenta
um grande fluxo de &gua do estuario para a costa do mar (Laurenzano et al., 2012) (fig. 11).
Como visto anteriormente para diversos grupos, a distribuicdo de anthozoa, moluscos e
mesmo crustaceos decapodes é limitada por esta barreira como para a espécie Armases
rubripes (Boschi, 2000; Spivak, 1997) que tem como limite de sua distribuicdo a costa

nordeste do Rio de La Plata.

Com base nos resultados obtidos, com auséncia de variabilidade genética e
morfolégica, a espécie Pyromaia tuberculata pode ter se dispersado de aguas brasileiras para
aguas argentinas e ter conseguido passar por essa barreira na forma larval, como observado
para outras espécies que ndo apresentam descontinuidade na sua distribuicdo ao longo da
costa Atlantica da América do Sul, como por exemplo os decapodes Arenaeus clibanarius
(Lamarck, 1818) (Luppi et al., 2003) e Uca urugayensis (Nobili, 1901) (Laurenzano et al.,
2012). O que pode sugerir que a barreira do Rio de La Plata poderia ser aberta durante curtos
periodos ou ainda uma hipdtese de que esta seria uma barreira intermitente determinada pela
influéncia do rio na plataforma continental podendo explicar a distribuicdo dessas espécies
(Luppi et al., 2003). Entretanto, como ndo houve divergéncia genética entre 0s espécimes
analisados sua introducdo também pode ter ocorrido por meio de navios provenientes de

outras localidades, como o Japéo.

49



Monografia de Bacharelado C. K. Figueiredo (2015)

AN URUGUAY
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Figura 11. Estuario Rio de La Plata. Setas 1a e 1b demonstram o movimento da dgua durante
diminuicdo na vazdo do Rio. A. Movimento que pode explicar transporte de larvas peldgicas
do Brasil para Argentina. B. Penetracdo da dgua do mar na costa Uruguaia. Seta 2 indica o

movimento ao longo da costa. Retirado de Luppi et al., 2003.

O desenvolvimento larval da maioria das espécies de Majoidea geralmente apresenta 3
estagios, duas zoea e uma megalopa (Furota, 1996a) em contraste com a grande maioria dos
Brachyura (Hultgren & Stachowicz, 2008). A duracdo do desenvolvimento larval completo
observado para Pyromaia tuberculata a temperatura média de 20°C variou de 14-18 dias
(Furota, 1996a; Fransozo & Negreiros-Fransozo, 1997; Lupi & Spivak, 2003), considerado
um periodo curto de desenvolvimento para espécies de decapodes (Hultgren & Stachowicz,
2008).

Esse curto periodo de duracéo de desenvolvimento larval é um problema para explicar
a habilidade de dispersdo da espécie principalmente em agua de lastro para localidades muito
distantes como observado para a atual distribuicdo de Pyromaia tuberculata.

Sendo assim, esta possivelmente foi transportada para longas distancias como adultos
entre organismos incrustantes e entre Brasil e Argentina na forma larval através da

movimentacdo de agua costeira tendo sucesso em atravessar a barreira biogeogréfica do Rio
de La Plata.
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8. Conclusobes
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A igualdade nas sequéncias parciais dos genes COIl e 16S, indicam uma baixa
divergéncia genética entre os espécimes de Pyromaia tuberculata e uma possivel introducao

recente destes.

Os resultados da anélise filogenética corrobora a classificacdo de Drach & Guinot
(1983) posicionando P. tuberculata dentro da familia Inachoididae, que era ainda controversa

baseada apenas em analises morfoldgicas.
Além disso, a espécie esta bem suportada na superfamilia Majoidea.

Os especimes originarios do México (Golfo da California) que sdo classificados como
P. tuberculata ainda precisam de uma investigacdo mais profunda, principalmente por
analises moleculares, pois as analises morfoldgicas e a revisao literaria demonstram que é
provavel a separacdo destes dos demais espécimes analisados (Estados Unidos, Japdo,

Australia, Brasil e Argentina).

Foi constatada alta variabilidade morfoldgica e auséncia de variabilidade genética
entre os individuos das duas provincias biogeograficas (Brasiliana e Argentiniana), resultados
que indicam que apesar do Rio de La Plata ser uma barreira geogréfica para varias espécies,
pode estar ocorrendo dispersdo e fluxo génico entre espécimes do Brasil e Argentina.
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