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RESUMO

Macrobrachium jelskii € um camardo duleicola que ocorre na Ameérica do Sul e na maioria dos
Estados brasileiros, tendo uma ampla distribuicdo geografica. Sendo importantes
ecologicamente na manutencéo da cadeia tréfica e para o consumo humano. A sua dispersdo é
limitada devido a seu desenvolvimento larval abreviado, influenciando na variabilidade
interespecifica, dificultando. a sua‘identificagdo taxonomical Vistoa degradacdo nas'areas'de
ocorréncia dessa espécie e a influéncia desses fatores em diferentes caracteristicas bioldgicas
nesses organismos foi analisado a variabilidade morfogenética dessa espécie de camardo de
agua doce amostradas em rios e em uma represa do Sul e Sudoeste da Bahia. Neste estudo
realizamos a analise da morfometria geométrica e verificamos quatro morfotipos populacionais,
com variagOes encontradas na forma do cefalotdrax, comprimento do rostro e tamanho. Essas
variacfes podem ser devido ao diferente estagio de maturacdo gonadal dos camarBes e
adaptacdes ambientais, como a distancia hidrolégica, a localizacdo geografica, clima e o
ambiente aquético. Realizamos anélise de genética molecular para identificacdo da espécie
através do gene mitocondrial Citocromo C oxidase subunidade | (COI). Nas analises das
sequéncias foi observado a presenca de picos duplos e cddons de parada na traducdo das
sequéncias, com 12 haplotipos, e apenas dois compartilhados, sendo 0s.demais exclusivos para
cada individuo, além de 43 mutacdes. A maior distancia genética intraespecifica foi entre as
sequéncias do presente estudo (2.6%) e, guandescomparadas com sequéncias dos bancos de
dados, a divergéncia interespecifica foi'de 140.9% em relacdo a M. jelskii do BOLD e 135.1%
em relacdo a M. rosenbergii, do GenBank, sequéncias obtidas por similaridade no BLAST. As
arvores de neighbor-joining (NJ), maxima verossimilhanca (ML) e inferéncia bayesiana (Bl),
apresentaram a mesma topologia com diferengas no valor de suporte. As sequéncias de M.
jelskii do presente estudo formou um clado independente nos dois bancos de dados (BD1 e
BD2) com alto suporte (NJ/ML/BI - BD1'100%/100% de bootstrap e 1 probabilidade posterior;
BD2 95%/ 100% de bootstrap e 1 de probabilidade posterior). Estes resultados representam a
possibilidade de amplificacdo de pseudogenes mitocondriais da regido COI. Portanto, a espécie
M. jelskii apresenta uma alta plasticidade. fenotipica e a.presenca de pseudogenes podem
acarretar em superestimacao de espécies, enfatizando a importancia do desenvolvimento de
iniciadores especificos para cada tdxon em determinadas situacdes. Estes resultados podem
auxiliar em futuros estudos taxonémicos com camarGes de agua doce, enfatizando a
importancia da taxonomia integrativa, utilizando também genes nucleares, morfologia e
ecologia.

Palavras-chave: Cefalotérax, DNA barcoding, morfometria geométrica, pseudogenes



ABSTRACT

Macrobrachium jelskii is a sweet shrimp that occurs in South America and in most Brazilian
states, with a wide geographical distribution. Being ecologically important in the maintenance
of the trophic chain and for human consumption. Its dispersion is limited due to its abbreviated
larval development, influencing interspecific variability, making taxonomic identification
difficult. In view of the degradation in'the areas of‘occurrence of this'species and the'influence
of these factors on different biological characteristics in these organisms, the morphogenetic
variability of this species of freshwater shrimp sampled in rivers and in a dam in the South and
Southwest of Bahia was analyzed. In this study, we performed the analysis of geometric
morphometry and verified four population morphotypes, with variations found in the shape of
the cephalothorax, length of the rostrum and size. These variations may be due to the different
stage of gonadal maturation of shrimp and environmental adaptations, such as hydrological
distance, geographic location, climate and aquatic environment. We performed molecular
genetic analysis to identify the species through the mitochondrial gene Cytochrome C Oxidase
subunit I (COI). In the analysis of the sequences it was observed the presence of double peaks
and stop codons in the translation of the sequences, with 12 haplotypes, and only two shared,
the others being exclusive for each individual, in addition to “43“mutations. The greatest
intraspecific genetic distance was between the sequences of the.present study (2.6%) and, when
compared with sequences in the databases, the-interspecific divergence was 140.9% in relation
to M. jelskit from BOLD and 135.1% in relation to M. rosenbergii, from GenBank, sequences
obtained by similarity.in BLAST. The neighbor-joining (NJ), maximum likelihood (ML) and
Bayesian inference (Bl) trees showed the same topology with differences in the support value.
The M. jelskii sequences of the present study formed an independent clade in the two databases
(BD1 and BD2) with high support (NJ /ML / Bl - BD1 100% / 100% bootstrap and 1 posterior
probability; BD2 95% / 100% bootstrap and 1 posterior probability). These results represent
the possibility of amplification of mitochondrial pseudogenes from the COI region. Therefore,
the species M. jelskii has a high phenotypic plasticity and the presence of pseudogenes can lead
to_overestimation, of species, emphasizing the importance of developing specific primers for
each taxon in certain situations.” These resuits may assist in future taxonomic studies with
freshwater prawns, emphasizing the importance of integrative taxonomy, also using nuclear
genes, morphology and ecology.

Keywords: Cephalothorax, DNA barcoding, geometric morphometry, pseudogenes
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1. INTRODUCAO

O conhecimento da biodiversidade € fundamental para a conservacao das espécies nos
diferentes ambientes. Principalmente no cenério atual de degradacdo, inclusive do ambiente
aquético. Aguas interiores continentais,.como’as bacias hidrograficas do Brasil, recebem grande
quantidade de efluentes urbanos e industriais, além, da exploracdo de Seus recursos,
implantacdo de barragens e introducéo de espécies exoticas.

A bacia do rio de Contas é uma bacia importante no Estado da Bahia, que sofre com os
impactos antrdpicos citados acima, e compde trés componentes fisiograficos, desde semiarido
até o semiumido, porém com poucos estudos referente a composicao da fauna aquatica.

Atualmente existem diversas metodologias que favorecem o conhecimento da
biodiversidade dentro e entre as populagGes bioldgicas, como a merfometria geométrica, que
analisa:a variacao na forma das estruturas bieldgicas, através de marcos anatdmicos homologos
determinades; verificando a variacao eseovariacao da forma dos individuos.

E a genética molecular, que também vem sendo importante em estudos bioldgicos,
auxiliando na compreensao das relaces evolutivas das espécies, podendo ser aplicada em
andlises de individuos em qualquer estagio de desenvolvimento, tanto larval quanto juvenil,
identificar individuos fragmentados quando ndo podem ser identificados morfologicamente,
sendo utilizada principalmente na identificacdo de espécies cripticas (morfologicamente iguais
e geneticamente distintas).

As analises moleculares de estudos taxondmicos do DNA mitocondrial sdo bastante
utilizadas, a técnica de DNA barcoding descrita por Hebert et al. (2003), analisa 0 gene
mitocondrial Citocromo C Oxidase Subunidade I, e vem sendo uma ferramenta eficaz em
estudos de taxonomia e identificacdo molecular, devido a sua maior taxa de mutacgéo,
permitindo estudos populacionais e filogenéticos.

No entanto, a maioria dos estudos ndo abordam a possibilidade de obtencdo de
pseudogenes mitocondriais, que sdo copias ndo funcionais das sequéncias mitocondriais que
foram incorporadas ao genoma nuclear, acumulando mutagdes, que quando utilizados em uma
perspectiva.taxonomica, podem acarretar.na superestimacao de espécies e descricao errénea da
biodiversidade.

Portanto, neste estudo iremos analisar a espécie de camardo de agua doce
Macrobrachium jelskii (Miers, 1877), utilizando a morfometria geométrica e a genética

molecular. Estudos do género Macrobrachium sdo dificultados pelas semelhangas morfologicas
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entre as espécies, principalmente as sintdpicas;e‘também devido a alta plasticidade fenotipica
dentro das. especies. Assim, as ferramentas citadas acima podem favorecer a andlise da
variabilidade morfogenética da espécie de camardo de agua doce Macrobrachium jelskii

amostradas no Sul e Sudoeste da Bahia.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracdes sobre os camardes

Os camardes pertencem ao filo Arthopoda e subfilo “Crustacea”, com aproximadamente
68.000 espécies descritas de crustaceos, ocorrendo em diversos ambientes marinhos, salobros
e de &gua doce do planeta Terra (Pinheiro & Boos, 2016). Eles fazem parte da Ordem Decapoda,
a qual inclui“espécies conhecidas, como 0s.caranguejos, siris, camar@es, lagostins, lagostas e
tatuzinhos-de-jardim (Silva et al. 2010).

Regier et al. (2010), realizaram um estudo verificando as relacoes dos artrépodes através
da analise de filogenémica de sequéncias codificadoras de proteinas nucleares de copia Unica,
onde analisaram 62 genes em 75 espécies de artropodes. Os resultados das arvores filogenéticas
do estudo foi 0 agrupamento do subfilo'Hexapoda como grupo irméo de Xenocarida (clado do
subfilo Crustacea), confirmando assim a paralifia de “Crustacea”. Este estudo demonstra a
importancia de analises de taxonomia molecular em espécies do subfilo Crustacea, afim de
maximizar os dados disponiveis referente aevolucao e morfogénese dos Arthopoda.

Os decépodes sao invertebrados que possuem uma ampla distribuicdo, sendo um dos
grupos mais representativos de animais aquaticos. Eles possuem grande importancia econdémica
por serem, utilizados na alimentacdo humana e como fonte de renda para pescadores locais
(Melo, 2003). Além da importancia econdmica, estes organismos sao essenciais nos processos
ecoldgicos, como na manutencéo da cadeia trofica: sendo herbivoros, predadores ou presas para
outros grupos animais (Silva et al. 2010).

Os-Degapoda se subdividem emduas subordens, que se diferenciam de acordo com o
tipo de reproducdo: as fémeas da suhordem Pleocyemata“incubam® os ovos nas cerdas
pleopodiais, enquanto as da subordem ' Dendrobranchiata (Superfamilias’ Penaeoidea e
Sergestoidea) o0s liberam diretamente na agua.(Pinheiro & Hebling, 1998).

A subordem Pleocyemata é dividida em sete infra-ordens, Anomura, Astacidea,
Brachyura, Caridea, Palinura, Stenopodidea e Thalassinidea. A maior parte das espécies de

camarfes pertencem a infra-ordem Caridea, que é composta de aproximadamente 2.500
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espécies distribuidas'em 31 familias, tendo muitos representantes de.agua doce. No Brasil
ocorrem trés familias de Caridea em aguas continentais, sendo a familia Palaemonidae a mais
abundante. Esta é composta por numerosas espécies de camardes benténicos que habitam
regibes marinhas, estuarinas e de agua doce. A familia Palaemonidae e dividida em duas
subfamilias, a Pontoniinae (Kingsley, 1878) (com 116 géneros e 602 espécies) e Palaemoninae
(Kingsley, 1878) (com 14 géneros e 379 especies), esta Ultima apresenta camarfes de grande
porte pertencentes ao género Macrobrachium (Spence Bate, 1868) (Cintra et al. 2003 e
Mantelatto et al. 2016).

As demais familias de camar@es de agua doce da infra-ordem Caridea, incluem, Atyidae
que € composta por quatro espécies pertencentes aos géneros Atya (Leach, 1816) e Potimirim
(Holthuis, 1954).

2.2 Género Macrobrachium

Os camardes de agua doce do género Macrabrachium (Spence Bate, 1868) (Decapoda:
Palaemonidae) sdo.um grupo altamente diversificado de crustaceos decapodes, com espécies
distribuidas em ‘regides tropicais ‘€ subtropicais, sendo frequentemente utilizados
comercialmente em aquicultura (Zimmermann et al. 2012). Atualmente, existem 246 espécies
validas de Macrobrachium, cerca de 40 espécies sdo encontradas nas aguas doces e tropicais
da América do Sul, das quais 19 ocorrem no Brasil (Pileggi & Mantelatto, 2012; Vera-Silva et
al. 2016). As “especies geralmente” possuem uma variabilidade “intraespecifica alta que
geralmente dificulta o trabalho taxondmico (Vera-Silva et al. 2016).

Estudos taxondmicos com o género Macrobrachium sdo dificultados pelo restrito
namero de caracteres disponiveis para a identificacdo das espécies, uma vez que estas sao
bastante similares quanto a forma geral do corpo. As caracteristicas morfologicas utilizadas
para identificacdo das espécies incluem o rostro, o segundo peredpode e o télson. Entretanto,
estas caracteristicas sdo altamente variaveis dentro das espécies, tornando assim este género
uma problematica taxondmica (Lopes;2014).

Dentro 'destas controvérsias texonémicas, o monofiletismo " do grupo se torna
questionavel, Pileggi & Mantelatto (2010), fizeram andlises filogenéticas em 58 espécies do
género Macrobrachium e discutem que apotam a.monofilia do grupo case o Cryphiops (Dana,
1852) fosse aceito como género sinbnimo de Macrobrachium, visto que espécies destes dois

géneros foram agrupadas no mesmo clado.
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Estudo realizado no complexo de espécies M. olfersii (Wiegmann, 1836), destacou que
a identificagdo morfologica ndo foi suficiente para distinguir as_espécies. Com as andlises
moleculares utilizando os marcadores (16S e COl mtDNA; Histona (H3) nDNA) foi possivel
identificar a separacédo entre 0 complexo de espécies e estimar a recente divergéncia genética
(Rossi & Mantelatto, 2013).

Dificuldades taxondmicas também sao evidentes entre M. amazonicum (Heller, 1862) e
M. jelskii (Miers, 1877), os quais apresentam muitas semelhancas morfoldgicas conservadas
(principalmente no estagio juvenil), que dificultam a identificacdo dos mesmos. Este fato pode
ainda ser agravado por tratarem-se de espécies sintopicas, ou seja, que podem ser coletadas
juntas, no mesmo instrumento de coleta. Alguns estudos evidenciam uma alta proximidade
entre M. amazonicum e M. jelskii tanto morfologicamente quanto geneticamente, sugerindo que
poderiam pertencer a uma mesma espécie (Lopes, 2014; Guerra et al. 2014). No entanto,
analises.moleculares com genes mitocondriais e identificacdo morfolégica rigorosa, mostraram
que M. jelskii é monofilético e distinto de M. amazonicum (Vera-Silva et al. 2016).

Macrobrachium jelskii (Miers, 1877) é conhecido popularmenie no. Brasil como
“camardo sossego’.E endémico da América.do Sul, ocorrendo na:\Venezuela, Guiana,
Suriname, Guiana Francesa, Bolivia, Brasi! (estados do Amap4, Para, Amazonas, Maranhao,
Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas Gerais, Rio
de Janeiro, Espirito Santo, Mato Grosso, S&o Paulo e Santa Catarina) (Melo, 2003; Pileggi et
al. 2013) e Argentina. Sdo comercialmente importantes (para 0 consumo humano e isca para
pesca), além de fazer parte da manutenc¢ao dd cadeia trofica, sendo predador e presa para outros
animais. Podem ser encontrados em ambientes Iénticos e 18ticos, dguas escuras ou claras e entre
as raizes de plantas e gramineas aquaticas, essas fornecem protecdo e nutricdo para as fémeas
ovigeras e larvas durante o desenvolvimento (Rocha & Barbosa, 2017).

Macrobrachium jelskii é exclusivamente dulcicola e tem o desenvolvimento larval
abreviado com 3 estagios larvais (2 zoea e 1 pds-zoea), que limita a sua dispersdo, quando
comparado a espécies com desenvolvimento larval prolongado (Vera-Silva et al. 2017). A
abreviacdo do desenvolvimento larval e a extensdo do cuidado.da ninhada, sdo interpretadas
como adaptac@es as variacbes dos parametros hidrodinamicos, fatores.fisico-quimicos e
disponibilidade de fitoplancton em habitats de dgua doce. O desenvolvimento abreviado esta
associado a redugdo«da dispersdo e do fluxo«génico entre as populages (Vogt, 2012),
aumentando potencialmente a variabilidade interespecifica e dificultando a diferenciagédo
morfologica dessa espécie com as demais simpatricas morfologicamente semelhantes (Vera-
Silva et al. 2017).
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Os resultades obtidos por Guerra etwal. (2014), pode ser devido as semelhancas
morfolégicas entre M. jelskii e M. amazonicum, que puderam acarietar em identificacdo
erronea. Vera-Silva et al. (2017), fizeram a redescricao da espécie M. jelskii através de analises
morfologicas, onde informam caracteres morfolégicos que permitem a discriminacdo correta
da espécie M. jelskii em relagdo as espécies semelhantes morfologicamente e simpétricas, como
a M. amazonicum e M. acanthurus. Os principais caracteres diagnosticos foram a forma do
carpo do segundo peredpode, o comprimento do rostro e nos individuos adultos os espinhos
internos do télson, que ultrapassam o apice mediano em M. jelskii. A taxonomia alfa correta
dos organismos é essencial para a organizacdo do conhecimento da diversidade bioldgica,
principalmente na regido Neotropical, onde a fauna de camardo de &gua doce é subestimada
(Magalhées et al. 2016).

Os caracteres morfoldgicos podem ser perdidos durante a coleta, onde alguns individuos
podem _ser fragmentados impedindo™a“identificacdo morfolggica, sendo importante mais
estudos, como da.morfometria geometrica e genética molecular da espécie M. jelskii,
principalmente no estado da Bahia, visto que a espécie ainda € pouco conhecida quanto as suas
caracteristicas biologicas e genéticas na regido.. \era-Silva et al. (2016) revelou a existéncia de
dois clados, o clado amazénico e o costeiro, dentro de M. jelskii, mas ndo encontram diferencas
morfoldgicas para sustentar os clados, descartando a proposi¢do de um novo status taxondémico
para a espécie, podendo sugerir recente divergéncia das linhagens. Apesar da baixa
variabilidade genética devido a atividade de introducdo antrépica podendo homogeneizar as
populacdes, a especie possui variabilidade irtraespecifica.

Sendo assim, estudos morfogenéticos se tornam fundamentais, inclusive, para o sucesso
do seu cultivo, conhecimento do impacto antrdpico nas populacées, desenvolvimento biolégico,
adaptacdes ambientais e para futuras medidas de conservacdo. Essas informacfes sdo
fundamentais para a conservacdo da espécie, visto que as ameacas para 0s camardes de agua
doce na América do Sul ao longo dos anos sdo decorrentes dos impactos antropogénicos, como
poluicdo, degradacdo, perda de habitat e introducdo de espécies exoticas (Magalhaes et al.
2016).

Levandoem consideracdo esses dados, é provavel que a plasticidade intraespecifica em
Macrobrachium jelskii tenha contribuido para a dificuldade taxonomica. Nesse contexto,
estudo da especie.nao.deve se basear apenas nas caracteristicas morfoldgicas, mas na integragédo
de fontes complementares de evidéncia (por exemplo, dados morfométricos e moleculares)
(Castelin et'al. 2017). Essa integracao dos dados bioldgicos € conceituada como “Taxonomia

Integrativa”, que consiste na unido de diferentes abordagens (genética, ecoldgica e
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morfométrica) na determinacéo de linhagens evelutivas, além de favorecernacompreensdo dos

processos de diversificacdo biologica (Dayrat, 2005)

2.3 Impactos a biodiversidade de camar®es dulcicolas

O conhecimento da biodiversidade e de suas interacdes evolutivas é fundamental na
conservacao das espécies nos diferentes ambientes. A crescente atividade antrépica nas
proximidades dos rios desencadeia no aumento da poluigéo, destruicdo dos ambientes naturais,
sobrepesca, introducdo de espécies exdticas e agronegdcio, prejudicando a viabilidade das
espécies nesses ambientes aquaticos naturais (Miranda et al. 2012).

O agronegdcio acarreta na diminuicdo do abastecimento de &gua, devido ao
desmatamento, porque ocorre a conversdo de florestas e vegetacdo nativa para a agricultura
(&reas de cultivo e pastagens) e irfigacAo em grande escala para o cultivo, acarretando em
mudangas_climaticas; como a redu¢do das chuvas regionais na‘estacde seea,sendo necessario
que o agroneg@cio utilize mais agua para‘as pianta¢des. Muitos corpos d’agua no estado da
Bahia, como riachos, foram secos ou assoreados devido ao agronegdcio, € 0 nivel de dgua nos
rios estdo reduzindo (Prager & Milhorance, 2018).

Dentre as espécies animais que sofrem com os impactos ‘citados, destacam-se 0s
camarfes de agua doce, principalmente devido ao crescimento no interesse econémico na
carcinocultura, por possuirem potencial para cultivo e comercializacdo (Sampaio et al. 2009).

Entretanto pouco se conhece a respeito das espécies que habitam rios, represas, riachos,
estuarios e lagos do Brasil, inclusive das bacias da regido Nordeste. E imprescindivel a
realizacdo de estudos nestas areas geogréaficas, tendo em vista as modificacdes ambientais ja
verificadas em varias bacias e sub-bacias do pais (Guerra, 2011).

E importante destacar que espécies de camardes de agua doce que habitam diferentes
ambientes, como as do género Macrobrachium, apresentam caracteristicas adaptativas quanto
aos seus aspectos morfologicos, fisioldégicos e comportamentais, permitindo a realizacdo de
muitos estudosyEntretanto, dados sebre aswrelacdes bioldgicasi(Como genética e morfologia),
desses Qrganismos.Sdo escassos, Visto que:as-maiorias dos trabalhos encontrados na literatura
abordam, principalmente, aspectos ecologicos € do manejo de espécies com potencial comercial
(Guerra, 2011).

Visto a degradacdo dos ecossistemas aquaticos e a importancia destes organismos para

0 equilibrio do.ambiente natural, estudos relacionados a conservacao-aquatica no Brasil tem
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sido realizados.. Porém a maioria em ambientes marinhos, e a concentragdo dos estudos e
programas de conservacdo sao principalmenie nas regides Sul e Sudeste, possuindo muito mais
conhecimentos acumulados que as demais regites do Brasil (Mattos et al. 2014).

Estudos no Nordeste, inclusive no estado da Bahia, poderdo maximizar o conhecimento da
diversidade e biologia das espécies de camarfes de agua doce, visto que esses organismos Sao
pouco conhecidos no estado. Essas informagoes favorecem o entendimento da situacao dessas
espeécies, tanto na perspectiva local quanto no contexto morfogenético.

Caracteristicas particulares dos rios continuos e intermitentes dessa regido do estado podem
ter potencializado adaptacGes locais especificas, refletindo nas estimativas de diversidade
genética. Como foi observado em microcrustaceos que vivem em rios intermitentes, eles sdo
altamente diversificados, devido a sua plasticidade adaptativa para resistir a flutuacdes

ambientais estressantes (Magalhaes et al. 2016).

2.4 Caracterizacdo. da bacia do rio de Contas

A Regido Hidrografica do Atlantico Leste onde se encontra a bacia.do rio de Contas
ocupa 3,9% do territério do Brasil, abrangendo quatro Estados (Bahia, Minas Gerais, Sergipe e
Espirito Santo) (ANA, 2019). No estado da Bahia a bacia do rio de Contas € uma das seis mais
importantes, tendo cerca de 500 km e ocupa uma area de 55.483 km2 na regido centro-sul do
Estado, abrangendo 76 municipios (INEMA, 2019). Esta bacia passa por trés componentes
fisiograficos: alto Contas (onde predominam as caracteristicas climaticas e fisiograficas do
semiarido baiano); médio Contas (onde ocorre a transi¢do do clima semiarido da Caatinga para
o clima semiumido do baixo Contas) e Baixo Contas (com clima semiimido e predominancia
de Mata Atlantica) (SRHSH, 1993). No médio Contas, esta a zona de transi¢cdo do clima
semiarido para o semiimido, este trecho atravessa uma regido semiarida com influéncia de rios
intermitentes (SRHSH, 1993).

Os trés componentes fisiograficos da bacia do rio de Contas demonstra a elevada
heterogeneidade ambiental presente na'bacia. O alto Contas compreende areas de caatinga, a
partir do municipio de Jequie, ha uma faixa de transicao entre o'clima semiarido e o semitimido,
e a sua foz em Itacaré tem o clima mais‘dmido, enquadrando-se nos‘dominics da mata atlantica
e restinga (SRHSH, 1993).

No rio de Contas foram construidas duas barragens em seu trecho médio, uma dessas
presentes no municipio de Jequié/BA. Para a regularizacdo das descargas do rio, controle de

enchentes, abastecimento de agua, irrigacéo agricola e geracdo de energia elétrica.
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A construgdo de barragens muda drasticamente as caracteristicas-naturais de um rio,
tornando as aguas que tinham caracteristicas de serem rapidas e com correntezas, em aguas
calmas e paradas, algumas espécies que séo incapazes de se adaptarem a esse tipo de mudanca
podem ser levadas a extin¢ao (Severi et al. 2010). Em espécies de camarfes de agua doce, as
barragens influenciam no ciclo de vida de muitas espécies, como a maturagdo sexual, migracdo
através das correntezas, acarretando em reducao de fluxo génico entre as populagdes. Um
exemplo de espécie que esta correndo risco de extingdo no Nordeste por alta exploragéo,
destruicdo de habitats, diminuicdo da vazao dos rios e construcao de barragens, € a espécie Atya
gabinensis, que esta na lista vermelha como quase ameagada de extingdo (Mantelatto, 2016).

O presente estudo foi realizado em uma represa e rios da bacia do rio de Contas do
Estado da Bahia. A represa € isolada do rio de Contas em uma area preservada de Mata
Atlantica, ja a bacia recebe efluentes urbanos, residuos industriais, agricolas e de mineracéo,
sendo a.agricultura a atividade mais.impactante nessa bacia, alémda‘contaminagao por metais
pesados e elevado nivel de assoreamento ao longo de praticamente todo 0 seu leito. Nas Gltimas
décadas, esse sistema hidrografico fol exposio a uma quantidade maior de efluentes das
atividades mencionadas acima, devido ao desenvolvimento econémice.local. No entanto,
estudos da fauna aquética se tornam essenciais para compreender possiveis impactos antrépicos
nesta bacia, que permanece pouco estudada (Jesus et al. 2014).

Barreto et al. (2016) realizaram na bacia do rio de Contas uma analise de taxonomia
integrativa do género de peixes Nematocharax, analisando as sequéncias do gene COI e a
analise de morfometria- geométrica. ~Os Tesuitados ‘indicaram ~a presenca de unidades
evolutivamente significativas em N. venustus. Além disso foi destacado que a populacédo do alto
Contas foi a que mais divergiu tanto nos dados morfométricos quanto genéticos, indicando a
presenca de uma nova espécie de Nematocharax na bacia do rio de Contas. Estes resultados
demonstram a importancia da bacia do rio de Contas como area prioritaria para a conservagao
bioldgica.

Dentro dessa perspectiva de padrbes de biodiversidade e alto grau de endemismo
observade-em diferentes regides do estado, faz-se necessario analisaras espécies de camarfes
do Estado da Bahia, e no presente estudo analisamos a espécie’Macrobrachium jelskii. Dentro
dessa abordagem, a avaliacdo dos especimes encontrados e a estimativa de diversidade dentro
e entre os individuos sd0 importantes para contextualizar esse grupo de organismo na regiao do
presente estudo. Sendo assim, dados de morfometria geométrica sdo uma das alternativas para

0 maior entendimento da espécie em questao.
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2.5 Morfometria geométrica

Desde os primordios do conhecimento cientifico uma das principais formas de
identificacdo da biodiversidade é pelas caracteristicas morfolégicas dos organismos, essas
caracteristicas sdo descritivas e quantitativas. Em meados do século XX ocorreu a unido da
descricdo quantitativa da morfologia e a analise estatistica para caracterizar padrdes de variacao
de formas dentro e entre os grupos de organismos, surgindo assim o moderno campo da
morfometria. Este termo foi formulado em 1965 proposto por R. Blackith. Iniciou-se com o
estudo da morfometria tradicional que verificava a variacdo na distancia entre os pontos
anatdmicos dos organismos. Essa metodologia tinha dificuldade na descri¢do da forma do
organismo completo, pois sdo multidimensionais. Além disso os taxonomistas analisavam a
variacdo na forma dos organismos, relacionada tanto a forma como ao tamanho, sendo os dados
obtidos_praticamente especifico para €ada tdxon, dificultando a.comparagdo entre organismos
(Fornel & Estela, 2012).

Na decada de 80 ocorreu 0 avango significativo de ferramentas computacionais e
pacotes estatisticos,.revolucionando a morfometria através da unido da biolegia, estatistica e
geometria, criando assim a morfometria geometrica. O surgimento dessa ferramenta ocorreu no
ano de 1984, onde o pesquisador Fred L. Bookstein propds um novo metodo geométrico para
estudar diferencas de forma em configuragdes de marcos anatdmicos (em inglés landmarks)
(Bookstein, 1991).

Esta metodologia analisa detathadamente a variacdo da forma nas estruturas dos
organismos de diferentes tamanhos, detectando variacBes intra e interespecificas, sendo
adicionados marcos anatdbmicos em estruturas especificas, rigidas ou menos variaveis das
espécies, sendo estes pontos homdlogos. Estes pontos sdo determinados na estrutura do
organismo e sdo utilizados como referéncia para obter informac6es da forma morfologica do
organismo. Para ser considerado um marco anatdmico, estes pontos devem ter algum
significado no desenvolvimento estrutural, funcional ou evolutivo do organismo (Klingenberg
& Polak,2003).

Existem trés tipos de marcos anatdmicos: tipo I, que passui uma homologia altamente
confidvel por justaposigéo de tecidos; tipo 11, a homelogia é medianamente confiavel, os pontos
ficam nas extremidades e curvaturas das estruturas; tipo Il1, pontos de.homologia de baixa
confiabilidade ou semimarcos, os quais representam extremidades de estruturas (contornos) ou
ponto central (Bookstein, 1991; Monteiro & Rels, 1999).
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Para realizar-a anélise por morfometria.geométrica, utilizam-se imagens digitalizadas
de uma camera padrdo e analise em programas. E necessaria a insercdo de marcos que
possibilitardo - a quantificacio da forma por coordenadas cartesianas. As coordenadas
demarcadas com os marcos contém informacGes geométricas que indicam suas posi¢coes e sao
necessarias para o processo de sobreposicao de Procrustes, para eliminar os efeitos de rotacao,
translacdo e escala, removendo o tamanho e os efeitos do espacamento arbitrario (Gunz &
Mitteroeckerb, 2013). A morfometria geométrica pode ser utilizada em estudos taxonémicos,
sistematicos, genéticos, populacionais, variacdo geografica intraespecifica, ontogenéticos e
dimorfismo sexual. Esta ferramenta permite a reconstrucdo das variagdes de forma inferidas
estatisticamente o que é de extrema importancia na visualizagdo das diferencas de forma, ou
seja, identificar onde, como e em que magnitude estdo ocorrendo as mudancas (Fornel & Estela,
2012).

A ‘morfometria geométrica_vem sendo eficaz para estudos populacionais, 0s quais
analisam as diferencas intraespecificas e interespecificas, inclusive em crustaceos. Silva et al.
(2018), identificaram "0 dimorfismo “sexual e etario do caranguejo de agua doce da
espécie Goyazana..castelnaui. Os resultados..demonstraram, para a Vista«ventral (pléon),
nenhuma variagdo na forma entre jovens e adultos de fémeas e machos, e na vista dorsal
(cefalotorax), foi observada uma separacao entre as fémeas adultas e 0s demais grupos,
indicando uma modificacdo notdria do volume do cefalotérax para alocacdo das gbnadas.
Torres et al. (2014), analisaram populagtes da espécie Macrobrachium barellii (Nobili, 1896)
ao longo de diferentes rios em um sistema de varzea. Eles observaram a forma do cefalotérax
entre as populagdes que tinham maior distancia hidrolédgica, e 0s machos apresentaram o rostro
ligeiramente mais longo e orientado para cima. Essa variagdo pode ser devido a auséncia de
fluxo génico entre as populacdes e a magnitude das correntes da agua, que podem refletir nas
forcas exercidas pelos organismos na corrente. Ja entre os sexos, as diferencas entre fémeas e
machos podem ser devido a um maior abdémen nas fémeas para transportar ovos, e cefalotorax
mais longo para o desenvolvimento das génadas.

Zimmermann et al. (2012);«observaram em Macrobrachium australe (Gueérin-
Méneville, 1838) que a forma do rostro varia com a velocidade da agua, tendo a presenca de
dois morfotipos: o primeiro com populacao de ambiente Iéntico com rostro longo e fino e 0
segundo de populacédo.de ambiente I6tico com.rostro curto e robusto, ressaltando a plasticidade

fenotipica dentro do género Macrobrachium.
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Moraes et al:(2020), analisaram a formado cefalotdrax em M. jelskii-para investigar se
a distribuicao da espécie seria natural ou introduzida por atividades antropicas. Foi observado
uma baixa dissimilaridade fenotipica entre bacias, o que pode ser uma indicacdo de introducéo.

Nas analises de morfometria verificamos o efeito de alometria, a alometria nos informa
se a forma esta se alterando ou ndo em relacdo as varia¢fes no tamanho corporal, sendo Gtil em
investigacOes morfologicas e evolutivas. Nesse contexto, a morfometria geométrica pode ser
usada para visualizar alteracdes de forma para identificar modificacbes na forma corporal de
um organismo durante o crescimento ou amadurecimento (Ruffini & Scalici, 2013).

Em crustaceos o amadurecimento é marcado por alteracdes morfoldgicas causadas pelo
crescimento diferenciado de algumas estruturas corporais, principalmente do estagio juvenil
para 0 adulto. Entretanto estas alteragdes podem ser sutis, passando despercebida pela
identificacdo taxondmica tradicional, sendo necessario analises morfométricas da variacdo da
forma, bem como outras variaveis (por exemplo, sexo, estagios.de maturacao e caracteristicas
ambientais). O rostro, por exemplg, é uma estrutura morfoldgica com comprimento variavel
durante o desenvoivimento (Moraes et al. 2018).

Portanto, a.morfometria geométrica tem: contribuido para a redugéo de incertezas
taxonémicas, identificacdo de diferencas e variacoes significativas no formato e no tamanho de
estruturas corporeas, no intuito de entender questfes evolutivas e ecolégicas das espécies.

Sendo assim, essas analises devem ser integradas em estudos da conservacgéo da biodiversidade.

2.6 DNA barcoding na identificacdo taxonomica

Além de usar ferramentas morfolégicas para o estudo dos organismos, é importante
também analisar geneticamente, para compreender melhor as relacdes evolutivas e analises de
diversidade dos mesmos. A genética molecular tém sido a principal metodologia na
identificacdo de espécies cripticas, permitindo analises em qualquer fase de desenvolvimento
dos organismos (larval e juvenil).

Avidentificacdo errbnea de espéciespode ter varias consequénecias, desde a subestimacéo
da biodiversidade local, e ameaca ‘de extingdo de espécies raras e/ou ainda ndo descritas, que
podem nao esta sendo protegidas por'serem morfologicamente similares a outras espécies mais
comuns (Frankham et.al. 2008).

Devido as limitacGes existentes na identificacdo morfoldgica, a taxonomia associada a
dados de sequéncias de DNA tem sido frequentemente utilizada a partir dosanos 2000 (Dayrat,

2005), principalmente com o desenvolvimento de marcadores moleculares para complementar
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os dados de taxonomia tradicional (anélises morfologicas), o sequenciamento‘de fragmentos de
DNA se tornou uma metodologia mais rapida e informativa para resolugdes taxondmicas, pois
permitiu a disponibilizacdo desses dados em bancos de dados de DNA.

Marcadores baseados em analise de genes mitocondriais tém sido utilizados nas ultimas
trés décadas como marcadores moleculares de diversidade animal, devido as mitocondrias
possuirem um genoma proprio, denominado DNA mitocondrial (mtDNA) onde apresenta-se
como uma molécula circular, fita dupla e compacta.

O DNA mitocondrial é variavel em populacGes naturais devido a sua maior taxa de
mutacdo em relacdo ao DNA nuclear. O DNA mitocondrial pode gerar algum sinal sobre a
historia evolutiva da populacdo em curtos periodos de tempo. Este marcador tem sido o mais
utilizado para reconstrucdo de relagdes filogenéticas em varios niveis taxonémicos, de
populacdes a filos, e resolucdo de incertezas taxonémicas (Galtier et al. 2009).

Um fragmento mitocondrial,.0"Citocromo C oxidase subunidade | (COX1 ou COI), foi
proposto como uma ferramenta padronizada. para a taxonomia e identificacdo molecular
(Galtier et al. 2009), conhecida como DNA barcoding (Hebert et al.2003a). O DNA barcoding
proposto por Hebert.et al. (2003), consiste na.utilizacdo de uma regido de.aproximadamente
650 pares de bases do gene mitocondrial Citocromo C oxidase subunidade I, esta regido ficou
conhecida como o “codigo de barras” genético.

A metodologia envolve o sequenciamento dessa porcdo do DNA de um organismo, e
posteriormente sdo quantificadas as distancias intraespecificas e interespecificas das
sequéncias. Tambeém € feita a comparacdo dessas ‘Com~ outras ‘sequéncias previamente
depositadas em um banco de dados. As espécies sdo identificadas pela similaridade da
sequéncia obtida com sequéncias disponiveis no banco de dados (Hebert et al. 2003a, b; 2004a).

O primeiro estudo baseado nesta metodologia avaliou o potencial do gene COI como
uma ferramenta taxondmica para identificacdo de metazoarios. Na realizacdo dos testes para
identificacdo dos organismos foram utilizadas 55 amostras para o nivel de filo, 50 para ordem
e 150 para espécie. Foram obtidos 96,4%, 100% e 100% respectivamente de confianca na
identificagdo-taxonémica. Desta forma‘esta metodologia foi considerada ideal na identificacdo
molecular de espeécies, validando 0 COl como uma sequéncia barcoding para identificacdo de
metazoarios em escala'mundial (Hebertet al. 2003a).

Analises de polimorfismos nas sequéncias.do gene COI tém sido utilizados nos estudos
com camar@es para caracterizar e identificar populacdes de espécies cripticas (Gusméao et al.

2013). O conjunto de genes mitocondriais tém sido empregados também em estudo de
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diversidade do género Macrobrachium (Guerraet al. 2014; Qing-yi et al..2009; Vergamini et
al. 2011; Thanh et al. 2015; Vera-Silva et ai. 2016).

Apesar da extensa utilizacdo dos genes mitocondriais em diferentes questdes genéticas
e evolutivas, faz-se necessario avaliar a possivel presenca de pseudogenes e heteroplasmia nas
analises genéticas, os quais podem interferir na divergéncia genética oriunda das sequéncias

desses genes, podendo levar a superestimacao da biodiversidade.

2.6.1 Heteroplasmia e pseudogenes: implicacdes na conservacao da biodiversidade

O que muitos estudos com genes mitocondriais ndo abordam é a possibilidade de
amplificacdo de pseudogenes ou a ocorréncia de heteroplasmia.

A heteroplasmia pode ser observada pela presenca de mdultiplos hapl6tipos de DNA
mitocondrial’'em um Unico individuo/erganismo (Magnacca et al. 2010).

O nivel de heteroplasmia da prole pode ser determinado pela deriva.aleatdria e selegdo
purificadora. Estudos afirmam que a presenca de heteroplasmia de mtDNA pade dificultar o
padrdo de heranca.do.mtDNA, mas ndo afeta a.identificacdo molecular da espécie no gene COI
(Koolkarnkhai et al. 2019).

Koolkarnkhai et al. (2019) na espécie de caranguejo Portunus pelagicus verificaram que
a maioria das variantes heteroplasmicas hereditarias apresentou mutagdo silenciosa através da
transi¢do. Segundo eles geralmente ocorrem mutacgdes do tipo transicdo e ndo geram alteracdo
na sequéncia de aminoacidos.

A heteroplasmia de mtDNA também pode envolver repeticGes em tandem na regido de
controle ndo codificante do genoma mitocondrial (Williams et al. 2017). No caranguejo da
espécie Callinectes sapidus foi observado um nimero elevado de haplétipos, totalizando 24
hapl6tipos em um Gnico individuo, sendo caracterizado a heteroplasmia oriunda de analises
com genes de mtDNA. O numero de haplétipos observado nessa espécie pode ser explicado por
mutacdes acumuladas e erros na replicagdo, acarretando no acimulo de sequéncias divergentes
(Williams-et-al. 2017).

Os pseudogenes sdo copias ndo funcionais das sequéncias mitocondriais que foram
incorporadas a0 genoma nuclear, sendo conhecidos como DNA"mitocondrial nuclear (ou
nuclear mitochondrial pseudogenes - Numits) (Leite, 2012). A explicacao.da presenca de
pseudogenes mitocondriais s&o as duplicacoes que ocorrem em uma parte do mtDNA e
subsequentes eventos de transferéncia horizontal para o genoma nuclear (Williams &
Knowlton, 2001).
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O gene mitecondrial COIl é um gene quetem a funcdo de codificarproteina possuindo
um quadro de leitura aberto, ou seja, nao incluem codons de parada ou indels (Buhay, 2009).
No entanto, 0 pseudogene mitocondrial € um gene mitocondrial transferido para o nucleo, que
perde a sua funcdo original, favorecendo o desenvolvimento e acumulo de muta¢Ges, mesmo
que a taxa de mutacdo do DNA nuclear seja mais lenta que a do genoma mitocondrial. A
estrutura do pseudogene é semelhante ao do mtDNA do qual se origina, porém eles podem ter
codons de parada e ndo ter codon de inicio, dessa forma causando mudancas no quadro de
leitura da codificacdo de proteinas, resultando em sequéncias ndo funcionais que ndo podem
ser traduzidas em proteinas funcionais (Gerstein & Zheng 2006; Leite, 2012; Schizas, 2012).

Se em um produto de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) tiver grande proporcéo
de pseudogenes em comparacgdo aos fragmentos de genes ortdlogos do mtDNA, é possivel gerar
sequéncias inequivocas de genes paralogos. Isso acontece quando os iniciadores conservados
ditos “universais” amplificam preferencialmente pseudogenes por causa da similaridade
relativamente ancestral da sequéncia destes com o mtDNA ortologo (Seng et al. 2008).

Song et al. (2008), em duas linhagens de artropodes (gafanhotos) e peixe, amplificaram
pseudogenes utilizando iniciadores universais.de.COI descritos por Hebert.etal. (2004), tendo
em seus resultados a superestimacdo de espécies. O mesmo foi encontrado em estudo com
crustaceos, como o de Williams & Knowlton, (2001) em camardes do género Alpheus e Kim et
al. (2013), em caranguejos do género Austinograea.

Portanto € necessario a sintese de iniciadores especificos de cada grupo animal para
evitar a estimacdo errénea da diversidade genética das ‘espécies, visto que a amplificacdo de
pseudogenes é um problema que todos os estudos baseados em PCR podem enfrentar, incluindo
estudos de filogeografia e filogenia usando mtDNA. E por isso que estes estudos n&o devem
ser apoiados apenas em dados de um marcador, torna-se necessario enfatizar a congruéncia
entre varios marcadores, através da taxonomia integrativa, agregando dados morfoldgicos,
fisiol6gicos, ecoldgicos, entre outros (Dayrat, 2005).

E necesséario a integracdo de marcadores, devido a genes paralogos estarem sendo
utilizados=ne«lugar dos ortélogos para reconstrucdes filogenétieas,«levando a reconstrucées
erroneas e superestimacdo da diversidade genética animal. Para evitar €rros nas analises com
mtDNA, "Song et al. (2008) sugere procurar ambiguidade entre sequéncias, verificar os
cromatogramas ¢com presenca de ruidos ou picos.duplos, fazer a tradugéo das sequéncias em
busca de cédons de parada e comparar as sequéncias amplificadas com outras sequéncias

publicadas de espécies intimamente relacioriadas.
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Como parterda estrutura do DNA barcoding, foi fundado o CBOL (The Consortium for
the Barcode of Life), uma organizacéo internacional, cujo o intuito foi disponibilizar o potencial
do barcoding como uma ferramenta pratica para identificacéo e delimitacao de todas as espécies
animais (Hebert et al. 20033, b; 2004a).

Existem bancos de dados especificos de diversos grupos animais, como: FISH-BOL
(Fish Barcode of Life), ABBI (All Birds Barcode Initiative) e All-Leps (Lepidoptera Barcode
of Life) (Costa & Carvalho, 2007). E existe também uma plataforma bioinformatica mundial
que é o banco de dados BOLD (Barcode of Life Data Systems), com sequéncias de COI
depositadas de diversos grupos animais.

Outros bancos de dados como o National Center for Biotechnology Information (NCBI)
conhecido como GenBank, possuem dados online com sequéncias nucleotidicas publicamente
disponiveis para quase 260.000 espécies formalmente descritas (Benson et al. 2013). O BOLD
e GenBank tem sido utilizado em muitos estudos como bancos de dados de referéncia para
identificacdo de espécies. Bilgin et al. (2014) utilizaram esses bancos de dados para
identificacao genéiica de doze especies. de camarbes (Decapoda), comparando as suas
sequéncias, com as.disponiveis no GenBank e.BOLD. Atualmente existem. plataformas online
que tém sido incluidas as analises de DNA barcoding, garantindo a me!hor confiabilidade dos
dados, tais'como. 0 sistema de BINs. O Barcode Index Numbers (BIN) é uma ferramenta
disponivel gratuitamente na plataforma BOLD, as sequéncias depositadas sdo submetidas a
anélise BIN, validando as sequéncias depositadas como barcode tags. Além disso podem
indicar unidades taxonidmicas operacionais distintas (OTUS) a partir de dados de sequéncias
sem informagGes taxondmicas anteriores.

As utilizacbes de sequéncias de banco de dados em andlises filogenéticas devem ser
cuidadosas, pois banco de dados gendmicos como o GenBank possuem sequéncias com codons
de parada, incluindo sequéncias de crustaceos. Apesar de Buhay (2009) relatar que o GenBank
agora estd identificando essas sequéncias como “COl like” porque as tradugdes incluem cddons
de parada ndo sendo possivel determinar se € um erro de edi¢do da sequéncia ou pseudogene,
ja que nae ‘possuem 0s cromatogramas:originais para seremjexaminados (Buhay, 2009).
Algumas sequéncias ainda ndo estdo sendo identificadas como “COI'like” e apresentaram
codons de parada na traducdo, como as sequéncias do estudo de"Vergamini et al. (2011) com
camarao de aguadocedo género Macrobrachium.

Visto a plasticidade fenotipica decorrente de adaptacBes ambientais e variabilidade

genética presenie no género Macrobrachium, neste estudo iremos analisar espécimes da espécie
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3.1 Objeti

e &t o Analisar a variabiliddde morfogenética-naespécie de camardode gua doce Macrobrachium ;¢

jelskii amostradas em rios e represa do Sul e Sudoeste da Bahia.

3.2 Objetivos Especificos

Analisar e comparar a forma e tamanho do cefalotérax dos espécimes adultos coletados
através da morfometria geométrica;
0s de coleta;

erificar possiveis diferencas morfoldgicas nos diferentes pe
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Resumo

O camardo de agua doce Macrobrachium jelskii (Miers, 1877), possui tanto importancia no
consumo humano como na manutencdo da cadeia tréfica e apresenta ampla distribuicédo
geogréfica no Brasil, podendo apresentar diferentes morfotipos. Desta forma, analisamos a
variacdo da forma e tamanho do cefalotorax e rostro de M. jelskii em diferentes ambientes do
Estado da Bahia, utilizando. da maorfometriatgeomeétrica. Foram’ inserides (3'marcos e 7 semi-
marcos no lado direito do cefalotorax de fémeas adultas. Foram realizadas as anélises de
sobreposicao Procrustes, seguida de uma regressao para verificar efeito de alometria, Analise
de Componentes Principais, funcéo discriminante, validacdo cruzada, distancia de Procrustes,
Anélise de Variancia Multivariada e UPGMA. Como resultado, obtivemos para todas as
analises a formacéo de quatro morfotipos populacionais, com variagdes encontradas na forma
do cefalotérax, comprimento do rostro e tamanho. Estas alteragdes podem ser devidas a
mudancas para acomodacao das gbnadas, visto que os camardes estavam em estagios distintos
de maturacdo gonadal, tendo cefalotérax dorsalmente comprimido ou expandido; e a fatores
ambientais, como a distancia hidroldgica, a localizacéo geografica, clima e o ambiente aquético,
ja que nas variacbes morfoldgicas entre as populacGes, tiveram o rostro comprimido em
ambientes‘com_menor taxa de predagdo e alongado para defesa: Dentro da espécie M. jelskii
verificamos variacGes morfoldgicas importantes, as quais refletem da maturacdo das gébnodas
até adaptacoes'ambientais destes camaroes que apresentam grande piasticidade fenotipica.

Palavras-chave: forma; morfometria geométrica;variacdo; maturacdao gonadal

Introducéo

Os camardes de agua doce da familia Palaemonidae (Rafinesque, 1815), pertencentes a
infraordem Caridea (Dana, 1852), estao amplamente’ distribuidos nas regides tropicais e
subtropicais. Dentre os palaemonideos, 246 espécies validas pertencem ao género
Macrobrachium (Spence Bate, 1868) (Pinheiro e Boos, 2016), das quais 19 ocorrem em
diferentes regides no Brasil (Pileggi e Mantelatto, 2012).

A espécie Macrobrachium jelskii (Miers, 1877), é caracterizada por ser uma espécie
generalista, habitando ambientes Iénticos e Ibticos, sendo importantes na cadeia tréfica e
utilizados no consumo humano (Vera-Silva et al., 2016). Esta espécie possui o desenvolvimento
larval abreviado o que limita a sua dispersdo e fluxo génico entre as populacdes, o que pode
acarretar em variabilidade intraespecifica (Vogt, 2012). Vera-Silva et al., (2016), encontraram
dois clados dentro da espécie, porém nao houve diferencas morfologicas para a consisténcia do
mesmo, sugerinde.divergéncia recente dentro da espécie. A variabilidade encontrada na espécie
pode esta sendo perdida devido a atividade de introducdo antropica da mesma.

Macrobrachium jelskii pode ser‘encontrada por exemplo na bacia do rio de Contas que
ocupa uma area de 55.483 km2 na regido centro-sul do estado da Bahia, abrangendo 76
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municipios (INEMA;2015), esta bacia é uma das'seis mais importantes do-estado. Ela consiste
de um ambiente I6tico que possui pelo menos dois dominios morfociimaticos, o semiarido
(caatinga) e 0 semiumido (mata atlantica), a medida que se aproxima de sua foz, no oceano
Atlantico. A partir destes climas a bacia é dividida em alto, médio e baixo Contas (SRHSH,
1993). Esta bacia tem sido alvo de impactos antrépicos, como efluentes urbanos, residuos
industriais, agricolas e de mineracao, alem da presenca de barragens (Jesus et al., 2014). Barreto
et al., (2016) encontraram divergéncias em individuos do género de peixes Nematocharax na
regido do alto Contas, através da andlise de morfometria geométrica e DNA mitocondrial,
sugerindo uma nova espécie para este género monotipico, enfatizando a importancia da bacia
do rio de Contas como area prioritaria para a conservacao.

O crescente aumento da degradacéo e poluicdo dos ambientes aquaticos contribui para
perda de diversidade da sua fauna, limitando o conhecimento das populacdes e seus padrdes
biol6gicos, 0s quais sdo fundamentais para.a conservacao das especies. (Pereira et al., 2017).
Atualmente, existem diversas metodologias que permitem verificar a composi¢édo de estoques
aquaticos. A morfometria geométrica € uma dessas metodologias'e vem sendo utilizada em
estudos de crustaceos (Konan et al., 2010;. Torres et al., 2014; Bissaro et al., 2013;
Zimmermann et al., 2012, Moraes et al., 2020) resultando na anélise estatistica de variacao e
covariacdo da forma de estruturas biolégicas. Estudos referente a morfometria geométrica da
espécie M. jelskii sdo escassos, principalmente na bacia do rio de Contas, e esta abordagem se
torna importante permitindo verificar diferencas na forma que podem indicar diferentes papéis
funcionais desempenhados pela especie, como de respostas a diferentes pressoes seletivas,
indicando padrfes de histéria de vida que variam entre subpopulagdes, movimento limitado
entre grupos e plasticidade fenotipica (Cadrin, 2000).

O conhecimento da biologia da espécie M. jelskii em aguas interiores do Sul e Sudoeste
da Bahia, mais precisamente na bacia do rio de Contas do Estado da Bahia, é de fundamental
importancia pois ir4 ajudar na compreensdo da estrutura populacional e variabilidade local.
Desta forma, no presente estudo analisamos a variacdo da forma e tamanho corporal de
populactes de.camardo de agua doce M- jelskii, com o objetivo deiinferir e explicar as variagdes

morfol@gicas populacionais em diferentes ambientes do Estado da Bahia:
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Material e Métodos

Area de estudo

As coletas foram realizadas em quatro ambientes aquaticos diferentes da bacia do rio de
Contas e da represa Boa Vista, Estado da Bahia, Brasil. Dois locais de amostragem com
impactos antropicos estdo nos municipios de Jequié e Ipiad. O primeiro esta localizado na zona
de transicdo entre a regido semiarida e semitimida e o ultimo na regido semiumida. Outro local
de amostragem é o rio Santo Antdnio, afluente do rio de Contas, no municipio de Itagi, que
apresenta um substrato rochoso e é cercado por pastagens e plantagdes. Por fim, o quarto local
de amostragem fica na represa Boa Vista, municipio de Jitana, um ambiente léntico, cercado
por Mata Atlantica e isolado do rio de Contas. Todos 0s ambientes aquaticos possuem aguas

escuras e vegetacdo aquatica margipal (Fig..1).

Delineamento amostral

Espécimes fémeas de M. jelskii foram coletados em diferentes periodos descritos na
tabela abaixo com os dados das localidades de amostragem (Tab. 1). As coletas foram realizadas
com o auxilio de um pucé na vegetacdo marginal do rio/represa. Os espécimes coletados foram
colocados, em. frascos.etiquetados, separados. por. localidade, ponto.e; data «de coleta, sendo
fixados em etanol 70%.

A identificacdo morfoldgica da espécie e sexagem de todos os exemplares foi realizada
em microscépio estereoscopio. Os sexos foram diferenciados pelos caracteres sexuais
especificos de acordo com a presencga (machos) ou auséncia (fémeas) do apéndice masculino,
localizado no segundo par de pledpodes (Mejia-Ortiz et al., 2008). A identificacdo morfoldgica
foi com base em Melo, (2003), Valencia e Campos (2007), Sampaio et al., (2009) e Vera-Silva
et al., (2017). Para as estimativas de maturacdo dos individuos foi mensurado 0 comprimento
do cefalotorax (CC = da margem pés-orbital até a margem posterior do cefalotérax) com um

paquimetro digital-(preciséo: 0,01 mm).
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Anélise da morfometria geométrica

Foram fotografados o lado direito do cefalotérax de 108 individuos fémeas adultas,
utilizando uma cdmera Canon PowerShot SX240 HS modo automético, com auséncia de zoom.
O cefalotérax dos camardes foi a regido escolhida por ser mais rigida e conservada. A partir das
imagens foi criado um arquivo com o formato TPS atraves do software tpsUtil 1.76 (Rohlf,
2015). Posteriormente, foram digitalizados marcos e semimarcos (Tab. 2) e feitas as medidas
utilizando o software tpsDig 2.30 (Rohlf, 2017), para maior precisdo dos marcos foi realizada
a calibracdo do medidor com repeti¢Bes na digitalizacdo dos marcos por no minimo 72 horas.
Os marcos e semimarcos foram definidos a partir do critério da precisdo da localizacdo e da
possibilidade de serem visualizados no cefalotérax de todos os individuos. Foram inseridos trés
marcos e sete semimarcos no lado direito do cefalotérax (Fig. 2).

Ap6sa marcacdo de todos s marcos e semi-marcos, estes foram ajustados de acordo
com a sobreposicéo. generalizada de Procrustes. (GPA) no MorphoJ versao. 2.0 (Klingenberg,
2011). Os semimarcos sdo alinhados atraves das coordenadas de Procrusies, gue remove 0S
efeitos de rotacdo, translacdo e escala, analisando apenas a forma através.das informacGes
geométricas dos organismos, removendo o tamanho e os efeitos do espagcamento arbitrario.
Otimizando a posi¢ao dos semimarcos em relagdo a forma média de toda a amostra (média das
coordenadas da forma de Procrustes) (Gunz e Mitteroeckerb, 2013).

Em seguida foi realizada uma Anélise de Regressdo com 10.000 repeti¢cbes para
verificar se a forma do"cefalotdrax ‘dos individuos varia em funcdo do tamanho, ou seja,
verificar o efeito da alometria. Os dados de forma foram tratados com Analise de Variancia
Multivariada (MANOVA), para verificar as diferengas entre as amostras, utilizando o programa
PAST versdo 2.17 (Hammer et al., 2001). Posteriormente, foram realizadas a Analise de
Componentes Principais (ACP), funcdo discriminante, validacdo cruzada e a distancia de
Procrustes calculada com 10.000 permutacdes para obtencéo do p-valor, a partir do programa
MorphoJ verséo 2.0 (Klingenberg, 2011). A partir da distancia de Procrustes foi realizada uma
analise de"agrupamento pelo métedo=UPGMA (Unweighted=Pair Group Method with
Arithmetic Mean) no PAST versdo2.17 (Hammer et al., 2001):

O tamanho do cefalotdrax de cada individuo foi estimado de acordo com os estudos de
Barros et al., (2012) e Silva et al., (2019), e posteriormente foi feita @ Analise de Variancia
(ANOVA) para verificar se ha diferengas de tamanho entre as populacoes, e as médias foram
comparadas poi meio do Teste de Tukey, realizados no programa PAST versdao 2.17
(Hammer et al., 2001).



44

Resultados

Analise do comprimento do cefalotorax

Todos os individuos analisados foram identificados como fémeas adultas de acordo com
a auséncia do apéndice masculino, presenca de maturacao gonadal na regido dorsal do
cefalotérax e comprimento do cefalotérax de acordo com Barros et al., (2012) e Silva et al.,
(2019). O tamanho do comprimento do cefalotorax foi mensurado para cada localidade, e o
comprimento médio e desvio padrdo variou entre as populacGes, sendo que em Jequié foram
observados individuos menores, e, em Jitalna, os individuos maiores. Todas as populacdes
tiveram presenca de fémeas ovigeras, exceto em Jequié. Os dados do comprimento do

cefalotérax (mm) e desvio padrdo estdo na Tab. 3.

Anélise da morfometria geométrica

A analise de regressao demonstrou nao-haver efeito de alometria (p>0.05). A MANOVA
foi estatisticamente significativa (p<0.01), indicando que existe diferencas na forma do
cefalotrax entre as populagdes.

A ACP também indicou diferencas na forma do cefalotérax dos camardes entre as
populagdes analisadas. Os dois primeiros eixos da ACP explicam 65.6% da variacao total. O
primeiro eixo (PC1) explicou47.7% e o segundo eixo (PC2) explicou 17.9% da variacdo entre
as populacgdes (Fig. 3-A). O eixo positivo da PC1 foi constituido pelos individuos coletados em
Itagi. O outline (Fig. 3-C) mostra que as diferencas morfoldgicas dos individuos coletados nessa
localidade estdo associadas ao cefalotorax ser comprimido na regido posterior e 0 rostro
alongado. Enquanto o eixo negativo da PC1, foi constituido dos individuos de Jitatna (Fig. 3-
B). Pelo outline € possivel verificar que o cefalotérax € mais expandido posteriormente e rostro
mais comprimido em relacdo as demais localidades (Fig. 3 — B). O eixo positivo da PC2 foi
constituide pelos individuos de Ipiat; onde o cefalotérax maissexpandido na regido dorsal,
comprimido posteriormente e rostro alongado (Fig. 3 —D). Enquanto o eixo negativo da PC2
foi formado por individuos de Jequié, tendo o cefalotérax expandido posteriormente, com uma
compressdo dorsal e restro alongado (Fig. 3=.E).

A validacao cruzada revelou que em média 86.90% dos espécimes foram classificados
corretamente dentro dos seus respectivos grupos, sendo que os maiores indices de classificacdo

correta (96.86%) foram nos municipios de Ipial e Jequié, ressaltando as diferencas entre estes
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municipios. O menerindice (70.99%) foi em ltagi‘e Ipial, demonstrando quesao os municipios
com menores variacdes morfologicamente, mas com 70.99% de possibilidade de serem
distintos, corroborando com os dados da ACP.

O teste de distancia de Procrustes fortalece a aproximacdo morfoldgica entre as
populacdes Ipial e Itagi (0.0217), e as populagdes que ficaram mais distantes foram Jitalna e
Itagi (0.0619), sendo a de Jitauna com maior variagao na forma em relacao as demais. Porém,
todas as populacdes foram estatisticamente diferentes na forma do cefalotérax (Tab. 4; Fig. 4).

Podemos observar 0 mesmo resultado no dendrograma gerado pelo método UPGMA
com 1000 permutagdes e com base na distancia de Procrustes, que teve um indice de correlacdo
cofenética de 87.63%, evidenciando a consisténcia dos agrupamentos. A populagdo mais bem
definida com altos valores de suporte (100% de bootstrap) foi a de Jitaina, tendo a forma mais
distinguivel entre as populacdes. Em seguida verifica-se as diferencas associadas as populacdes
de Jequié, Ipiau e Itagi, mas em concordancia com os resultades da. validacdo cruzada, as
populagbes com mais similaridade morfolégicasao Ipiau e Itagi, mas ainda tendo diferencas no
cefalotérax'como foi evidenciado na ACP (Fig. 4).

A ANOVA aplicada ao tamanho do eefalotérax foi significativa.(p<0.01) revelando
diferengas entre os valores médios, e o teste de Tukey demonstrou que os individuos coletados
em Jequié 's8o menores e os de Jitadna sdao maiores. Além disso, ndo houve diferengas

significativas entre Itagi e Ipial para o tamanho do cefalotérax (Fig. 5).

Discussao

No presente estudo coletamos apenas individuos fémeas, isso pode ser devido ao fato
de que todas as populagdes foram coletadas na margem dos rios/represa e proximo a vegetacdes.
O local de coleta influencia na propor¢do de machos e fémeas capturados, pois as fémeas
buscam abrigo entre a vegetacdo marginal, e as plantas aquéaticas sdo importantes areas de
desova e viveiro (Lucena et al.,, 2020). Este padrdo de predominancia de fémeas de
Macrobrachium jelskii também foi relatade nos estudos de Barros-Alves et al. (2012) em Minas
Gerais'e Rocha € Barbosa (2017) em Cruz das Almas, na Bahia. E 0 maior.nimero de fémeas
na populacao favorece um maior indice de fertiiizagéo (Taddei et al., 2017), sendo importante
para M. jelskii que possui uma reproducdo continua. Além disso os maches da espécie ndo séo
territoriais sendo altamente mdveis, o sucesso reprodutivo é de acordo com 0 nimero de fémeas

que eles fertilizam, dessa maneira uma proporgao maior de fémeas iria favorecer o nimero de
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fémeas disponiveispara o acasalamento, o que-aumentaria a producéo reprodutiva da populagéo
(Rocha e Barbosa, 2017).

Além disso, para 0 género Macrebrachium a proporcdo sexual favoravel as fémeas,
pode ser devido a predacdo dos machos, ja que as fémeas se refugiam em locais para se tornarem
menos susceptiveis aos predadores. As diferentes condigdes ambientais e de predacdo podem
atuar de forma distinta na mortalidade de cada sexo (Silva et al. 2019).

A analise de morfometria geométrica do cefalotorax realizada no presente estudo revelou
variacdes morfoldgicas entre as quatro populacdes. As variagdes se concentraram na forma do
cefalotérax e comprimento do rostro. Esses resultados podem ser devido a maturacdo gonadal
(Ventura et al. 2019) e fatores ambientais e geogréaficos (Konan et al., 2010; Bissaro et al., 2013;
Zimmermann et al., 2012; Chen et al., 2015). Sabe-se que em camardes os efeitos do ambiente e
selecdo natural podem produzir diferencas morfométricas dentro de uma espécie e entre
diferentes @reas geograficas, mesmo_guando. essas areas sao espacialmente proximas e ndo sdo
separadas por barreiras fisicas, e essas variagoes.como tamanho do corpo e maturidade sexual
sdo influenciadas peias ' condicdes de habitat correlacionadas com a latitude (por exemplo,
temperatura da &gua.e suprimento alimentares/nutrientes) (Carvalho et al., 2019). A temperatura
exerce grande influéncia sobre a taxa metabélica e o fluxo de energia e, consequentemente, no
crescimento de crustaceos (Montagna, 2011).

A influéncia sazonal pode ser descartada, visto que em M. jelskii estudos afirmam a
presenca de individuos jovens e fémeas ovigeras ao longo de todo ano, sendo a sua reproducao
classificada como continua; ou Seja,” Se reproduz duranie todo ‘0 ano, embora possa sofrer
influéncia da precipitagéo por favorecer a disponibilidade de alimentos e das temperaturas mais
altas que estimulam o desenvolvimento gonadal (Barros-Alves et al., 2012; Soares et al., 2015;
Rocha e Barbosa, 2017). E importante ressaltar que todas as localidades estudadas no presente
estudo tiveram presenca de fémeas ovigeras e ndo ovigeras, exceto em Jequié (somente ndo
ovigeras, mas em estagio de maturacdo gonadal).

As analises da forma do cefalotérax realizadas no presente estudo apresentaram
separacao-para todas as populactes. Os individuos de Jequié, Ipiad‘e-ltagi apresentaram maior
similaridade apesar de serem estatisticamente diferentes quanto a forma'do_cefalotérax, o que
era esperado, pois foram coletados em localidades com relativa proximidade, em rios que
pertencem a mesma bacia hidrografica (Bacia.do rio de Contas) e possuem um-ambiente I4tico.
Os individues de Ipiad e Itagi ndo tiveram diferencas significativas no tamanho e foram mais
préximos moriciogicamente, podendo ser pelo fato do rio Santo Antonio desaguar mais

proximo de Ipiau, o que poderia ajudar na conectividade hidrologica (Torres et al., 2014). Mas
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a espécie M. jelskiispossui o desenvolvimento larval abreviado, o qual esta-associado a reducao
da disperséo e do fluxo génico (Vogt, 2012), sendo a distancia hidrol6gica um fator limitante
para esta espécie; 0 que pode reduzir o fluxo génico proporcionando- diferencas entre as
caracteristicas morfologicas dessas populacdes.

Contra nossas expectativas, individuos coletados em locais distintos do mesmo rio (rio
de Contas, em Jequie e Ipiau) ou em um afluente do rio de Contas (rio Santo Anténio, em Itagi),
apresentaram diferencas morfologicas. Essas variacdes podem ser devido ao local de coleta,
visto que as populac@es foram coletadas em ambientes com niveis distintos de preservacdo. O
trecho do rio Santo Antdnio em Itagi é uma area com vegetacdo marginal preservada, substrato
rochoso e baixo impacto antrépico, somente pastagens e plantag@es. Por outro lado, o trecho do
rio de Contas em Ipiau e Jequié recebe efluentes urbanos, industriais, agricolas e residuos de
mineracdo, tendo contaminacdo por metais pesados (Jesus et al., 2014) e séo utilizados como
area de lazer pelos banhistas.

Os individuos coletados em ltagi, apresentaram o rostro mais alongado. Em um estudo
com camarao da espécie Xiphopenaeus kroyeri, os autores descrevem gue o rostro alongado,
pode ser uma resposta evolutiva da interacdo-presa-predador no nivel merfelogico, ja que a
coluna rostral alongada serviria de protecéo contra a degluticdo por um predador (Moraes et al.,
2018). Em M. jelskil, o alongamento do rostro ajudaria na defesa de fémeas adultas contra
predadores, como peixes carnivoros, dentre eles, Hoplias malabaricus e Serrasalmus brandtii
presentes na bacia do rio de Contas (Jesus et al. 2014), visto que 0s camardes sdo 0s principais
itens alimentares dessas espécies de peixes (Corréa e Piedras, 2009).

O rio de Contas tem climas diferentes ao longo da bacia, ocorrendo em uma transicéo do
semiarido da Caatinga para o clima semiimido da Mata Atlantica. Os municipios de Jequié, Ipiad
e Itagi pertencem ao trecho médio Contas, que engloba essa zona de transi¢éo, onde o clima de
Itagi e Ipiad fica cada vez mais Umido, e o de Jequié geralmente mais seco (SRHSH, 1993). O
clima pode influenciar na temperatura da agua, refletindo na morfologia dos camardes. O
desenvolvimento dos tecidos gonadais sdo influenciados pela temperatura da dgua (Soares et al.
2015), e pode-influenciar na estruturasdo-cefalotorax, devido ao proecesso de muda que ocorre
durante @ maturagédo gonadal (Lob&o et al. 1996).

Assim, a diferenca na morfologia do cefalotorax comprimido posteriormente dos
individuos de Ipiad.e Itagi em relacdo as demais localidades, também pode.ser devida a situagéo
geografica dos dois rios. O trecho do rio de Contas em Ipiau e o rio Santo Antdnio em Itagi estao
localizados na regido de Mata Atlantica, porianto, estavam sob a mesivia variacdo climatica,

tornando os individuos mais similares.
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O cefalotorax:da populacdo de Ipiad foi'mais expandido dorsalmente;essa caracteristica
pode ser devido as fémeas j& estarem em Seu estagio completo de maturacdo gonadal
(desenvolvido), e com ovarios maduros preenchendo toda a cavidade cefalotoracica dorsal (Silva
et al., 2007). Maiores dimensbes do cefalotorax em fémeas podem corresponder ao
desenvolvimento do ovario e producdo de ovdcitos, representando o aumento na fertilidade
(Bissaro et al., 2013).

A populacdo de Jequié apresentou algumas diferencas na forma, como foi demonstrado
em todas as analises, podendo ser devido a maior distancia hidrologica e variagdes na maturacdo
gonadal. A populacdo de Jequié, apresentou o cefalotérax expandido na regido posterior e
dorsalmente comprimido, além do rostro alongado, e nenhuma fémea ovigera. A regido dorsal
do cefalotérax mais comprimida, € a mesma onde sdo localizadas as gbnadas, e esta apresentou
estagio de maturacdo gonadal, sugerindo que se tratam de fémeas adultas que estdo no inicio da
maturacdo sexual, ou seja, as gonadas nao estdo maduras o suficiente para que o cefalotdrax
esteja expandido dorsalmente. Portanto, as variagdes encontradas no cefalotérax sdo reflexo do
inicio da maturidade, que nos crustaceos e sinalizado por uma série de transformacdes
morfoldgicas. Quando-estes organismos creseem; algumas de suas dimensées morfoldgicas
aumentam a uma taxa diferente de outras, 0 que resulta em uma mudanga nas proporgdes
corporais conhecida como crescimento relativo (Williner et al., 2014). Ainda, o crescimento dos
crustaceos tem a caracteristica de ser descontinuo, ou seja, durante o processo de troca do
exoesqueleto, as fémeas aumentam de tamanho, porém, devido ao processo reprodutivo, utilizam
suas reservas energeéticas parad maturagao das gonadas’e, consequentemente reduz a taxa de
crescimento (Silva et al., 2007; Montagna, 2011). As diferencas de tamanho no inicio da
atividade reprodutiva também podem estar relacionadas a oferta de itens alimentares ou estresse
ambiental (Mascarefias e Torres, 2016).

Além disso, os individuos de Jequié apresentaram o menor tamanho meédio do
cefalotérax (7.4mm) de todos os locais amostrados, podendo ser devido também ao estagio
inicial de maturacdo gonadal e a populacdo ndo apresentar fémeas ovigeras, visto que as
ovigeras apresentam em média um tamanho maior do cefalotérax:(a média varia de 8.21 a 9.21
mm) (Barros et al., 2012; Silva et al., 2019) e a maturidade ‘sexua! em fémeas a jusante de
barragem tiveram o cefalotérax em media 8.45 mm (Soares et al., 2015). A chtencédo de fémeas
menores nessa localidade pode ser devido ae.comportamento reprodutivo dos individuos que
vivem a jusante da barragem do rio de Contas; sugere-se que em locais que tem presenca de
barragens as féimieas maiores e reprodutivaimente ativas podem ficar perto da barragem para

reproduzir e facilitar a dispersdo larval a jusante, este comportamento foi relatado para M.
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amazonicum no.estudo de Rodrigues et al., (2020) no Sudeste do Brasil. Assim, a presenca de
individuos mencres na margem do rio, pode ser devido a esta estraiégia, que poderia ser
utilizada por camardes da espécie M. jelskii, pelo fato de sua dispersao ser dificultada pelo seu
desenvolvimento larval abreviado (Vogt, 2012).
No presente estudo, os individuos de Ipiad e Jequié foram coletados em um mesmo rio
(rio de Contas), mas com diferencas ambientais locais (clima), além disso o periodo de
maturidade gonadal distinto dessas populacdes refletiram em variagdes morfologicas no
cefalotérax principalmente na regido dorsal onde ocorre o desenvolvimento gonadal. Portanto,
variagdes morfologicas como expansdo e compressdo dorsal do cefalotérax em fémeas devem
ser avaliadas, visto que essas variagbes sdo oriundas do estagio gonadal, afim de evitar a
superestimacdo de morfotipos, visto que a maturacdo influenciou na forma do cefalotérax em
fémeas. Os pardmetros ambientais como temperatura da agua podem modificar o periodo da
maturidade nos crustaceos, caracterizando variacdes entre populagdes de uma mesma espécie
(Soares et al. 2015).

Os individuos coletados em Jitauna, na represa Boa Vista, foram 0S que mais se
divergiram dos demais. As diferencas encontradas estdo associadas ao fate.da populagéo estar
isolada em uma represa, sem conexdo com o rio de Contas. A barreira geografica entre o rio e
arepresa, que impede o fluxo génico entre as populagoes, permitindo a diferenciacédo entre elas
(Konan et al., 2010). As principais variagdes encontradas nestes individuos foram o rostro mais
comprimido e o comprimento médio do cefalotorax maior que as demais localidades. Estas
diferencas poden ser devido ao fato” destes individuos estarem ‘isolados em regido de Mata
Atlantica conservada e serem introduzidos no local, passando por um efeito fundador. A represa
foi caracterizada visualmente sendo um ambiente Iéntico, que possui maior disponibilizacéo de
alimentos, devido a abundante vegetacdo marginal que fornecem recursos nutricionais e
protecdo para as fémeas ovigeras.

Como estes individuos foram introduzidos na represa (comunicacdo pessoal), e
provavelmente habitavam um ambiente I6tico de correnteza mais forte. O rostro mais
comprimido'seria uma caracteristica deste:ambiente, Mazancourtet al: (2017), relataram que a
velocidade da corrente resulta em forgcas meeanicas mais fortes aplicada ao rostro dessa forma
limitando seu crescimento em camarfes de agua doce Caridina. Os diversos parametros
ambientais que variam de acordo com a veloecidade da agua, influenciam na forma do
cefalotorax. Além disso, diferentes niveis de predacdo relacionados a diferentes coberturas
vegetais podem estimular variagdo no desenvolvimento do rostro. A forma do cefalotorax

também pode variar como uma resposta a plasticidade fenotipica adaptativa, a diferencas nos
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niveis de oxigéniorem agua parada ou em agua‘em movimento (Zimmermann et al., 2012).
Espécies de ampla distribuicdo como a M. jelskii, em ambienies heterogéneos ou
geograficamente isoladas, podem apresentar variacfes fenotipicas, pois tendem a apresentar
respostas plasticas a diferentes influéncias ambientais (Rossi e Mantelatto, 2013).

As quatro populagdes de M. jelskii tiveram morfologia distintas, essas variagdes entre
as populactes também podem ser oriundas de diferencas genéticas, tendo uma estruturacao
genética local, visto que estudo com camardes X. kroyeri relatou que o fluxo génico restrito,
deriva genética aleatoria, novas mutacdes e selecdo natural de subpopulaces em diferentes
ambientes, podem ser reveladas como variacfes morfoldgicas e adaptagdes locais que mudam
as caracteristicas morfoldgicas, indicando divergéncias populacionais (Gusmao et al., 2013).

O estudo da morfologia externa tem sido utilizado por pesquisadores para identificar
espeécies, descrever estrutura e dindmica populacional. Diante deste contexto, a morfometria
geométrica vem sendo uma ferramenta“importante em estudos biolégicos, nos informando
variacOes morfoldgicas que ndo podem ser estimadas pela taxonomia tradicional e ajudando a
compreender a bioiogia das espécies.” Dentro da espécie M. jelskil verificamos variacdes
morfologicas impertantes, refletindo desde alteracOes relacionadas a maturagao das gonadas
dos individuos até adaptacdes ambientais destes camardes que apresentam grande variabilidade
morfoldgica interpopulacional. A compreenséo desses parametros ira auxiliar em futuras

medidas de conservagao desta espécie de interesse ecoldgico e econdmico.
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Figura 2. Vista do lado direito do cefalotérax de Macrobrachium jelskii. Os pontos vermelhos demonstram os
marcos (1) apice do rostro, (2) espinho hepético, (9) &ngulo anterior inferior e os pretos os semimarcos anatdmicos
(3,4,5,6,7,8,10).
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Tabela 1. Dados dos locais de amostragem dos municipios em que foram realizadas as coletas.

Bacias Hidrograficas Coordenadas Geograficas Data de Coleta Localidade
Rio Santo Anténio 14°8'57"S ; 40°0' 45"W 22/09/2018 Itagi/BA
Rio de Contas 14°7'40,04"S ; 39°45'28,64"W 30/06/2019 Ipial/BA

Represa Boa Vista 18756'56769"S7:39151'44;98"W 01/07/2019 Jitauna/BA
Rio de Contas 13°51'56,07"S ; 40°14'10,19"W 14/03/2020 Jequié/BA

Tabela 2. Descric¢éo da localizacdo de cada marco e semimarco anatdmico implementado no cefalotorax da espécie
Macrobrachium jelskii.

NuUmero dos marcos e semimarcos no cefalotérax Marco (Landmarks - LM) ou semimarco
(Semilandmarks - SLM)

1 LM: Apice do rostro

2 LM: Espinho hepético

3 SLM: ponta dorsal anterior
4 SLM:"ponto médio dorsal
5 SLM: ponto‘dorsal posterior
6 SLM: ponto ventral posterior
7 SLM: ponto médio ventral
8 SLM: ponto ventral anterior
9 LM: @ngulo anterior inferior
10 SLM: angulo anterior orbital

Tabela 3. Classes e valores médios do comprimento do cefalotérax (CC) e desvio padrdo (SD) de fémeas de
Macrobrachium jelskii por localidade de coleta.

Municipio Min e Max Média+SD do Maturacao N° de fémeas N° de fémeas
CC (mm) CC (mm) ovigeras ndo ovigeras
Ipiau 7.8-95 8.4+0.36 Adulto 13 20
Itagi 6.4-10.7 8.2+1.25 Adulto 2 12
Jequié 6.6 -8.3 7.410.45 Adulto 0 31

Jitatina 8.4-10.9 9.7+0.60 Adulto 19 11
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Resumo

Os camardes-da espécie Macrobrachiumsjelskii sao-amplamente distribuidos ne Brasil, sendo
importante tanto para a manutencdo da cadeia trofica quanto para @ comércio e consumo
humano. A identificagéo dessa espécie baseada.namorfologia é dificultadapela sua semelhanca
morfologica com espécies sintdpicas do genero, principalmente no estagio juvenil. Por esse
motivo, utilizamos 0 DNA barcoding (COl) para a identificacdo molecuiar, além de estimar a
variabilidade genética dentro da referida espécie. As estimativas na variabilidade genética
foram superestimadas devido a amplificacdo de pseudogenes mitocondriais nucleares (Numts).
Os pseudogenes foram caracterizados através da presenca de picos duplos nos cromatogramas
do sequenciamento, codons de parada na traducdo e 12 haplétipos com 42 sitios varidveis
(polimérficos) € 43imutagdes. Assequéncias depseudogene tiveramedivergéncia intraespecifica
de 2.6% e, quando comparadas com sequéncias dos bancos de dados, a divergéncia
interespecifica foi de 140.9% em relacédo as sequéncias de M. jelskii obtidas do BOLD e 135.1%
em relacdo as sequéncias de M. rosenbergii do GenBank. As arvores de neighbor-joining (NJ),
méaxima verossimilhanca e inferéncia bayesiana, apresentaram a mesma topologia, e 0
pseudogene de M. jelskii formou um clado independente nos dois bancos de dados com alto
suporte (NJ - 95% e 100% de bootstrap). No presente estudo, apresentamos evidéncias de que
0s pseudogenes podem acarretar em superestimacéo da biodiversidade. Esses resultados podem
ajudar em futuros estudos taxonémicos e filogenéticos usando genes mitocondriais em
camardes de agua doce. Dentro dessa perspectiva torna-se importante a utilizacdo de genes
nucleares e de outras ferramentas integrativas, como morfoldgicas e ecoldgicas, para reduzir a
superestimagao de espécies.

Palavras-chave: COIl, divergéncia, pseudegene
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Introducéo

O género Macrobrachium (Spence Bate, 1868) (Decapoda: Palaemonidae) é
compreendido com 246 espécies validas que habitam regifes tropicais e subtropicais. Inimeras
espécies, possuem interesse comercial e sdo importantes para a manutencdo da cadeia trofica
(Zimmermann et al., 2012). Os estudos taxonomicos deste género sao dificultados pelo restrito
numero de caracteres disponiveis para a identificacdo das espécies, uma vez que estas sao
bastante similares quanto a forma geral do corpo (Lopes, 2014). Isso € observado
principalmente em espécies sintdpicas e que apresentam muitas semelhancas morfoldgicas
conservadas (principalmente no estagio juvenil), como Macrobrachium jelskii (Miers, 1877) e
Macrobrachium amazonicum (Heller, 1862). De fato, alguns estudos evidenciam uma alta
proximidade entre essas espécies, tanto morfologicamente e geneticamente (Lopes, 2014;
Guerra et al’; 2014). Vera-Silva et al.,(2017) fizeram a redescri¢éo. da espécie M. jelskii,
destacando caracteres morfoldgicos para identificacdo da espécie, afim de evitar identificagdo
errdbnea com especies similares, como a M..amazonicum e M. acanthurus (\Wiegmann, 1836).

Os camarfes.da espécie Macrobrachium.jelskii sdo endémicos da América do Sul. Sdo
exclusivamente dulcicola e de desenvolvimento larval abreviado (trés estagios larvais), sendo
que os dados genéticos existentes sdo incipientes na regido de estudo. Vale ressaltar que a
taxonomia alfa correta é essencial para a organizacdo do conhecimento da diversidade
biolbgica, principalmente na regido Neotropical, onde a fauna de camardo de agua doce é
subestimada (Magalhaes et al., 2016).

Devido as limitacdes existentes na identificacdo morfoldgica, referente ao estado de
preservacdo do material bioldgico e desenvolvimento, a taxonomia associada a dados de
sequéncias de DNA tem sido frequentemente utilizada, principalmente com os marcadores
moleculares baseados em genes mitocondriais. O fragmento mitocondrial Citocromo C oxidase
subunidade I (COI), foi proposto como uma ferramenta padronizada para a taxonomia e
identificacdo molecular da diversidade de diversos animais (Galtier et al., 2009), sendo
conhecidas<como DNA barcoding (Hebertet al., 2003).

Essa metodologia é baseada no sequenciamento dessa regido do DNA e vem sendo
utilizada'em diversos estudos com crustaceos com eficiéncia (Qing-y1 et al., 2009; Vergamini
etal., 2011; Thanh et al., 2015; Vera-Silva‘etal., 2016).

Vera-Silva et al.,, (2016), analisaram a espécie M. jelskii utilizando os genes
mitocondriais COl e 16S, e identificaram a presenca de dois clados (clado amaz6nico e costeiro)

com maior divergéncia genética entre 0s mesmos, porem com auséncia de sinapomorfia
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morfoldgica consistente para sugerir uma espécie criptica para M. jelskii. Exadistribuicdo atual
da espécie € devido a introducdo antropica o que pode acarretar em perda da diversidade e
homogeneizagdo da espécie.

Entretanto apesar da identificacdo taxonémica eficaz do DNA barcoding, a
variabilidade genética dentro das' espécies estudadas utilizando essa metodologia pode ser
superestimada devido a possibilidade de amplificacdo de pseudogenes, também conhecidos
como DNA mitocondrial nuclear (Numts), os quais representam copias ndo funcionais das
sequéncias mitocondriais que foram incorporadas ao genoma nuclear (Leite, 2012). A
transferéncia do gene mitocondrial para o nucleo, faz com que a funcdo do gene seja perdida,
acumulando mutacdes (Gerstein & Zheng, 2006).

A analise baseada somente no DNA barcoding (Hebert et al., 2003), foi criticada por
Song et al. (2008), pelo fato da amplificacdo de pseudogenes utilizando iniciadores universais
descrito.por ‘Hebert et al. (2004), terem resultado em uma superestimacdo de espécies. As
sequéncias originadas através do gene COIl devem ser verificadas detalhadamente,
principalmente. no que. se refere a qualidade do sequenciamento, cédons. de parada e
similaridade com eutras sequéncias do gene COl.de banco de dados (Song.et al., 2008), visto
que os pseudogenes ndo reconhecidos em estudos filogenéticos ou populacionais podem revelar
delimitacdo erronea da biodiversidade, como observados em alguns estudos com camardes
(Williams & Knowlton, 2001; Moraes, 2017). E as anélises taxondmicas devem ser realizadas
de forma integrativa, incluindo dados morfoldgicos, fisiologicos, ecoldgicos e comportamentais
(Dayrat, 2005).

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo é analisar a possibilidade de pseudogenes
na espécie M. jelskii do Estado da Bahia, e suas implicacdes em estudos que visam inventariar

a biodiversidade por meio do gene mitocondrial COI.

Material e métodos

Obtencdo‘do'material bioldgico

No total 165 espécimes fémeas de Macrobrachium jelskit foram coletados entre os
meses de Setembro.de' 2018 e Marco de 2020..As.coletas foram realizadas.com 0 auxilio de um
pucé na vegetacdo marginal do rio/represa (Tab. 1).

A identificacdo morfologica e sexagem de todos os exemplares foi realizada em

microscopio estereoscopio, diferenciando os sexos pelos caracteres sexuais especificos de
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acordo com Mejia=Ortiz et al. (2008). A identificacao morfoldgica dos camardes foi com base
em Melo, (2003), Valencia & Campos (2007), Sampaio et al. (2009) e Vera-Silva et al. (2017).
As amostras de tecido muscular abdominal foram retiradas de cada individuo coletado,
armazenadas em alcool etilico a 99.5% e estocadas em freezer a -20°C, e posteriormente 0s

individuos foram armazenados em éalcool 70%.

Extracdo do DNA genémico

Foi realizado extracdo do DNA (&cido desoxirribonucléico) utilizando o kit de extracéo
Wizard® Genomic DNA Purification (PROMEGA) de acordo com o fabricante com algumas
modificacdes. A integridade e qualidade do DNA extraido foi verificada por eletroforese em
gel de agarose a 0.8% e corado com azul de bromofenol e GelRed® (Invitrogen) na proporgéo
3:1.

Amplificacao e sequenciamento do gene Citocromo C oxidase subunidade 1 (COIl)

Para identificacdo molecular da espécie foi amplificado fragmentos do gene
mitocondrial Citocromo C Oxidase subunidade I (COI). Foram testados 0s seguintes iniciadores
descritos na Tab. 2.

Os: parametros :de. desnaturacda-inicial -foram. de 60 ;segundos-a-94°C, sequido de 35
ciclos de 30 segundos a 94°C, 90 segundos a 52°C e 60 segundos a 72°C, com extensao final
de 5 minutos a 72 °C. Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose a 1.2 %.

Apos a amplificagdo, foi realizado a purificacdo dos fragmentos com polietilenoglicol
20%. Em seguida foram sequenciados bidireccionalmente pelo método de
dideoxirribonucleotideos terminais (ddNTPs) (Sanger et al., 1977) usando o Kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems/Life Technologies, USA).

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado 2.5 ul de 4gua ultrapura, 2 pl de tampao
BigDye, 1 ul do mix BigDye terminator, 1 ul de primer (20 gM) e 5 pl do produto de PCR
purificade. Os parametros utilizados foram: 1 minuto a 96°C; 25 eiclos de 15'segundos a 96°C,
15 segundos a 52°C e 4 minutos a 60°C. Em seguida as amostras foram precipitadas utilizando-
se 80ul de isopropanol 75% e 200ul etanol a 70% e depois foram enviadas para leitura na

Fundagéo Oswaldo Cruz (Fiocruz) de Salvador, Bahia.
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Anélise dos dados:do DNA mitocondrial

As seguéncias forward e reverse obtidas foram editadas e utilizadas para a construcao
de uma sequéncia consenso no programa DNA Baser Sequence Assembler v. 4.16 (Heracle
BioSoft, 2013). Em seguida, as sequéncias foram traduzidas no programa MEGA v.6 (Tamura
et al., 2013) a fim de verificar possiveis codons de parada. O alinhamento final das sequéncias
foi realizado com a ferramenta Clustal W Multiple Alignment (Thompson et al., 1994)
implementado no programa BioEdit Sequence Alignment Editor 7.1.9 (Hall, 1999). Cada
sequéncia do presente estudo foi testada para a saturacdo de substitui¢cBes utilizando gréaficos
de transicgdes e transversdes contra distancia F84 no DAMBES (Xia, 2013).

As distancias intra e interespecifica entre grupos foram obtidas no MEGA v.6 (Tamura
et al., 2013) e a arvore de Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987) baseada no método de
substitui¢do nucleotidica Kimura-2-Parametros (K2P) (Kimura, 1980).com 1000 réplicas de
bootstrap.

Para confirmar a confiabilidade dos ramos faram realizadas as analises probabilistica de
méaxima verossimilhanca (ML) e inferéncia Bayesiana (BI), utilizando os.seftwares RaxML-
HPC BlackBox v.8 e MrBayes on XSEDE v. 3.2.7, ambos implementados na plataforma online
CIPRES Science Gateway (https://www.phylo.org/portal2). Na ML os valores de suporte dos
ramos foram estimados pelo teste de bootstrap (Felsenstein, 1985) com 1000 pseudoréplicas.

Os modelos selecionados na Bl foram: no primeiro banco de dados (BD1) foi 0 modelo
HKY+G e no segundo bando de dados (BD2) foi TPM2uf+G obtidos no jModelTest (Posada,
2008). As arvores geradas foram editadas nos programas FigTree v.1.4.4 (Rambaut, 2014) e a
construcdo da arvore resumo foi realizada no Inkscape v. 1.0.

Os calculos da estatistica sumaria (diversidade haplotipica — Hd e diversidade
nucleotidica — m) e a caracterizacdo do polimorfismo das sequéncias, nimero de mutacdes e
sitios variaveis foram realizados com o programa DNA Sequence Polymorphism (DnaSP v.6)
Foi construido uma rede de hapldtipos com o programa DnaSP v.6 com o parametro Midian
Joining Netwerk (Bandelt et al. 1999).a partir do calculo dos vetaressmedianos, implementado

no programa PopArt (Population Analysis with Reticulate Trees-http://popart.otago.ac.nz).
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Obtencéo do banecede dados

Para efeitos comparativos foram adicionadas ao banco de dados do presente estudo,
sequéncias obtidas das plataformas gratuitas (Barcode of Life Data Systems - BOLD) e
GenBank (Tab. 4). As andlises foram realizadas em dois bancos de dados de sequéncias. O
primeiro (denominado de BD1) incluiu 21 sequéncias do gene COI de M. jelskii do BOLD e do
presente estudo (13 sequéncias obtidas através dos iniciadores COla e COIf). As sequéncias do
BOLD foram utilizadas para validar a regido amplificada como gene COI, devido a
confiabilidade das sequéncias depositas na plataforma, as quais passam por um pProcesso
criterioso de qualidade, sendo analisadas quanto a presenca de codons de parada e atribuidas a
um Barcode Index Numbers (BIN), procedimento previsto pelo sistema BOLD depois de
validar as sequéncias depositadas como barcode tags. Este sistema BIN divide as sequéncias
de COIl em unidades taxondmicas operacionais moleculares. Todas as sequéncias de M. jelskii
do BOLD utilizadas no conjunto de dados sdo referentes aos BINs ADK1112 e ADK1113.

O segundo banco de dados (denominado BD?2) foi constituido por 95 sequéncias do
género Macrobrachium do GenBank selecionadas utilizando a ferramenta BLAST (Basic
Alignment Search Tool) juntamente com 4 sequéncias de M. amazonicum de pseudogene do
GenBank e do presente estudo (13 sequéncias obtidas através dos iniciadores COla e COIf)
(Tab. 4). O grupo externo utilizado em todas as andlises foi a espécie Exopalaemon orientis

(Palaemonidae) obtida da mesma plataforma.

Resultados

Foram realizados testes de amplificacdo do fragmento do gene COI de acordo com
Bilgin et al., (2014) com modificacbes, os que tiveram maior qualidade nos fragmentos
amplificados foram descritos na Tab. 3.

Os iniciadores que tiveram melhores fragmentos amplificados foram os COla e COIf,
0s outros iniciadores os fragmentos tiveram baixa qualidade. Fizemos o sequenciamento de
amostras.do_conjunto CrustF2 e HCO2198 e a maioria das sequéncias teve abaixo de 250pb,
somente uma sequéncia reverse (primer HCO2198) e uma sequéncia forward (primer Crust F2)
teve entre 690 a 700pb. Para confirmar 0s fragmentos amplificades e para a identificacdo
molecular das espécies das amostras, as sequéncias consensos foram submetidas e comparadas

com sequéncias referéncias depositadas no banco de dados GenBank através da ferramenta
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BLAST (Basic Alignment Search Tool) e a taxa-de similaridade foi de 85%a 92,47% com as
sequéncias. da espécie Macrobrachium jeiskii. disponiveis no banco de dados, porém a
similaridade foi baixa para concluir a identificacdo da espécie.

Realizamos o sequenciamento do conjunto de iniciadores COla e COIf e a validacéo da
qualidade das sequéncias obtidas, analisando 13 sequéncias do gene COI obtidas com estes
iniciadores devido a melhor qualidade durante a amplificacao por PCR e sequenciamento. As
mesmas foram submetidas a ferramenta BLAST para identificagdo molecular da espécie. As
sequéncias apresentaram maior taxa de similaridade de 95.60% a 98.60% para a espécie
Macrobrachium jelskii, corroborando com a identificagdo morfolégica. Portanto selecionamos
as 13 sequéncias para as analises posteriores.

Apesar da eficiente identificacdo molecular da espécie M. jelskii através do gene COI,
0s cromatogramas das 13 sequéncias apresentaram em alguns pontos picos duplos (sobreposicao
dos sinais.de fluorescéncia de dois nucleotideos em um mesmo sitio) € fuidos (Fig. 1). Além da
presenca de codons de parada ap6s a traducao e troca no quadro de leitura (insercdes/delecbes)
baseadas no BLAST (GenBank) atraves da pesquisa de similaridade, com pessibilidade de
amplificacdo de pseudogenes mitocondriais.

O gréfico de transicBes e transversoes versus a distancia F84, ndo demonstrou
substituicdo saturada dentro das 13 sequéncias do presente estudo (Fig. 2).

A rede de haplotipos das sequéncias revelou, para cada sequéncia, um haplétipo
exclusivo, exceto as sequéncias Mjlp149 e MjJe235 que compartilharam o mesmo haplotipo.
Pudemos observar que para a maioria dos haplotipos variaram a ‘quantidade de passos
mutacionais, de 1 a 9 (Fig. 3).

Para fins comparativos fizemos uma anéalise de diversidade haplotipica, polimorfismos
de DNA e variabilidade nucleotidica, analisamos separadamente as 13 sequéncias do presente
estudo de M. jelskii pseudogene, e posteriormente as sequéncias de M. jelskii do BOLD (BINs
- ADK1112; ADK1113) de Vera-Silva et al., (2016) e as de M. amazonicum pseudogene de
Iketani et al., (2019) (Tab. 5).

As-arvores de Neighbor-joining=(NJ) com 1000 réplicas‘de bootstrap (Fig. 4 e 5)
apresentaram topologias semelhantes as obtidas por Maxima Verassimilhanga (ML) e Inferéncia
Bayesiana (BI), diterindo ligeiramente em seus valores de suporte em ambas as analises.

No BD1 foi observado a formacdo de dois clados altamente suportados. Pode ser
observado a divergéncia das sequéncias de M. jelskii do BOLD (BINs - ADK1112; ADK1113)
das sequéncias do presente estudo (pseudogenes, destacadas com um *) com suporte de 100% e

100% de bootstrap e 1 de probabilidade posterior (Fig. 4).
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A distanciagenética intraespecificawusando a distdncia K2Pwe" com base nos
agrupamentos mostrados na arvore (Fig. 4) variou de 0% (M. jelskii do BOLD - BIN ADK1113)
a 2.6% (M. jelskii pseudogene) e a média foi 1.5%. A distancia genetica interespecifica variou
de 9.5% M. jelskii do BOLD (BINs — ADK1112 x ADK1113) a 140.9% (M. jelskii pseudogene
X BIN ADK1113) e a média 119% (Tab. 6), desconsiderando a distancia com o grupo externo.

O BD2 as sequéncias de pseudogenes do presente estudo estao relacionadas as especies
do género Macrobrachium, mas ficaram em um clado independente (95% e 100% de bootstrap;
1 de probabilidade posterior) das demais sequéncias de Macrobrachium do GenBank, exceto a
sequéncia do GenBank de M. jelskii (codigo GU929469) (Fig. 5).

A distncia genética intraespecifica usando a distdncia K2P e com base nos
agrupamentos mostrados na arvore (Fig. 5) variou de 0.2% (M. striatum) a 2.6% (M. jelskii
pseudogene e M. jelskii GU929469) e a média 1.2%. A distancia genética interespecifica variou
de 2.6% (M. amazonicum (baixo. suporte) x M. amazonicum 96% bootstrap; 0.87 de
probabilidade posterior) a 135.1% (M. rosenbergii x M. jelskii pseudogene e M. jelskii
GU929469) e a média 41.8% (Tab. 7), desconsiderando a distancia do grupo externo.

Com base nesses resultados de alta divergéncia genética nas sequéncias da espécie M.

jelskii, estas foram caracterizadas como pseudogenes mitocondriais originarios do gene COI.

Discussao

Apesar do gene COI ser eficiente na identificacdo molecular de espécies, foi observado
um alto indice de variabilidade entre as sequéncias do presente estudo, sendo que a maioria
(84.6%) apresentou haplétipos exclusivos. As sequéncias da espécie Macrobrachium jelskii
obtidas no presente estudo na maioria das analises foram alocadas em um clado distinto com alto
suporte quando comparadas com sequéncias do banco de dados do género Macrobrachium
(BD2) e da espécie M. jelskii do BOLD (BD1).

O gene COI vem sendo utilizado na técnica de DNA barcoding em muitos estudos com
crustaceas, porem a utilizacdo de iniciadores universais em inferéncias filogenéticas deve ser
avaliada de forma ecriteriosa, devido a possivelramplificacdo de pseudogenes.

A presenca de pseudogenes em crustdceos sdo mais comuns gue em outros
invertebrados aquaticos (Venera-Ponton et al.; 2020), podendo interferir nos resultados e

inferéncias decorrentes de suas analises.
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Broussard & Neigel, (1997), relataram-apresenca de pseudogenes-em crustaceos pela
primeira vez em duas espécies de caranguejo Menippe mercenaria e M. adina.

Williams & Knowlton, (2001), verificaram a presenca de pseudogenes em camardes do
género Alpheus utilizando os iniciadores universais descritos por Knowlton et al. (1993) e
Baldwin et al. (1998). Kim et al. (2013), em caranguejos do género Austinograea, utilizando
0s Iniciadores universais descritos por Folmer et al. (1994).

A utilizacdo dos iniciadores universais COla e COIf resultou em sequenciamento com
presenca de picos duplos e ruidos em nossos eletroferogramas, além dos cddons de parada na
traducédo, sugerindo a amplificacdo de diferentes sequéncias e por conseguinte pseudogene
mitocondrial (Numts) na espécie M. jelskii.

Smith, Kelley & Patton, (1992) ao analisarem o gene mitocondrial Citocromo b
observaram a presenca de codons de parada em uma sequéncia, que impediriam a traducéo e a
producdo ‘de” uma proteina funcional, “deduzindo que a sequéncia ndo era de origem
mitocondrial. ESses.dados sdo importantes pois indicam que, em certas situacdes onde essas
caracteristicas citadas acima sdo encontradas nas segquéncias, recomenda-se o desenvolvimento
de iniciadores taxons especificos, para evitar.a amplificacdo de Numis,.que pode levar a
superestimacao de unidades taxondmicas operacionais (OTUS).

Moraes, (2017), analisaram a espécie M. jelskii utilizando os iniciadores universais

COla e COIf, e também tiveram a presenca de pseudogenes. Estes iniciadores amplificaram
pseudogenes em M. jelskii podendo ser explicado pelo fato destes ter afinidade mais alta pela
regiao do pseudogene do que o proprio gene COT (Kim et al., 2013).

Foi possivel a identificacdo da espécie utilizando estes iniciadores, visto que
pseudogenes podem coamplificar com a sequéncia alvo mitocondrial (Gislason et al., 2013), mas
estes iniciadores ndo sao ideais para estudos filogenéticos da espécie M. jelskii. Entretanto, estes
iniciadores foram eficientes para a amplificacdo da regido COIl com auséncia de pseudogenes em
outras espécies do género Macrobrachium, sendo utilizados em diversos estudos populacionais
e filogenéticos (Vergamini et al., 2011; Rossi & Mantelatto, 2013; Guerra et al., 2014;
Udayasuriyan-et al., 2015; Maidin et al;2017; Udayasuriyan et al2017).

Segundo'Schubart, (2009),“em uma célula normal teremos muitas copias do genoma
mitocondrial’em comparacdo ao nuclear. No entanto, se utilizarmos iniciadores universais que
teriam maior afinidade ao pseudogene nuclear do que o MtDNA, estes iniciadores iriam
preferencialmente se hibridizar ao DNA nuclear, apesar do grande numero de copias de mtDNA,
podendo resultar em uma amplificacdo cori a interferéncia dos produios ou sequéncias de

pseudogene. Ele afirma que a ocorréncia de pseudogenes diminui fortemente ao usar iniciadores
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especificos para taxens, e afirma que os iniciaderes universais, como HCO2198 e LC0O1490 de
Folmer et al. (1994) apresentam baixa eficiéncia em obtencdo do gene COI em crustaceos, porque
estes resultaram frequentemente em sequéncias que possuem artefatos nas andlises das
sequéncias ou que ndo representam o produto mitocondrial.

Rossi & Mantelatto, (2013), analisaram 45 espécimes da espécie Macrobrachium
olfersii de diferentes Estados brasileiros, além da Costa Rica e Panama, utilizando o gene COl e
os iniciadores COla e COIf (os mesmos utilizados no presente estudo). Foi observado 28
hapldtipos, sendo 3 polimérficos, tendo assim um polimorfismo menor do que o observado em
nosso estudo com M. jelskii.

De acordo com os resultados da andlise dos hapl6tipos e polimorfismos de DNA das
sequéncias de M. jelskii pseudogene (presente estudo) e dos pseudogenes de M. amazonicum de
Iketani et al., (2019), podemos concluir que as mutac@es sdo devido principalmente o nimero de
transi¢Bes, como_foi demonstrado no.grafico. (Fig. 1) das sequéncias de M. jelskii pseudogene,
que podem causar mutacdes de sentido trocado podendo alterar trinca de bases.

Nos dados do BD1 a distancia intraespecifica foi maior nas sequéncias de M. jelskii
pseudogene (2.6%).e.@ maior interespecifica foi.entre sequéncias de M. jelskii do BOLD (BIN
ADK1113) e M. jelskii pseudogene (140.9%). Quando analisamos BD2 também foi observado
uma distancia interespecifica elevada (135.1%) entre a espécie M. rosenbergii e o agrupamento
de M. jelskii pseudogene com a M. jelskii do GenBank (c6digo GU929469).

Dessa forma sem as analises detalhadas das sequéncias, as distancias seriam
interpretadas erroneamerite e poderiam ser classificadas como espécies distintas, visto que uma
das premissas do DNA barcoding é baseada em um limiar de identificacdo, onde o valor de
divergéncia genética superior a 2% ¢é utilizado para identificagcdo/separacdo de espécies (Hebert
et al., 2003).

Jose et al., (2015), distinguiu duas espécies morfologicamente semelhantes do género
Macrobrachium utilizando marcadores mitocondriais, considerando o valor de divergéncia
genética interespecifica 13.8% a 21.0% alto para as espécies M. striatum e M. equidens.
Portanto;s0 alto indice de divergéneia genética obtido nas comparacdes intraespecificas e
interespecificas (maior que 100% entre espécies do género Macrobrachium e M. jelskii
pseudogene) nos permitiu concluir que as sequéncias obtidas neste estudo seriam pseudogenes
mitocondriais.

O pseudogene pode ter se originado de uma linhagem mitocondrial divergente daquela
estabelecida para 0 'género, devido a alta divergéncia encontrada em nossos dados (Gerstein &

Zheng, 2006). Williams & Knowlton (2001) afirmam que em camardes ha uma alta taxa de
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transferéncia de genes mitocondriais para o.genema nuclear, sendo que geralmente acontecem
duplicacdes de uma parte do mtDNA e subsequentes eventos de transferéncia horizontal para o
genoma nuclear. As treze sequéncias do presente estudo foram alocadas em um clado separado
(100% de bootstrap na NJ e ML; 1 de probabilidade posterior na Bl) da sequéncia do mtDNA
de M. jelskii do BOLD (Fig. 3), enfatizando que essas sequéncias seriam possivelmente
pseudogenes mitocondrias da espécie M. jelskii. Esses resultados poderiam nos levar a assumir
a existéncia de uma linhagem distinta dentro de M. jelskii.

O estudo taxondmico utilizando o DNA barcoding é baseado principalmente pelas
similaridades entre as sequéncias e divergéncias genéticas, a alta variabilidade pode sugerir a
presenca de uma nova espécie ou complexo de espécies, e isso se torna um problema quando
sequéncias de pseudogenes altamente divergentes sdo confundidas com sequéncias
mitocondriais funcionais (Buhay, 2009).

Para evitar essas interferéncias na interpretacdo dos dados entre gene mitocondrial e
pseudogenes mitocondriais, deve-Se ter um _.controle na qualidade das sequéncias para
submissao, usar iniciadores especificos em genes que apresentam essas caracteristicas nas
analises, e realizar.a.comparacdo das sequeneias obtidas com outras sequéncias de banco de
dados, para reduzir o erro na construcao de filogenias e delimitacdo de novas espécies (Leite,
2012).

Outro mecanismo que pode interferir na qualidade das sequéncias é a ocorréncia de
heteroplasmia, levando @& estimativas com alto nivel de divergéncia haplotipica. A
heteroplasmia € caracterizada pela presenca de mais de um haplotipo -mitocondrial em um
individuo/organismo (Magnacca et al., 2010). Estudos em crustaceos verificaram a presenca de
heteroplasmia (Williams et al., 2017; Koolkarnkhaia et al., 2019; Rodriguez et al., 2020).

Os resultados do presente estudo demonstram que o gene COI foi eficiente na
identificacdo molecular da espécie. Os pseudogenes certamente nao afetam a eficacia de uma
abordagem de DNA barcoding na identificacdo de amostras desconhecidas por meio de
comparacBes com sequéncias de banco de dados de DNA (Venera-Pontdn et al., 2020). Porém
a amplificagde de pseudogenes podesser-um problema em estude-de:filogenia e filogeografia
usando esse gene de mtDNA.

Sendoassim, a utilizacdo somente de um gene e as possiveis presencgas de pseudogenes

podem causar futuras confusdes taxonémicas,.resultando na superestimagao da biodiversidade
dos organismos do estudo. A utilizagdo de genes nucleares e de outras ferramentas integrativas,

como morfoldgicas e ecoldgicas, pode favorecer uma delimitacdo correia de espécies (Song et
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al., 2008). As sequéncias de possiveis pseudogenes ndo devem ser descartadas, mas devem ser
incluidas em bancos de dados de DNA barcoding, como recurso potenciaimente informativo.
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Figura 1. Cromatogramas das sequéncias Mjlp134 e MjJi186 obtidas com os iniciadores COla e COIf visualizados

no programa BioEdit. As setas estdo evidenciando a sobreposigao de “picos”.
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Figura 4. Arvore representativa baseada em NJ das sequéncias do COI de Macrobrachium jelskii BOLD e
sequéncias de M. jelskii jpseudogene marcadas com (*) .do presente estudo. Os valores acima dos ramos
representam o grau de confiabilidade (>80%) e os valores de probabilidade a posteriori (Bl) acima de 0,8 e valores

abaixo foram representados pelo (*).
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Figura 5. Arvore representativa baseada em NJ das sequéncias do COI do género Macrobrachium obtidas pelo
BLAST e sequéncias de pseudogene marcadas com (*), os pseudogenes incluiram Macrobrachium jelskii
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Tabela 1. Lista dos locais de amostragem e coordenadas.geograficas dos municipios em:que foram realizadas as

coletas.
Bacias Hidrogréaficas Coordenadas Geograficas Localidade N° de espécimes
Rio Santo Antonio 14°8' 57"S ; 40°0' 45"W Itagi/BA 16
Rio de Contas 14°7'40,04"S ; 39°45'28,64"W Ipiad/BA 49
Represa Boa Vista 13£56!56,69S7%139751'44,98"\W Jitalna/BA 40
Rio de Contas 13°51'56,07"S ; 40°14'10,19"W Jequié/BA 60

Tabela 2. Iniciadores utilizados para a amplificacdo do gene mitocondrial COI na espécie Macrobrachium jelskii
e suas respectivas sequéncias.

Iniciadores Sequéncia (5°-3”) Autores
COla F: S’ AGTATAAGCGTCTGGGTAGTC-3" Palumbi & Benzie,
Colf R: 5 CCTGCAGGAGGAGGAGACCC 3’ (1991)

LCO1490 F: 5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’ Folmer et al., (1994)

HCO2198 R: 5> TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

CrustiF1 F: 5 TTTTCTACAAATCATAAAGACATTGG 3’ Costa et al., (2007)
Crust F2 F: 5" GGTTCT TCTCCACCAACCACAARGAYATHGG ¥’

Tabela 3. Descricao dos.protocolos testados para amplificagao do gene COI na espécie de.camarao de dgua doce
Macrobrachium jelskii.

Iniciadores Descricdo do Protocolo de Amplificagéo N° de amostras
amplificadas/N° de

amostras testadas

1 pL de DNA molde em 14uL. contendo 0.05
mM. 'dé- dNTR; “tampdo "“Lx(Invitrogen: 10X
PCR/200mM Tris-HCI (pH 8.4), 2.2 mM de
MgCI2, 0.10uM de primer, 1.5 U de Taq
polymerase e H20 ultrapura.

LCO1490 e HCO2198 11

1 uL de DNA molde em 14pL contendo 0.05

mM de dNTP, tampdo 1x (Invitrogen 10x

CrustFl, Crustr2, LCO14%0e  pepnoomM Tris-HCI (pH 8.4), 2.2 mM de

HCO02198 MgCI2, 0.10uM de primer, 1.5 U de Taq
polymerase e H20 ultrapura.

1/2

1 uL de DNA molde em 14uL contendo 0.25
mM .dex dNTP, tampdo 1x (Invitrogen. 10x
PCR/200mM; Tris-HCI (pH 8.4), 3:5 mM de
MgCI?, 0.20uM de primer, 1.5 de Tag
polymerase e H20 ultrapura.

CrustF2 e HCO2198 3/3

2 uL de DNA molide.em 12.5uL contendo 0.25
mM de dNTP, ‘tampdo 1x (Invitrogen 10x
PCR/200mM Tris-HCI (pH 8.4), 3.0 mM de
MgCI2, 0.20uM de primer, 1.5 U de Taq
polymerase e H20 ultrapura.

COlae COIf 21/21




Tabela 4. Sequéncias obtidas do presente estudo e dos bancos de dados BOLD e GenBank usadas nas analises moleculares.
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Espécies GenBank Autores BOLD Autores Presente estudo
GU929532 GU929524 GU929515 GU929499  Vergamini - - -
M. amazonicum  GU929481 GU929474 GU929480 GU929471 etal.,
2011
MK936500 MK936502 MK936503 MK936504  Iketani et - - -
M. amazonicum . MK936505 MK936507 MK936508 MK936509 al., 2019
MK936510 MK936513 MK936512 MK936514
MK936518 MK936517 MK936516 MK936519
MK936520 MK936521 MK936522 MK936523
MK936524 MK936526 MK936527 MK936530
MiK936531 MK936532 MK936533 MK936534
MK936487 MK936499 MK936491
MK936535 MK936536 Iketani et
M. amazonicum MK936537 MK936538 al., ;2019
pseudogene
M. amazonicum HM352486 HM 352487 Pileggi‘et - - -
al42010
M. amazonicum KM101542 Pileggivet - - -
al., 2014
M. edentatum AB235247 Liuetal., - - -

2006
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KP054316 KP054317 KP054318 KP054319 Vera- Mjlt74 Mjlp134
M. jelskii GU929469 Vergamini.  KP054320 KP054321 KP054322 KP054323 Silva et Mjlpl42 Mjlp145
etal., KP054324 KP054325 KP054326 KP054328 al. 2016 Mjlp149
2011 KP054329 KP054330 KP054331 KP054332 MjJi185
KP054335 KP054336 KP054334 KP054337 MjJi186
KP054333 MjJil87
M;jJi194
MjJil95
MjJe235
MjJe236
MijJe239
M. jelskii HM352484 Pileggi et - - -
al., 2010
M. MK792413 MK792414 MK792415 MK792416  Saravana - - -
malcolmsonii MK792417 etal.,
2019
MK782960 MK782961 MK782962 MK782963 - - -
M. MK782964 MK782965 MK782966 MK782967  Jose etial.,
malcolmsonii MK782968 MK782969 2019

KR703252 KR703253 KR703254 KR703255
KR703256 KR703257 KR703259 KR703260
KR703261
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M. MF838938 Udayasuri

malcolmsonii yan et al.
2017

M. naso AB235285 Liuetal.,
2006

.. M. neglectum . AB235286 . . Liuetal, - “ Ao T . - -
Genetica, ﬂmgwersmﬂde e ConservaGenetica, E-mzt&%rersmﬂde e Conserva@Genetica, Biodiversidade e Conservacao

KX151823 KX151824 KX151827 KX151829  Maidi - - -
M. rosenb 151831 KX151834 KX151835 KX151836 al. @
- KX151837
W M236790 KM236792 KM236794 - -
M236795 KM236797 KM236799 KM236800  Jose et al.,
2015

AB235299 Liuetal., - - R
2006

Genetica, Biodiversidade e ConservaGanetica, Biodiversidade e ConservaGanética, Biodiversidade e Conservacdo

Genetica, Biodiversidade e ConservaGenetica, Biodiversidade e ConservaGaenetica, Biodiversidade e Conservacao
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Tabela 5. Dados de polimorfimos de DNA de M. jelskii'pseudogene (presente estudo), M. amazonicum

pseudogene e M. jelskii do BOLD para fins comparativos.

V M. jelskii pseudogene
Andlises

M. amazonicum M. jelskii (BOLD)

pseudogene BINs - ADK1112;
ADK1113
Composi¢éo nucleotidica (A) 32.3% (A) 27.8% (A) 28.5%
Adenina (A) (C) 16.2% (C) 21.4% (C) 26.4%
Citosina (C) (G)22:6% (G)11814% (G)17:1%
Guanina (G) (T) 28.9% (T) 32.4% (T) 28.0%
Timina (T)
N° de sequéncias 13 4 21
Sitios polimoérficos 42 72 39
Sitios monomorficos 593 470 385
MutacGes 43 72 39
Sitios variaveis singletons 9 70 1
N° de haplotipos 12 4 12
Diversidade haplotipica (Hd) 0.9872 1.000 0.881
Diversidade nugleotidica () 0.02518 0.06704 0.04313

Tabela 6. Matriz de distancia genética da espécie M. jelskii do BOLD (BINs) e M. jelskii pseudogene

(presente estudo), com base no modelo evolutivo Kimura-2-Parametros (K2P).

Espécies _ Distancia Distancia interespecifica
intraespecifica 1 5 3
M. jelskii pseudogene 0.026
Exopalaemon orientis - 1.907
BIN ADK1112 0.019 1.359 1.248
BIN ADK1113 0 1409 1.178 0.095
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Tabela 7. Matriz de distancia genética de M. jelskii pseudogene do presente estudo e sequéncias de Macrobrachium obtidas pelo BLAST no GenBank, com base no modelo

evolutivo Kimura-2-Parametros (K2P).

Distancia Distancia
Espécies intraespecifica interespecifica
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

M. jelskii GenBank 0.026

€ pseudogene
M. amazonicum 0.019 0.155

M. jelskii - 1.208 1.192
M. amazonicum 0.019 1116 1.101 0.152

M. edentatum - 1.211 1.227 0.169 0.194

M. rosenbergii 0.016 1351 1.336 0.201 0.177 0.188
M. amazonicum 0.012 1.155 1.136 0.162 0.027 0.2037 0.179

M. neglectum - 1.231 1.215 0.158 0.149 0.185 0.183 0.151
M. amazonicum - 1.124 1108 0.162 0.028 0.207 0.174 0.037 0.153

M.sp. - 1.145 1168 0.174 0.197 0.140 0.190 0.196 0.154 0.198
M. amazonicum 0.005 1.180 1.165 0.157 0.026 0.209 0.184 0.034 0.149 0.033 0.212

M. naso - 1.229 1236 0.194 0.184 0.198 0.184 0.191 0.205 0.187 0.195 0.184

E. orientis - 1374 1383 0.221 0.215 0.2084.0.230 0.208 0.215 0.220 0.197 0.208 0.227

M. striatum 0.002 1273 1253 0.166 0.143 0165 0.201 0.149 0.141 0.149 0.164 0.144 0.177 .0.217
M. malcolmsenii 0.004 1226 1199 0.194 0.191 0.482 0437 0199 0.208 0.185 0.182 0.198 0.241 “0.209 ./0.198
M. amazonicum 0.004 1.218 1249 0.215 0.143 0.223 0493 0.143 0.188 0.149 0.227 0.153 0.217 0.249 0.203 0.226

pseudogene
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8. CONCLUSOES GERAIS

Os camaroes de agua doce da especie Macrobrachium jelskii do Sul e Sudoeste
da Bahia apresentaram variagdes morfologicas com o ambiente influenciado na
forma do cefalotOrax e tamanho dos-mesmaos,

As variagGes morfoldgicas foram relacionadas a maturacdo gonadal e adaptacfes
ambientais, demonstrando a variabilidade morfoldgica interpopulacional dessa
espécie, mesmo em ambientes proximos ou isolados, com diferentes estados de
preservacao.

Essas variagBes morfologicas demonstram como o ambiente aquatico reflete na
adaptacao e desenvolvimento dos camarfes de dgua doce.

A técnica de DNA barcoding fai eficiente na identificagdo molecular da espécie
de M. jelskii.

Avamplificacao. do gene mitocondrial COI utilizando iniciadores universais
resultou na amplificacdo de possiveis pseudogenes mitocondriais na espécie M.
jelskii.

As "informacGes morfologicas e genéticas obtidas sdo” importantes para a
conservacao e delimitacdo adequada da espécie. Agregando conhecimento
bioldgico e enfatizando as implicacdes dos pseudogenes na superestimacdo de
espécies na-taxenemia molecular.-Estes-dados.favarecerdo em-futuras medidas de

manejo e conservacao desta espécie de interesse ecoldgico e econémico.



