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RESUMO

Os camardes sdo artrépodes pertencentes ao subfilo Crustacea, ordem
Decapoda, que na Amazonia esta representada por 18 espécies distribuidas em
3 familias (Euryrhynchidae, Palaemonidae e Sergestidae). Mas a diversidade de
camardes na regido do Baixo Amazonas ainda precisa ser melhor conhecida.
Porém, a identificacdo por uso de chaves taxondmicas é especialmente dificil
devido ao alto grau de conservadorismo interespecifico e variacdo
intraespecifica dos principais caracteres analisados. Nos ultimos 20 anos o
avanco das técnicas de biologia molecular tem contribuido muito para resolucéo
de duvidas a respeito das variagbes morfolégicas que seriam geradas pela
plasticidade fenotipica, daquelas que provavelmente estariam relacionadas a
linhagens distintas. O presente estudo teve como objetivo identificar camardes
coletados na regido do Baixo Amazonas por meio de dois marcadores
moleculares mitocondriais e um nuclear. A obtencdo do material genético (DNA
gendmico total) deu-se pelo uso do Kit Wizard Genomic-Promega. Foram obtidas
sequéncias parciais dos genes mitocondriais COIl e 16S em ambos os sentidos
da fita de DNA, bem como sequéncias parciais do gene nuclear 28S. As
sequéncias foram alinhadas no programa CodonCode Aligner v7.0.1
(CodonCode Corporatio). A andlise da variabilidade genética interespecifica e
intraespecifica foi feita por meio do céalculo da distancia p com modelo evolutivo
Kimura 2 parametros (K2P), para as sequéncias de COIl. Para os marcadores
16S e 28S foi calculada a distancia p ndo corrigida. Em todos os casos foi
utilizado o programa MEGA v7.0). Além disso, foram construidas arvores de
Agrupamentos de Vizinhos (NJ) também com uso do programa MEGA v7.0. Das
85 sequéncias obtidas para COI, 39 apresentaram indicios de picos duplos
distribuidos entre as espécies M. amazonicum e M. brasiliense, sendo excluidas
da maioria das andlises. A andlise das distancias genéticas associadas as
andlises das arvores filogenéticas obtidas com as sequéncias sem picos duplos
para os trés marcadores, revelou novos registros para a regido do Baixo
Amazonas (PA) e estado do Amazonas, municipio Nhamunda. Estas analises
também sugeriram uma nova espécie em Macrobrachuim Bate, 1868 e outra em
Palaemon Weber 1795.

Palavras-chave: Camardes, Genética, Baixo Amazonas.
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ABSTRACT

The shrimps are arthropods belonging to the subfamily Crustacea, order
Decapoda, which in the Amazon are represented by 18 species distributed in 3
families (Euryrhynchidae, Palaemonidae and Sergestidae). But a diversity of
prawns in the Lower Amazon region still needs to be better known. However, an
identification by use of taxonomic keys is especially difficult due to the high
degree of conservatism and intraspecific variation of the main characters
analyzed. In the last 20 years, molecular biology techniques have contributed
greatly to the resolution of doubts regarding the morphological variations that are
generated by phenotypic plasticity, which would be related to distinct lineages.
The present study aimed to identify, using mitochondrial and nuclear molecular
markers, prawns collected in the Lower Amazon region. Obtaining the genetic
material (total genomic DNA) was done by using the Wizard Genomic - Promega
Kit. Partial sequences of the mitochondrial COI and 16S genes were obtained in
both directions of the DNA strand, as well as partial sequences of the 28S nuclear
gene. The sequences were aligned in the program CodonCode Aligner v7.0.1
(CodonCode Corporation). The analysis of inter and intraspecific genetic
variability was made by calculating the p distance with evolutionary model Kimura
2 parameters (K2P) for the COIl sequences. For the 16S and 28S markers the
uncorrected p-distance was calculated. In all cases the MEGA v7.0 program was
used. In addition, Neighbor Cluster trees (NJ) were also constructed using the
MEGA v7.0 program. Of the 85 sequences obtained for COI, 39 showed signs of
double peaks distributed among M. amazonicum and M. brasiliense species and
were excluded from most analyzes. The analysis of the genetic distances
associated to the analyzes of the phylogenetic trees obtained with the sequences
without double peaks for the three markers, revealed new records for the region
of Lower Amazon (PA) and state of Amazonas, Nhamund& municipality. These
analyzes also suggested a new species in Macrobrachuim Bate, 1868 and
another one in Palaemon Weber 1795.

Key words: Prawns, Genetic, Lower Amazon.
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1. INTRODUCAO

O subfilo Crustacea forma um dos maiores grupos dentro do filo
Arthropoda com mais de 67.000 espécies ja descritas. A ordem Decapoda é a
gue possui maior diversidade, com mais de 14.000 espécies descritas, algumas
de grande interesse econbmico como caranguejos, siris, lagostas e camardes.
Quanto aos camarbes, a ordem se divide em duas subordens:
Dendrobranchiata, que inclui a infraordem Peneidea (camardes marinhos) e
Pleocyemata que engloba outras sete infraordens, entre elas Caridea. A principal
familia de carideos, Palaemonidae Rafinesque, 1815, estd mundialmente
representada por 980 espécies distribuidas em 130 géneros aproximadamente
(DE GRAVE e FRANSEN, 2011). A diferenca entre as duas subordens se da
principalmente em razéo do cuidado com os ovos. A primeira libera os ovos na

agua, enquanto a segunda os incuba no abdémen (DE GRAVE et al., 2008).

1.1 Diversidade dos camarfes de agua doce no Mundo

Os camarfes habitam uma diversidade de ambientes no mundo. De
regides tropicais e subtropicais a regides polares, colonizando desde ambientes
salinos a estritamente dulcicolas, como cavernas subterrdneas. Possuem,
portanto, representantes marinhos e de agua doce, com algumas espécies
assumindo comportamento anfidromo, em que as fémeas migram a jusante para
depositar os ovos em estuarios em razdo do desenvolvimento larval depender
de agua salobra. Tal comportamento é tido como um traco plesiomérfico de
clados costeiros e estuarinos invasores de agua doce (HOLTHUIS, 1952;
BAUER, 2004; ANGER, 2013).

No brasil, as duas principais familias de carideos continentais sdo Atyidae:
géneros Atya Leach, 1816 e Potimirim Holthuis, 1954, e Palaemonidae
Rafinesque, 1815. Duas subfamilias destacam-se dentro de Palaemonidae:
Pontoniinae Kingsley, 1878, cujos membros sdo predominantemente marinhos
e ocasionalmente encontrados em estuarios de alta salinidade, e Palaemoninae

Rafinesque, 1815, que inclui espécies marinhas a exclusivamente dulcicolas.



1.1.1 Origem evolutiva dos camardes amazonicos

O continente Sul Americano passou por profundas alteracdes na sua
configuracdo ao longo de sua histéria: longos periodos de elevacdes e
sucessivas quedas nas temperaturas, orogenia dos andes, alteracdes do fluxo
de correntes dos rios, etc (HOORN, 1993). Mas nenhuma destas, talvez, foi tdo
significante para determinacdo da atual composicdo e diversidade da fauna
aquatica amazonica quanto as incursdes marinhas do Mioceno (LOVEJOY et al.,
2006). Na Amazbnia, o alto grau de endemismo de algumas espécies de peixes
da familia Potamotrygonidae, as quais possuem um unico ancestral marinho
comum, indicam que o evento mais provavel para transicdo evolutiva de
linhagens marinhas para habitats de agua doce tenha sido mesmo as incursées
do mar durante o Mioceno (LOVEJOY, 1998). O ingresso do mar ao continente
ocasionou o0 surgimento de diversos ambientes aquaticos costeiros e
continentais que conectavam-se de maneira intermitente. Essas conexdes
permitiram gradualmente a transicdo evolutiva de diversas linhagens marinhas
para habitats de agua doce (LOVEJOY et al., 2006).

Da mesma forma Anger (2013) sugere que as flutuacdes no nivel do mar
foram responsaveis pela “inje¢cao” de linhagens ancestrais de Macrobrachium em
ambientes interiores, uma vez que tais flutuacdes causaram inundacdes
continentais, e que eventos tectdnicos relacionados a orogenia andina auxiliaram
na formacdo de vastas areas cobertas por um mar raso onde as linhagens
dispersaram e irradiaram. Sucessivamente, estas linhagens invasoras foram
aprisionadas em “armadilhas” criadas pela regressao do mar, as quais acabaram
por ser extintas ou adaptaram-se a agua doce. Nos periodos seguintes, plioceno
e pleistoceno, houve a fragmentacdo das aguas interiores, promovendo a

diversifica¢do vicariante em diferentes areas de captacao.

1.1.2 Diversidade dos camardes de agua doce na Amazénia

Em territorio brasileiro, ha 35 espécies de camardes de agua doce
pertencentes a 4 familias (Atyidae, Euryrhynchidae, Palaemonidae e
Sergestidae), distribuidas ao longo das bacias hidrograficas continentais, regioes
estuarinas e riachos (MELO, 2003; PILEGGI e MANTELLATO, 2012). Na bacia

amazonica estes organismos estao distribuidos ao longo de todas as sub-bacias



hidrogréficas. Sua diversidade nesta regido € bem conhecida gracas as revisdes
taxondmicas feitas por Holthuis (1951, 1952), Omori (1975), Tiefenbacher
(1978), Kensley e Walker (1982), Pileggi et al (2013), Pimentel (2003) e Pimentel
e Magalhdes (2014). O estado do Para, devido ao seu vasto territério,
diversidade de habitats e o0 esforco de coleta incipiente desenvolvido na regido,
além da falta de especialistas do grupo permanecia com sua fauna de
Palaemonideos insuficientemente estudada até o inicio dos anos 2000,
principalmente porque os estudos se concentravam na regiao costeira do estado.
18 espécies de camarbes de &gua doce distribuidas nas familias
Euryrhynchidae, Palaemonidae e Sergestidae, foram listadas na Amazobnia
Oriental, estados do Amapa e Para, das quais 16 foram reportadas ao Para
(PIMENTEL e MAGALHAES, 2014), além de Palaemon yuna, descrita por

Carvalho et al. (2014), conforme destaca em negrito o quadro 1.



Quadro 1. Espécies de Carideos com ocorréncia natural no Brasil agrupadas nas suas
respectivas Familias. Em negrito as espécies encontradas no estado do Para. Segundo Melo
(2003); Pillegi et al (2013); Pimentel e Magalhdes (2014) e Carvalho (2014).

Familia Atyidae De Haan, 1859
1 Atya gabonensis Giebel, 1875
2 Atya scabra (Leach, 1816)
3 Potimirim glabra (Kinsley, 1878)
4 Potimirim potimirim (Muller,1881)
Familia Euryrhynchidae Holthuis, 1950

5 Euryrchynchus amazoniensis Tiefenbacher, 1978

6 Euryrchynchus burchelli Calman, 1907

7 Euryrchynchus wrzesniowskii Miers, 1877
Familia Palaemonidae Rafinesque, 1815

8 Cryphiops brasiliensis Corréa, 1973

9 Macrobrachium acanthurus (Wiegmann, 1836)

10 Macrobrachium amazonicum (Heller,1862)

11 Macrobrachium aracamuni Rodriguez, 1982

12 Macrobrachium borelli (Nobili, 1896)

13 Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862)

14 Macrobrachium carcinus (Linnaeus, 1758)

15 Macrobrachium denticulatum Ostrowski, Fonseca e Ferreira, 1996

16 Macrobrachium depressimanum Pereira, 1993

17 Macrobrachium ferreirai Kensley e Walker, 1982

18 Macrobrachium heterochirus (Wiegmann, 1836)

19 Macrobrachium iheringi (Ortamann, 1897)
20 Macrobrachium inpa Kensley e Walker, 1982
21 Macrobrachium jelskii (Miers, 1877)

22 Macrobrachium nattereri (Heller, 1862)

23 Macrobrachium olfersi (Wiegmann, 1836)
24 Macrobrachium pontiuna (Muller, 1880)

25 Macrobrachium surinamicum Holthuis, 1948

26 Palaemon argentinus Nobili, 1901

27 Palaemon pandaliformis (Stimpson, 1871)

28 Palaemon mercedae (Pereira, 1986)

29 Palaemon carteri (Gordon, 1935)

30 Palaemon ivonicus Holthuis, 1950

31 Palaemon yuna Sp.n.

32 Pseudopalaemon amazonensis Ramos-Porto, 1979

33 Pseudopalaemon chryseus Kensley e Walker, 1982
Familia Sergestidae Dana, 1852

34 Acetes marinus Onori, 1975

35 Acetes paraguayensis Hansen, 1919




Na Amazbnia, a familia Euryrhynchidae esta representada por trés
espécies pertencentes ao género Euryrchynchus Miers, 1877 Euryrchynchus
amazoniensis, Euryrchynchus burchelli e Euryrchynchus wrzesniowskii (MELO,
2003). E. amazoniensis, teve 0 primeiro registro no rio Amazonas, nas
proximidades de Manaus (llha do Carreiro) por Tiefenbacher, 1978. Hoje sabe-
se que sua distribuicdo estende-se além da regido central da Amazoénia, indo até
o Peru e Venezuela na parte ocidental, gracas a Garcia-Davila e Magalhaes
(2003). No estado do Para sua ocorréncia foi ampliada até a regido nordeste,
bem como registrada pela primeira vez no Amapa pelo trabalho de Pimentel
(2003). No mesmo trabalho, E. burchelli, que ja havia sido antes encontrada no
Pard, da regido oeste até a nordeste, teve seu registro ampliado para a por¢ao
leste do Amapa. E. wrzesniowskii ocorre desde as Guinanas e Suriname
(TIEFENBACHER, 1978) e Amazonia central (KENSLEY e WALKER, 1982) até
a Amazonia oriental, desde a regido oeste até proximo a regido nordeste do Para
(PIMENTEL, 2003).

A familia Palaemonidae, maior delas, tem na Amazénia 15 espécies
registradas e distribuidas em apenas 3 géneros: Palaemon Weber,1795,
Macrobrachium Bate, 1868 e Pseudopalaemon Sollaud, 1911. Palaemonetes
Heller, 1869 é, atualmente, considerado sinénimo junior de Palaemon (DE
GRAVE e ASHELBY, 2013).

Palaemon carteri e Palaemon ivonicus sdo espécies morfologicamente
muito semelhantes com distribuicdo geogréfica simpatrica na bacia amazonica,
no entanto, P. ivonicus nunca foi documentada nos estados do Amapa e Para,
na porcdo oriental da Amazodnia. (CARVALHO et al., 2014). Palaemon
mercedae, assim como P. carteri tem registro de ocorréncia na porgao oriental
da Amazénia, mas ao contrario de P. carteri, P. mercedae, ndo ocorre no Amapa
(PILEGGI et al, 2013). Palaemon pandaliformis possui distribuicdo mais restrita
as regibes costeiras da Amazobnia oriental, Amapa e Para (PIMENTEL e
MAGALHAES, 2014). Palaemon yuna, foi recentemente descrita por Carvalho et
al. (2014) a partir de dados morfolégicos e moleculares de amostras coletadas
no rio negro, estado do Amazonas.

Pseudopalaemon € um género endémico da América do Sul (KENSLEY
e WALKER, 1982) e na Amazoénia oriental esta representado por duas especies:

Pseudopalaemon amazonensis e Pseudopalaemon chryseus. A primeira ocorre



em ambientes de aguas pretas como as do rio Negro, no estado do Amazonas,
e baia de Caxiuana, estado do Para. Nao muito diferente, P. chryseus, ja foi
assinalada desde a porcdo oeste até a baia de Caxiuana, Para. Além disso,
também ja foi registrada no estado do Amapa (PIMENTEL, 2003; PIMENTEL e
MAGALHAES, 2014).

Macrobrachium é o género mais representativo na bacia amazonica, com
muitas espécies distribuidas em diferentes tipos de corpos d’agua (Aguas
brancas, claras e pretas). Na bacia amazbnica, M. amazonicum, é a espécie
mais abundante, distribuindo-se desde rios da regido costeira até as porcdes
mais interiores da Amazoénia (MACIEL e VALENTI, 2009). A distribuicdo da
espécie estende-se ainda por toda a América do Sul (Bacias do Orinoco,
Amazonas, Araguaia-Tocantins, S&o Francisco e La Plata, todas da vertente
Atlantica) e recentemente foi citada na américa central (HOLTHUIS,1952;
MELO,2003; VERGAMINI et al., 2011). M. brasiliense, M. nattereri e M.
surinamicum tém padrao de distribuicdo semelhante. M. brasiliense distribui-se
por todo o estado do Para e rios proximos a costa no Amap4, além de outros
estados da Amazodnia como Acre, Amazonas e Maranhdo. M. nattereri também
estd amplamente distribuida no Amazonas e Para, mas nao € registrada no
Amapa. M. surinamicum € registrada apenas em dois estados da regido
amazobnica (Amapa e Pard). M. acanthurus, M. carcinus e M. olfersii, na
Amazonia, possuem ampla distribuicdo nas bacias costeiras destes estados. M.
jelskii estd amplamente distribuida na bacia amazonica ocorrendo nos estados
do Amapa, Amazonas e Pard (PIMENTEL, 2003; PILEGGI et al., 2013;
PIMENTEL e MAGALHAES, 2014).

1.1.3 Importancia econémica dos camardes de agua doce na Amazobnia

A ampla distribuicdo destes organismos nas regides tropicais e
subtropicais fez com que se tornassem alvos da exploragao comercial em muitos
paises (NEW, 2014). Dentre os Paleomonideos os principais géneros de
interesse econdmico sdo Cryphiops Dana, 1852, Macrobrachuim Bate, 1868,
Palaemon Weber, 1795 e Pseudopalaemon Sollaude, 1911(MELO, 2003; KOU
et al., 2013). O género Macrobrachium, na Amazénia, é o que abriga as espécies
com maior potencial pesqueiro. M. amazonicum, popularmente conhecida como

camardo-da-Amazoénia, € a espécie mais abundante na regido, com grande



potencial para a pesca e aquicultura (MACIEL e VALENTI, 2009). M. rosenbergii,
também conhecida como “camaréao gigante da Malasia”, € uma espécie de agua
doce de ocorréncia natural na regido do indo-pacifico e que foi introduzida em
muitos paises com proposito a aquicultura, chegando ao Brasil nos anos de
1970, sendo hoje facilmente encontrada em ambientes selvagens, como na
regido costeira da Amazobnia, mais precisamente no estado do Para (SILVA-
OLIVEIRA et al., 2011; IKETANI et al, 2016). Sua producdo mundial girou em
torno de 216.856t, em 2014 (FAO, 2016).

1.1.4 Morfologia de camardes de agua doce

A principal diferenca em relacdo aos Dendrobranchiata esta na expanséo
da pleura do segundo somito abdominal, que recobre as pleuras do primeiro e
terceiro somitos conforme ilustra a figura 1, uma sinapomorfia deste grupo
considerado monofilético (PEREIRA, 1997).

Figura 1: Vista lateral da pleura do segundo somito (segmento) abdominal de um

camardo Carideo e de um Peneideo, respectivamente (New, 2002).
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Figura 2: Desenho esquematico de um camardo carideo, com destaque para as principais
estruturas. Fonte: (adaptado por Ferreira, 2009 de Crosnier e Forest, 1973).

As andlises morfolégicas com fins taxondmicos concentram-se nas
variacdes de trés caracteres principais: rostro, segundo par de pereépodos e
telso (Figura 2). No entanto, estas estruturas mudam de acordo com o
crescimento do animal e variam muito entre fémeas e machos adultos. Além
disso, a semelhanca morfologica interespecifica e a alta variabilidade
intraespecifica torna esta analise ainda mais dificultosa (HOLTHUIS, 1952;
MELO, 2003). Por exemplo, em Macrobrachium, o segundo par de pere6podos
possui alto nivel de variagdo ao longo do crescimento do animal e o rostro torna-
se menor de acordo com este crescimento (HOLTHUIS, 1952), sendo que nos
machos o desenvolvimento de algumas estruturas € alométrico (SHORT, 2004),
0 que sugere haver um problema na descricdo correta do que seriam machos
adultos totalmente desenvolvidos e jovens em desenvolvimento. Erros na
descricdo de espécies reportadas para o Brasil ja ocorreram (PILEGGI et al.,
2013). Além disso, a questao da dominancia social relacionada a morfologia dos
machos ainda gera muitas davidas. Em geral, verifica-se que os machos
dominantes sdo maiores e suas estruturas marcantes sao mais desenvolvidas,

como o segundo par de peredpodos, mas ja se observou casos em que a




dominancia é exercida por individuos menores em relacao a individuos maiores
com o segundo par de peredépodos menos desenvolvidos (SHORT, 2004).

Para as espécies do género Macrobrachium, as mais abundantes na
regido, a dificuldade de resolucdo taxonémica est4 no reduzido numero de
caracteres morfolégicos analisados, sendo que o0s principais sdo de dificil
visualizac&o por conta do pequeno tamanho dos individuos, que quando jovens
e imaturos estas estruturas sdo ainda menores e, como dito antes, pelas
espécies do género possuirem morfologia bastante semelhante e conservada
(MELO, 2003). Problema semelhante ocorre em espécies do género Palaemon
(CARVALHO et al, 2014).

1.1.5 Identificacdo Molecular

O aprimoramento dos métodos para obtencdo de sequéncias de
nucleotideos nos ultimos 20 anos tem facilitado ndo sé a identificacdo de novos
taxons, como tem resultado no aumento da disponibilidade de dados
moleculares, os quais tem colaborado para resolucédo de duvidas a respeito das
variacbes morfoldégicas que seriam geradas pela plasticidade fenotipica,
daquelas que provavelmente estariam relacionadas a linhagens distintas
(VERGAMINI et al, 2011; BUENO-SILVA, 2012; PILEGGI et al.,2012;
CARVALHO, 2014). O gene mitocondrial Citocromo Oxidase C Subunidade |
(COI) possui cerca 648 pares de base (pb) quando amplificado, e se popularizou
devido sua aplicacdo como DNA barcode. O DNA barcode consiste em identificar
ou discriminar espécies a partir de um pequeno fragmento ou sequéncia de DNA
mitocondrial, como a COIl. As divergéncias intraespecificas menores que as
interespecificas sdo o pressuposto fundamental para o uso efetivo deste
marcador (HEBERT et al., 2003).

As principais caracteristicas que qualificam o DNA mitocondrial (mMDNA)
em estudos taxonémicos e filogenéticos populacionais foram inicialmente
demonstradas no final da década de 1980, as quais seriam: obtencdo com
facilidade em face do grande nimero de mitocdndrias existentes nas células dos
tecidos animais, ser encontrado em qualquer organismo eucarioto, de maneira
gue € possivel fazer comparagdes entre os homoélogos de vérias espécies,
possuir estrutura genética simples sem elementos moéveis ou DNA repetitivo,

pseudogenes ou introns e possuir padrdo de heranca predominantemente



10

materna, o que reduz em até quatro vezes o tamanho efetivo populacional
(AVISE et al., 1987).

Sabe-se agora que existem limitagdes relacionadas a estes marcadores,
as quais podem ser citadas: analise de l6cus Unico, apresentar efeitos de
introgressao, heteroplasmia, ndo separar de maneira completa as linhagens por
conta da heranca materna (LEFEBURE et al., 2006) e haver ocorréncia de cépias
nucleares de DNA mitocondrial (Numts) ou pseudogenes (LOPEZ et al., 1994).
O ultimo problema em questdo tem sido relatado em mamiferos, insetos e em
crustaceos, ocorrendo com maior frequéncia nos Decapoda, dado relacionado a
maior quantidade de estudos utilizando sequéncias de COI nestes ultimos
(RAUPACH e RADULOVICI, 2015).

Ao analisar sequéncias da COI mitocondrial de M. amazonicum, Iketani
(2012), observou a presenca de picos duplos em sitios recorrentes, o que pode
caracterizar a presenca de copias nucleares da COI contaminando as
sequencias de DNA mitocondrial (Numts). Segundo lketani, 2012, picos duplos
em COIl podem produzir dados e resultados enviesados em estudos
populacionais. Para o efetivo uso deste marcador como DNA barcode, o
problema pode ser contornado com a obtencdo de DNA mitocondrial enriquecido
por meio de protocolos especificos (SUNNUCKS e HALES, 1996; ALJANABI e
MARTINEZ, 1997), ou por meio da obtencdo de DNA complementar (cDNA) a
partir do RNA com auxilio da enzima transcriptase reversa.

O gene 16S tem sido um dos genomas mitocondriais mais utilizados em
reconstrucdes filogenéticas em crustaceos (CHEN et al.,2009). Este gene possui
funcdo estrutural (small subunit ribosomal RNA), ndo sendo, portanto,
codificador de proteinas. A ampla utilizacdo deste gene em filogenias animais
justifica-se por nele haver regifes conservadas e variaveis (VERGAMINI, 2009).
No entanto, baixas resolucdes topograficas em filogenias de crustaceos de agua
doce ja foram relatadas (MURPHY e AUSTIN, 2005).

O 28S é um gene nuclear do segmento ribossomal que tem uma taxa de
evolugdo semelhante ou menor que 16S (CHEN et al., 2009). Ainda que possa
ser um gene gue sofre recombinacdo genética, o 28S é menos suscetivel a tais
variacbes devido ao eficiente mecanismo de reparo de replicacdo do DNA

nuclear. O 28S apresenta menores indices de transigbes e transversdes em
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relacdo ao 16S ribossomal, resultando em menor convergéncia de taxa,
apresentado melhor resolucao topologica nas analises (CHEN et al.,2009).

A complementacdo da andlise por um sistema de marcadores nuclear e
mitocondrial € uma escolha razoavel, pois aumenta a confiabilidade nas analises
(MONAGHAN et al., 2005; LEFEBURE et al., 2006). Raupach et al. (2010) ao
combinar a regido barcode COI com trés segmentos nucleares ribossémicos:
18S rDNA: V4, 18S rDNA: V7 e 28S rDNA, para identificar espécies de besouros
(Coleoptera: Carabidae) obteve resultados excelentes com 95% de identificacao
das espécies analisadas. Os resultados confirmam que as expansdes de
segmentos ribossémicos nucleares em combinacdo com fragmentos
mitocondriais, constituem um complemento valioso e eficaz para DNA barcode
e evita potenciais armadilhas quando apenas dados mitocondriais sao utilizados
(RAUPACH et al., 2010).

O relatado impedimento taxonémico -progressiva reducdo dos
taxonomistas morfologistas- (BUENO-SILVA, 2012), a imprecisdo ou baixa
resolugdo no delineamento das espécies na familia Palaemonidae devido ao
conservadorismo morfoldgico interespecifico e a variacdo intraespecifica dos
caracteres analisados travam o conhecimento a respeito da biodiversidade, ora
superestimando, ora subestimando o verdadeiro nimero de espécies. Contudo,
a metodologia barcode tem permitido a rapida identificacdo de espécies,
inclusive de espécies cripticas, auxiliando na conservagédo destas (HEBERT et
al.,2004).
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2. OBJETIVOS:
2.1 Objetivo geral:

Identificar camardes coletados na regido do Baixo Amazonas por meio de

marcadores moleculares mitocondriais e nuclear.

2.2 Objetivos especificos:

e Avaliar a eficiéncia de marcadores moleculares na identificacdo de
camardes de agua doce.

e Estimar os niveis de variacdo genética inter e intraespecifica para os
diferentes marcadores utilizados.

e Avaliar possiveis indicios de copias nucleares da Citocromo C Oxidase

subunidade | nas diferentes espécies identificadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacédo da area de estudo

As coletas de camardes ocorreram em municipios da mesorregido do
Baixo Amazonas, oeste do Para. A regido possui uma ampla extensao fluvial e
esta situada na bacia de sedimentacdo da planicie amazonica, sendo area de
confluéncia dos rios Amazonas e Tapajés e deste Ultimo com o rio Arapiuns, na
regido de Santarém. A regido do Baixo Amazonas, por conta de sua localiza¢do
na paisagem geomorfologica pode ser distinguida em areas de varzea e de terra
firme, com diferentes tipos de cobertura vegetal (Relatério analitico do territério
do Baixo Amazonas, 2012).

Os pontos de coleta estéo situados ao longo dos rios Amazonas, Arapiuns
e Tapajés, e em igarapés destas bacias e subacias. Foram 9 pontos na calha
norte do rio Amazonas, distribuidos entre os municipios de Alenquer, Monte
Alegre, Nhamunda, AM, Obidos e Oriximind; 2 pontos no Rio Arapiuns; 1 no Rio
Tapajoés (Apéndice A, figura 3).
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Figura 3: Pontos de coleta na regido do baixo Amazonas, oeste do estado do Para.
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Nos igarapés, a coleta foi realizada por meio de arrasto com rede e puca,
com duas pessoas no manuseio, sendo uma pessoa em cada extremidade da
rede fazendo o arrasto no substrato a partir do leito do igarapé até sua margem.
Nos rios a coleta foi feita utilizando armadilhas de pesca artesanais, proprias
para a captura de camardes (Matapis). Todos os animais coletados foram
acondicionados em potes e/ou sacos plasticos furados para serem mergulhados
em barris contendo alcool etilico 70% ainda em campo. Cada recipiente foi
etiquetado com informagdes da localidade, cada localidade representando um

lote, variando de muitos a poucos individuos.

3.2. Andlises Morfoldgicas

Antes de proceder com as extracdes de DNA, uma triagem com base na
morfologia foi realizada de acordo com as chaves taxonémicas propostas por
Holthuis (1952); Melo (2003); Pimentel (2003).

3.2.1.Extracdo de DNA e Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Apo6s a triagem morfologica dos lotes, todo ou parte dele foi utilizado na
obtencdo do DNA gendmico total, obtido do tecido muscular abdominal ou dos
pleépodos usando o Kit Wizard Genomic-Promega. Os critérios para obtencéo
dos dados moleculares foram:

e Lotes com menos de 20 individuos: todos foram sequenciados;

e Lotes com mais de 20 individuos, mas menos de 50: 20 individuos foram
selecionados aleatoriamente, mas abrangendo todos os grupos morfolégicos
observados na triagem;

e Lotes com mais de 50 individuos procurou-se selecionar aleatoriamente

10 individuos de cada grupo morfoldgico.

A partir destes extraidos, foi isolada e amplificada através de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) com os primers A e F (PALUMBI e BENZIE, 1991)
parte do gene da COIl. O gene 16S foi amplificado com os primers “ar’ e “br’
(PALUMBI et al.,1991) (Tabela 1). As melhores condi¢bes para amplificagao
testadas para estes marcadores foram as seguintes: desnaturacao inicial por 3
min a 94°C; Anelamento por 35 ciclos (45s a 94°C; 45s a 51,1°C e 1 min a 72°C);

extensao final 7 min a 72°C.
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Além deste, o marcador 28S foi amplificado com os primers “a” e “b” (WHITING
et al., 1997) (Tabela 1). As melhores condi¢des para amplificacdo deste foram
as seguintes: desnaturacao inicial por 3 min a 94°C; Anelamento por 35 ciclos
(80s a 94°C; 30s a 51°C e 1 min a 72°C); extenséao final 5 min a 72°C.

Tabela 1: Primers de COI, 16S e 28S, suas respectivas sequéncias e autores.

PRIMERS SEQUENCIA AUTOR
COI A 5-AGTATAAGCTGG GTAGTC-3 Palumbi & Benzie, 1991
COIF 5- CCTGCAGGAGGAGGAGAYCC-3’ Palumbi & Benzie, 1991
16Sar 5-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3' Palumbi et al., 1991
16Sbr 5'-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3' Palumbi et al., 1991
28Sa 5-GACCCGTCTTGAAGCACG-% Whiting et al., 1997
28Sb 5-TCGGAAGGAACCAGCTAC-3 Whiting et al., 1997

Para avaliar a qualidade do DNA extraido e do amplificado apds a PCR
foi realizada eletroforese em gel de agarose 1% com aplicacdo do GelRed para
corar o DNA. Em ambos, as bandas foram visualizadas e aquelas com melhor

resolucéo foram sequenciadas a fim de se obter as sequéncias.

3.2.2. Reacdo de PCR para o sequenciamento

A reacdo de sequenciamento destas amostras foi realizada no
sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems) usando o kit Big Dye
3.1 (Applied Biosystems) seguindo as instru¢des do fabricante. As reagdes de
sequenciamento foram realizadas em ambas as diregcbes com 0S mesmos

primers descritos na tabela 1.

3.3.Anélise dos dados

As sequéncias obtidas foram alinhadas no programa CodonCode Aligner
v7.0.1 (CodonCode Corporation) para visualizacao e edicédo, quando necessario.

As sequencias COI foram inspecionadas visualmente quanto a presenca
de sitios ambiguos (picos duplos). Estes foram considerados verdadeiros
guando o pico menor atingiu, no minimo, 60% da altura do pico maior em ambas
as dire¢cdes sequenciadas (IKETANI, 2012). As sequencias que apresentaram
estas ambiguidades foram contabilizadas e submetidas ao BLAST. Para reduzir
0 banco e simplificar a analise, apenas uma sequéncia foi colhida quando os

retornos foram acima de 90% e E-value préximo ou igual a zero. Quando os
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retornos estavam abaixo de 90% mas acima de 80%, pelo menos trés retornos
foram obtidos.

O programa DnaSP v5.10.01 (LIBRADO e ROZAS, 2009) foi usado para
a determinagcdo dos haplétipos. Os haplotipos diferentes foram submetidos a
pesquisa BLAST (MegaBlast) disponivel no site “National Center for

Biotechnology Information” (NCBI) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) para

identificacao das espécies mais similares.

A andlise da variabilidade genética inter e intraespecifica foi feita por meio
do célculo da distancia p com modelo evolutivo Kimura 2 parametros (K2P),
(KIMURA, 1980) para as sequéncias de COI. Para os marcadores 16S e 28S foi
calculada a distancia p ndo corrigida. Em todos os casos foi utilizado o programa
MEGA v7.0 (TAMURA et al., 2011). Além disso, foram construidas arvores de
Agrupamentos de Vizinhos (NJ) também com uso do programa MEGA v7.0 com
significancia dos agrupamentos estimada através da andlise de bootstrap, a
partir de 1000 pseudoréplicas para os bancos de dados. Ao banco de COl e 16S
foram inseridas sequéncias Genbank de espécies amazodnicas ja sequenciadas,
para servir de referéncia na construgcdo e posterior anélise da arvore NJ (Tabela
2 e 3). Ao banco de 28S foram somadas sequéncias de espécimes depositadas
em museu previamente identificadas morfologicamente (Tabela 4). Estas
sequéncias foram obtidas no laboratério de genética e biodiversidade da UFOPA
(LGBI0).

Tabela 2: Sequéncias de espécies amazdnicas obtidas no Genbank usadas na construcédo da
arvore NJ de COI.

Espécies Localidade Genbank (COI) Autores
M. acanthurus Costa Rica KM101537 Pileggi et al., 2014
M.amazonicum Itacoatiara-AM GU929545 Vergamini et al.,2011
M.amazonicum Santarém-341 PA - Iketani, 2012
M.amazonicum Santa Barbara-PA - Iketani, 2012
M.amazonicum Bela vista —GO - Iketani, 2012
M.amazonicum Aquidauana-MS - Iketani, 2012
M.jelskii S&o Paulo-BRA GU929469  Vergamini etal.,2011
Guyana Francesa- Van Wormhoudt, 2014
M.brasiliense FRA KJ155596
Pileggie e Mantelatto,
M.ferreirai Manaus-AM HM352483 2010
M. surinamicum Icangui-PA, BRA KM101565 Pileggi et al., 2014
Guyana Francesa- Van Wormhoudt, 2014

E. amazoniensis FRA KJ155598
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Tabela 3: Sequéncias de espécies amazdnicas obtidas ho Genbank usadas na construcédo da
arvore NJ de 16S.

Espécies Localidade Genbank Autores

P. ivonicus ltacoatiara-AM KF923728  Carvalho etal.,, 2014
P.yuna Manaus-AM KF923716 Carvalho et al.,2014
E. wrzesniowskii - EU868654 Bracken et al.,2009
M.brasiliense Serra Azul-SP GU929446 Vergamini et al.,2011
M.amazonicum Itacoatiara-AM GU929460 Vergamini et al.,2011

Pileggie e Mantelatto,
M.acanthurus Guaraquecaba-SP HM352445 2010

Pileggie e Mantelatto,
M.jelskii Planura-MG HM352436 2010

Pileggie e Mantelatto,
M.nattereri Manaus-AM HM352428 2010

Pileggie e Mantelatto,
M ferreirai Manaus-AM HM352427 2010

Pileggie e Mantelatto,
M.inpa Manaus-AM HM352433 2010
P.carteri Belem-PA KF923730 Carvalho et al.,2014
P.carteri Amapa-AP KF923727 Carvalho et al.,2014
P.pandaliformis Panama IN674341 Ashelby et al., 2012
P.pandaliformis México JF491340 Botello e Alvarez, 2013
P.pandaliformis S&o paulo-BRA KF923713 Carvalho et al.,2014
P.cryseus Brasil JF491342 Botello e Alvarez, 2013

Tabela 4: Espécimes de museu para obtencao de sequéncias e construcdo da arvore NJ de 28S.

Espécies Localidade Abreviatura N . do Museu
Catélogo

Macrobrachium jelskii ~ Flona de Caxiuand, Melgaco, Para Mijell6 731 MPEG

Pseudopalaemon Mo!'lte Dou[ado, Reserva Genética Pchry01 749 MPEG

chryseus Felipe, Para

Palaemonetes carteri Mocambo, Belém, Para Pcartl10 644 MPEG

Palaemon _ Furo do Taici, Braganca, Para Ppandal3 196 MPEG

pandaliformis

Ma_crobr_achlum Lomeiro do Ajiru, Maraj6-Pa MsUri29 520 MPEG

surinamicum

Macrobrachium Igaraé do Braco

brasiliense Mbra84 537 IEPA
Igaraapé Baliza - Acampamento

Macrobrachium sp1 Msp1-131 869 IEPA

Macrobrachium Rio Cupixi

nattereri Mnat137 893 IEPA

Macrobrachium Rio Uatum@, na cachoeira do Miriti

nattereri Mnat66 279 INPA
AMCEL- Ponte

Macrobrachium sp. Msp-125 326 IEPA
Aquidauana-MS

M. amazonicum M.amaAq103 - -
Santa Barbara-PA

M.amazonicum M.amaStB02 - -

M.amazonicum M.amaME - -
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao dos bancos de dados

Para o gene COI foram obtidas sequéncias com 540 pares de base (pb)
provenientes de 85 individuos coletados na regido do Baixo Amazonas, estas
sequéncias foram distribuidas em 57 haplétipos (APENDICE B). Das 85
sequéncias, 39 apresentaram picos duplos ao longo do cromatograma e foram
excluidas da maioria das andlises. As 46 sequéncias restantes (sem picos
duplos) formaram 16 haplotipos. A este banco foram inseridas as sequéncias
Genbank, formando um banco final com 59 sequéncias.

O banco de 16S obteve 12 sequéncias originais. A este, mais 15
sequencias obtidas no Genbank foram somadas com o mesmo objetivo citado
no banco de COI. Com relagdo aos picos duplos, sete sequéncias apresentam
algum tipo. J& para o banco de 28S foram obtidas 28 sequéncias com 447 pb,
gue se distribuiram em 16 haplétipos. A este banco foram somadas as

sequéncias de museu, formando um banco final com 42 sequéncias.

4.1.1 Pesquisa BLAST

COl

A pesquisa BLAST do banco contendo sequéncias com picos duplos
revelou que estes se distribuiram em duas espécies: M. amazonicum e M.
brasiliense. As demais sequéncias resultaram em baixas identidades (menores
gue 90%), muitas vezes revelando espécies ndo condizentes com registro sobre
espécies brasileiras e amazodnicas (APENDICE B). Do mesmo modo, a maioria
das sequéncias livres de picos duplos nao obtiveram retornos confiaveis através
do BLAST, com apenas 16 sequéncias tendo a identidade revelada entre os
haplétipos 09 e 15 como sendo M. amazonicum. A mostra Msp04APO01 foi
identificada como M. acanthurus com valor de similaridade igual 99.267% (Tabela
3).
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Tabela 5: Resultados da pesquisa BLAST paras as sequéncias de COI no NCBI.

Haplétipo GenBank | Similaridade % | E-value SE(I)tre Identificacdo
AB235257 85.1 9.26e-142 514 Macrqbracmum
fukienense
HAPO1: 01CN170 :
KX151843 85.2 9.32e-137 | 497 Litopenaeus
stylirostris
KX151842 85.2 9.32e-137 497 L|topenagus
stylirostris
HAPO2: Macrobrachium
13CN170, AB235257 83.8 4.78e-155 558 fukienense
01CN167, -
02CN167, KX151843 83.3 6.23¢-149 | 538 topenaeus
03CN167, stylirostris
04CN167, g
05CN167, KX151842 83.3 6.23e-149 | 538 topenaeus
06CN167 stylirostris
AB235287 85.3 1.34e-175 627 Macrobrachium
nipponense
oS OO, Macrobrachium
03Ap01, 18Ap01, | AB235288 84.8 1.35e-170 610 .
19Ap01 nipponense
Macrobrachium
AB235301 84.7 1.74e-169 606
sp CD1
AB235287 85.3 134e-175 | 27 | Macrobrachium
HAPO4: 12Ap01, nipponense
oo 0070 Macrobrachium
02Ap01, 16Ap01, | AB235288 84.8 1.35e-170 610 NiDDONENSe
04Ap01, 10Ap01, pp
11Ap01, 13Ap01 i
b P AB235301 84.7 1.74e-169 606 Macrobrachium
sp CD1
HQ830201 85 1.32e-170 610 Maf:robrachlum
nipponense
ArS: Macrobrachium
01CN163, AB235287 85.2 1.70e-169 606 .
03CN163 nipponense
AB235263 85.1 2 20e-168 603 Mac_robrach|um
inflatum
KJ155596 81.8 4.44e-165 592 Macrot_Jr.achlum
brasiliense
HAPO6: 10CN170 | KY224525 71.7 8.50e-68 268 Macrotermes sp.
KY224573 72.8 1.84e-64 257 Macrotermes sp.
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Haplétipo GenBank | Similaridade % | E-value SE(I)tre Identificacdo
AB235278 86.2 750e-173 | 617 | Macrobrachium
latimanus
HAPO7:
07CN170, Macrobrachium
06CN170, AB235277 86.2 7.50e-173 617 latimanus
05CN170 brach
AB235276 86.2 750e-173 | 617 | Macrobrachium
latimanus
HAPOS: Macrobrachium
MspO4Ap01 KM101537 99.2 0.0 987 acanthurus
Macrobrachium
HAPQ9: 29TPO1 GU929544 98.1 0.0 948 amazonicum
HAP10:
TPOIMAS2, Macrobrachium
M10TPO1, GU929545 99.8 0.0 1046 amazonicum
10CN166,
06CN166
HAP11:
MO7TPO1, Macrobrachium
08TPO1, 30TPO1, GU929545 100 0.0 1051 amazonicum
MO9TPO1
Macrobrachium
HAP12: 14CN166 GU929545 99.6 0.0 1026 amazonicum
HAP13: Macrobrachium
MO4TPO1, GU929545 99.6 0.0 1040 amazonicum
38TPO1
Macrobrachium
HAP14: MO3TPO1 GU929542 100 0.0 1051 amazonicum
HAP15:
MO1Ap02, Macrobrachium
MO5TPOL. GU929542 100 0.0 1051 amazonicum
33TPO0O1, 39TPO1
KM978918 83.8 3.79e-161 | 579 | 'acrobrachium
bullatum
HAP16: AB235242 83.4 2.95¢-157 | 5ee | Macrobrachium
asperulum
09CN170,
Msp02Ap01, AB235240 83.4 2.95e-157 | 566 | Macrobrachium

Msp03Ap01

fukienense
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16S

Das 12 sequéncias geradas para este banco, 5 foram identificadas como
M. brasiliense, com similaridade na identificacdo variando de 89% a 91%. Duas
amostras (11AP02 e Msp04AP01) foram mais proximas de Macrobrachium
potiuna, com valores de similaridade iguais a 86% e 87%, respectivamente.
Outras duas (20AP01 e 12AP01) foram identificadas como Euryrhynchus
wrzesniowskii, no entanto, uma delas, 12AP01, apresentou identidade baixa,
84%. As demais sequéncias foram identificadas como M. amazonicum (05TP01)
com 99% de similaridade, Macrobrachium nattereri (02CN157) com 90% e
Palaemon ivonicus (01CN167) com 91% de similaridade. A tabela 6 resume os

resultados do BLAST e apresenta outras possiveis identidades.

Tabela 6: Resultados da pesquisa BLAST para 0 16S no banco de dados do NCBI.

Sequéncia GenBank Similaridade % | E-value | Bit Score Identificacao
Euryrhynchus
20AP01 EU868654 92 3e-166 595 wrzesniowskii
Euryrhynchus
EU868654 84 3e-147 532 wrzesniowskii
12APO1 1 331844903 83 6e-134 488 | Alvinocaris chelys
JQO035657 83 le-131 481 Opaepele loihi
15CN152 GU929446 91 0.0 682 M.brasiliense
11CN152 GU929446 90 3e-145 532 M.brasiliense
JX466940 86 9e-152 547 M.potiuna
MspO04APO1 |  JX466930 86 9e-152 547 M.potiuna
JX466929 86 9e-152 547 M.potiuna
02CN157 HM352428 90 2e-177 636 M.nattereri
04CN152 GU929446 90 2e-177 632 M.brasiliense
01CN167 KF923728 91 0.0 747 P.ivonicus
16CN152 GU929446 91 5e-179 638 M.brasiliense
JX466940 87 5e-139 503 M.potiuna
11AP02 JX466930 87 2e-138 503 M.potiuna
JX466929 87 2e-138 503 M.potiuna
05TPO1 GU929460 99 0.0 898 M.amazonicum
AY377839 89 2e-142 516 M.brasiliense
02CN152 JIX466943 89 1e-139 507 M.potiuna
GU929446 89 4e-139 505 M.brasiliense
28S

Das 28 sequéncias deste banco, absolutamente todas ndo apresentaram

resultados de pesquisa BLAST condizentes com a fauna de Palaemonideos da
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Amazobnia. O que se verificou foram retornos com baixas similaridades

relacionadas, principalmente, a espécies de Macrobrachium asiaticas, conforme

indica a tabela 5.

Tabela 7: Resultados da pesquisa BLAST para sequéncias de 28S.

s Similaridade Bit . ~
Haplétipo GenBank % E-value Score Identificagéo
Hapl: 01CN170, DQO079785 84.4 1.49e-98 370 | C. caementarius
08AP02, 05AP02, FM986508 84.2 5.37e-98 368 | M. Pilimanus
11APO02, 15AP02,
18AP02, 14AP02,
02AP02, 03APO02,
12AP02, 13AP02, |
16AP02. 01AP02, FN995634 84.2 1.93e-97 366 | M. tolmerum
17AP02, Pchry
DQ079797 88.6 5.59e-138 | 501 |M. potiuna
Hap 2: 02CN157, :
03CN159, FM986543 83.9 7.59e-102 | 381 mg;g’nbga‘:h'”m
05CN157, 09AP02, M brachi
06AP02 FM986528 83.5 1.64e-98 | 370 | acrovrachium
urayang
EF540846 84.5 5.50e-103 | 385 |Anchistus miersi
Hap 3: 15AP01, Anchistioides
17APO1 EU920971 83.3 1.20e-94 357 antiguensis
DQ079784 83.1 2.01e-92 350 |Creaseria morleyi
DQ079797 89 9.26e-141 | 510 |Macrobrachium
potiuna
Hap 4: 17CN152, Macrobrachium
MBRAS4 FM986543 84.1 5.86e-103 | 385 urayang
FM986528 83.6 1.27¢-99 | 374 |Macrobrachium
malayanum
FN995634 84.2 1.93e-97 | 366 |Macrobrachium
tolmerum
Hap 5: 04AP02 FM986508 84 2.50e-96 | 363 |Macrobrachium — aff
Pilimanus
EF540848 83.9 2.50e-06 | 363 | Macrobrachium
rosenbergii
Hap 6: 09TPO1 FM986508 87 9.08e-121 | 444 g’:ﬁrﬁgﬂic“'“m aff.
07CN166, 16TPO1 i
FM986523 85.8 1.18e-114 | 424 |Macrobrachium
latidactylus
FM986545 85.9 1.98e-112 | 416 |Macrobrachium yui
DQ079797 89.6 7.18e-106 | 394 |Macrobrachium
potiuna
Hap 7: MNAT137 FM986543 95.5 1.60e-82 316 Macrobrachium
Mnat66 urayang
FM986528 95.5 1.60e-82 | 316 |Macrobrachium

malayanum
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L Similaridade Bit e ~
Haplatipo GenBank % E-value Score Identificacdo
FM986508 86.3 1.75¢-97 | 366 |Macrobrachium  aff.
Pilimanus
Hap 8: 08CN166 FM986523.1 95.7 1.37e-88 | 337 |Macrobrachium
' ' ' latidactylus
FM986545.1 84.2 2.30e-86 329 | Macrobrachium yui
FM986508.1 84 6.95-97 | 364 |Macrobrachium — aff.
Pilimanus
. Macrobrachium
Hap 9: 03AP02-2 FN995634.1 84. 8.99e-96 | 361 | -0
. Macrobrachium sp.
kdjkDQO79795.1 83.2 7.00e-92 | 348 | A0
Macrobrachium aff.
| FM986508.1 86.8 117e-119 | 440 | pii 00
Hap 10: 01TP01 FM986545.1 85.8 7.10e-112 | 414 |Macrobrachium yui
FM986523.1 85.2 9.18e-111 | 411 |Macrobrachium
latidactylus
Macrobrachium
FN995634 87.2 147e-118 | 436 |, 000
Hap 11: Msuri29 FM986508 85.7 1.15e-109 | 407 |Macrobrachium — aff.
Pilimanus
Anchistioides
EU920971 85.5 5.37€-108 | 401 | it e
FN995634 81.1 2.03e-77 | 300 |Macrobrachium
tolmerum
Hap 12: Pcart10 FM986532 80.9 2.62e-76 | 296 |Macrobrachium
niphanae
FM986508 80.7 1.22e-74 | 291 |Macrobrachium  aff.
Pilimanus
FN995634 82.8 4.31e-89 | 339 |Macrobrachium
tolmerum
Hap 13: Ppanda FM986532 82.6 155e-88 | 337 | Macrobrachium
niphanae
Macrobrachium aff.
FM986508 82.4 7.21e-87 | 331 | 1ot B 2000
FM986508 86.2 1.15-109 | 407 |Macrobrachium —aff.
Pilimanus
Hap 14: MJEL16 EF540848 86.1 1.15e-109 | 407 |Macrobrachium
rosenbergii
FM986511 85.8 1.49e-108 | 403 |Macrobrachium
dacqueti
DQ079797 88.1 4.20e-129 | 472 |Macrobrachium
potiuna
Hap 15: MSP1-131 | FM986543 83.7 2.64e-96 | 363 |Macrobrachium
urayang
FM986528 83.7 2.64e-96 | 363 |Macrobrachium
malayanum
Macrobrachium aff.
FM986508 86.8 3.14e-115 | 425 | Lo B D000
Hap 16: MSP125 FM986523 85.2 6.85¢-107 | 39g | Macrobrachium
latidactylus
FM986532 84.8 4.12e-104 | 3gg |Macrobrachium  aff.

pilimanus MB-2009
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4.1.2 Arvores filogenéticas

A arvore filogenética de NJ para COI foi construida a partir do banco
contendo apenas sequéncias sem picos duplos e revelou a existéncia de seis
grupos distintos, fortemente suportados por valores de bootstrap. Os
grupamentos revelaram claramente a existéncia de duas espécies: M.
amazonicum e M. acanthurus, grupos 1 e 2, respectivamente (Figura 4).

Os demais grupos (3, 4, 5 e 6) ndo agruparam com as sequéncias de
referéncia Genbank, necessitando apoio das outras duas arvores e analise de

distancia genética para terem suas identidades, possivelmente, reveladas.
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14CN166
MO4TPO1
32TPO1
M10TPO1
10CN166
06CN166
GU929545.1 M.amazonicum ltq
MOTTPO1
30TPO1
61 08TPO1
MO9TPO1 Gp1M.amazonicum
L Mamazonicum STM341
MO5TPO1
MO1Ap02
100 33TPO1
92 39TPO1
MO3TFPO1
29TPO1
M.amazonicum STB03
M.amazonicum GO8
481: M.amazonicum AQNT
KM101537.1 M.acanthurus
100——— Msp04ApO1
GU929469.1 M. jelskii
JQB805955.1 M.olfersii
KM101565.1 M.surinamicum
HM352493.1 M.carcinus
KJ155596.1 M.brasiliense
06CN170
100 05CN170  |op3
\— 07CN170 |
12CN170
06CN167
05CN167
100 04CN167
01CN167 |cpa
55 02CN167
03CN167
13CN170 |
HM352483.1 M.ferreirai
09CN170
100 Msp02Ap01
Msp03Ap01
KJ155598.1 E.amazoniensis
a7 01CN163
100 03CN163
10CN170
12Ap01
09Ap0O1
06Ap01
02Ap01
16Ap01
- 04Ap01
10— 104p01
—— 11Ap01
13Ap01
01Ap01
03Ap01
18Ap01
19Ap01

%4

69

93

79

Gp2 M. acanthurus

Gp5

59

99

64

Figura 4: Arvore de Agrupamento de Vizinho (Neighbour-joining, NJ)
obtida a partir das sequéncias de COIl usando o modelo de distancia Kimura-2-

parametros com analise de bootstrap.

A éarvore obtida a partir do banco de 16S apresentou cinco identidades
bem suportadas por valores de bootstrap (Figura 5). As mostras do lote CN152
agruparam com a sequéncia de referéncia Genbank relativa a M. brasiliense. A
mostra 02CN157 agrupou mais proxima a M. nattereri. A amostra 05TP01 foi

identificada como M. amazonicum. J4 a amostra 01CN167 agrupou entre
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espécies de Palaemon, estando mais proxima de P. yuna. Caso semelhante

ocorre com as sequéncias 12AP01 e 20AP01 em relacao a E. wrzesniowskKii.

100 KF923716 Palaesmon yuna CCDB4666
Br—1___ KF923716 Palaemon yuna CCDB 2994
100 KF923728 Palaemon ivonicus
% 01CN167

— KF923730 Palaemon carteri MPEG 0628
100 '———— KF923727 Palaemon carteri MPEG 1108
12AP01

100 EUB66654 Euryrhynchus wrzesniowskii

— 11APG2
400 e MSPO4APOT

—— HM352427 M. ferreirai
100 L——— HM352433 M. inpa
75 p—— 02CN157
L HM352428 M. nattereri
GL/929446 M. brasiliense
02CN152
% 15CN152
100 16CN152
61 11CN152
& 04CN152
HIM352436 M. jelskii
JF491342 Pseudopalaemon chryseus
HM352445 M. acanthurus
GL/929456 M. amazonicum

99 GU929460 M. amazonicum

Figura 5: Arvore de Agrupamento de Vizinho (NJ) obtida a partir das

99

84

100

sequéncias do marcador 16S, usando o modelo de distancia p ndo corrigida com

andlise de bootstrap.

A arvore baseada em sequéncias do 28S, formou cinco grupos distintos
com altos valores de bootsrap, onde em trés deles foi possivel identificar
claramente as espécies contidas nos lotes AP02 (Cachoeira do Mentai, Rio
Arapiuns), TP01 (Rio tapajés, Santarém), CN157 (Oriximin&), CN159 (Obidos),
CN166 (Igarapé na fazenda da Brama, Alenquer) e CN170 (lgarapé Cangu,
Nhamunda). O primeiro grupo contendo amostras do lote AP02 e uma Unica
amostra do lote CN170, foi identificado como Pseudopalaemon chryseus. De
maneira semelhante, as amostras dos lotes TP0O1 e CN166 foram identificadas
como M. amazonicum. Duas sequéncias do lote AP02 (06 e 09), duas de CN157,

uma de CN159 e outra do lote CN152, agruparam junto a M. brasiliense. As
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amostras 15AP01 e 17AP01 nédo se corresponderam com nenhuma sequéncia

de referéncia neste banco (Figura 6).

67

63

— 05AP02
—m 03AFP02
f— 14AFP02
f—m 17AP02
— 15AFP02
16AP02
f—m 13AP02

100

11AF02
— 01CN170
—- 16AF02
— 0BAPO2
01APO2

83

Pseudopalaemon chryseus 01
l— 12AF02
—— 02AF02
MAFO2

M. jelskii 16

86

M. acanthurus 40
M.amazonicum Ag103

89

— M sp. 125

85

L—— M amazonicum StB02
0BCN166

97

78

07CN166
f—m 16TPO1
09TPO1

61

f—— 01TPO1
M amazonicum MES5

93 : M. nattereri 66
M. nattereri 137

100

61 M. brasiliense 84
M sp1 131

92

— 09AFP02
— 06AF02
02CN157

99

f—— 03CN159
b 05CN157
M. surinamicum 29

— 15AP01

100

— 17APO1
— Palaemon pandaliformis 13

100

L—— Palaemonetes carteri 10

Figura 6: Arvore de Agrupamento de Vizinho (NJ) obtida a partir das

sequéncias do marcador 28S, usando o modelo de distancia p ndo corrigida com

analise de bootstrap.

4.1.3 Distancias genéticas

A arvore obtida a partir de sequéncias de COIl mostrou a formacao de 6
grupos (figura 4). Assim, agrupando essas sequéncias e calculando as
distancias genéticas médias dentro dos grupos, observou-se que estas foram
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inferiores a 2 % em todos, exceto no grupo 6, onde foi observada uma distancia
de 4,9%. Entre os grupos, todas as distancias médias ultrapassaram a 15%
(Tabela 8).

Tabela 8: Distancia média dentro dos grupos e entre os grupos para COI. Parénteses indicam

as distancia médias dentro dos grupos.

G1 G2 G3 G4 G5 G6
Gp. 1 M.amazonicum | (1,3)
Gp. 2 M.acanthurus 16,3 (0,06)
Gp. 3 18,2 19 (0,0)
Gp. 4 222 |271 21 (0,0
Gp. 5 236 |233 24,9 27,8 (0,0
Gp. 6 21,8 24,7 22,4 25,3 21 (4,9)

Ainda para COIl, a menor distancia intraespécifica (0%) foi observada
entre sequéncias de M. amazonicum. J& a maior distancia intraespecifica (3,4%)
também foi registrada nesta espécie ao comparar a sequéncia Genbank de
Aquidauana (Matogrosso do Sul), e as sequéncias da Calha Norte
(0O6CN166,10CN166) e rio Tapajos (M10TPO1 e 32TP01). Também foram
obtidas as menores e maiores distancias interespecificas dentro de
Macrobrachium, onde a menor disténcia, 15%, foi registrada entre M. jelskii e M.
amazonicum STM341 e a maior, 24,6%, entre M. ferreirai e M. carcinus.

A menor distancia observada para as sequéncias do 16S foi de 0% entre
M. amazonicum e a amostra 05TP01. Ja a maior distancia foi observada entre
M. brasiliense e a amostra 11CN152, 10,4% de divergéncia. A menor distancia
entre a amostra 01CN167 e as sequéncias de Palaemon foi de 6,1% em relacéo
a P. yuna. As sequéncias 12AP01 e 20APO01 apresentaram uma distancia
genética de 17,5% e 8,6%, respectivamente em relacdo a E. wrzesniowskii. A
amostra 02CN157 apresentou distancia de 10,5 % em relacdo a M. nattereri e
de 11,7% em relacdo a M. brasiliense.

O grupo formado pela sequéncia referéncia de 28S de P. chryseus
apresentou baixas distancias entres suas sequéncias, sendo que uma Unica
amostra (4AP02) apresentou valores acima de 0%. O grupo de M. amzonicum
apresentou menor distancia entre as amostras 09TP01 e M. amazonicum MES55,
com 0% de divergéncia, e maior distancia entre M. amazonicum Ag103 (coletada
em Aquidauana/MS) e M. amazonicum Stb02 (coleta em Santa Barbara/PA),
3,7%. Ja no grupo M. brasiliense a maior distancia, 2,4%, foi entre M. spl1 131 e
as sequéncias 06AP02, 09AP02, 02CN157, O5CN157 e 02CN159. Estas
amostras apresentam a mesma distancia em relagao a M. nattereri.
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As sequéncias do 28S também foram analisadas com intuito de se

conhecer as distancias médias entre os grupos (Tabela 9).

Tabela 9: Distancia média dentro dos grupos e entre os grupos para 28S. Parénteses indicam as

distancia médias dentro dos grupos.

Gl G2 G3 G4
Gp. 1 Pseudopalaemon (0,01)
Gp. 2 Macrobrachium 12,9 (8,2)
Gp. 3 Palaemon 20,6 18,9 (6,1)
Gp. 4 Euryrhynchus* 17,2 15,6 18,6 (0,0)
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5. DISCUSSAO

5.1 Pesquisa BLAST- Limites da analise

A maior parte das espécies conhecidas de camardes da regido amazénica
possui sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI para os marcadores
COl e 16S, de modo que se esperava a precisa identificacdo das amostras,
sobretudo, daquelas pertencentes ao género Macrobrachium, que na regiao esta
representado por 11 espécies, todas sequenciadas para estes marcadores. P.
carteri, P. ivonicus, P. pandaliformis e P. yuna representam o género Palaemon
na Amazonia, todas sequenciadas apenas com o 16S. E. amazoniensis € a Unica
espécie do genéro Euryrhynchus sequenciada para a COIl, bem como E.
wrzesniowskii s6 foi sequenciada para 16S e 18S.

No entanto, para o banco de COI sem picos duplos, os Unicos retornos
validos da pesquisa BLAST se limitaram as identificacdes de M. amazonicum,
onde houve respaldo estatistico (E-value= 0) e valores de bitscore
consideravelmente altos. A sequéncia Msp04APO01 de COl foi identificada como
M. acanthurs, porém a andlise conjunta dos bancos mostrou resultados
diferentes quando a mesma amostra foi submetida a pesquisa BLAST para o
16S (Tabela 4). Isso em si demonstra a fragilidade desta identidade, uma vez
gue era esperado o mesmo resultado para os dois marcadores. Mas é importante
dizer que esta amostra, embora néo tenha atendido ao critério de definicdo de
picos duplos (isto €, picos duplos em ambas as direcBes sequenciadas),
apresentou este tipo de pico em um dos sentidos sequenciados.

Por serem sequéncias mitocondriais, tanto COI quanto 16S estao sujeitos
a ocorréncia de pseudogenes (Numts) e/ou heteroplasmia, cujos os principais
indicios sdo a presenca de picos duplos em sitios recorrentes, ocorréncia de
indels e/ou cédons de parada (apenas para regifes codificadoras), sendo que
os Numts se caracterizam pela presenca de genes mitocondriais em regides
nucleares que durante o processo de obtencdo do material genético para as
andlises moleculares sdo amplificados junto ao fragmento alvo devido a
utilizacdo de primers universais (LOPEZ et al., 1994; COLLURA e STEWART,

1995), de maneira que o principio da ortologia acaba sendo violado
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(SORENSON e QUINN, 1998; BENSASSON et al., 2001; IKETANI, 2012). As
amostras dos lotes CN151 e CN152 foram dectadas com muitos picos duplos e
guando submetidas ao BLAST, foram identificadas como M. amazonicum e M.
brasiliense. Iketani (2012) ja havia demonstrado a ocorréncia de pseudogenes
em M. amazonicum, mas este é o primeira indicio em M. brasiliense.

Quanto as identidades incongruentes geradas pela pesquisa BLAST
vistas para as sequéncias sem picos duplos, pode-se inferir que tratam-se de
Numts ndo detectados nas sequéncias Genbank (BUUHAY, 2009) ou nas
sequécias do banco utilizado neste trabalho por tratarem-se de Numts criptcos
(BERTHEAU et al.,2011). Se levarmos em consideracao esta ultima hipotese, o
gue se esta refletindo a partir dos retornos BLAST é a amplificacdo da regiédo
nuclear anterior a mutacdo (PERNA e THOMAS, 1996) que separaou as
linhagans antigas de Macrobrachium, visto que todas as espécies deste género
derivam de um unico ancestral comum (ANGER, 2013). Outra hip6tese é a de
gue estes retornos incongruentes seriam por conta destas sequéncias de
entrada representarem espécies novas. Também existe a possibilidade destas
sequéncias serem de espécies ainda ndo sequenciadas para COIl, como
algumas dos géneros Euryrhynchus, Palaemon e Pseudopalaemon.

E. wrzesniowskii (20AP01) e P. ivonicus (01CN167), identificadas pelo
BLAST de 16S, necessitam de mais analises antes de serem confirmadas,
devido as incertezas quanto a relevancia do valor de similaridade acima de 90%,
mas abaixo 100%, ser fiavel para tal marcador. Todas estas espécies conhecidas
da Amazodnia, até o presente momento ndo possuem sequéncias de 28S no
Genbank, o que de imediato explica os retornos tao incongruentes da pesquisa

BLAST para este banco.

5.1.1 Arvores filogenéticas e Distancias genéticas

A construcdo das arvores NJ para cada marcador permitiu a analise
conjunta dos dados, onde as identidades de alguns agrupamentos nao
identificados a priori p6de ser obtida e, em alguns casos, sustentada ou néo,
através da correspondéncia entre 0 posicionamento das sequéncias nas

diferentes arvores e a verificagédo da distancia genética.
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A amostra Msp04APO01, que se comportou de maneira distinta nas arvores
de COIl e 16S, levantou duvidas com relacéo a sua real identidade (Figuras 4 e
5). Como citado anteriormente, esta amostra apresentou picos duplos em um
dos sentidos sequenciados, mas que nado foram considerados no alinhamento
final. Portanto, é provavel que este agrupamento ndo corresponda a realidade.
Soma-se a isso o fato de que M. acanthurus é uma espécie predominantemente
costeira e seu registro continental € pontual e com baixa precisdo. Assim, a
amostra foi identificada finalmente como P. cryseus, quando verificado o seu
agrupamento junto a amostra 11APAO02 na arvore de 16S, que por sua vez foi
identificada como tal na arvore de 28S (Figura 6). A sequéncia Genbank
referente a P. cryseus na arvore de 16S possivelmente é produto de um erro
taxondmico, uma vez que se verifica sua forte relagcdo com M. tustlaense e C.
luscus (BOTELLO e ALVAREZ, 2013).

A arvore de COI, que produziu seis agrupamentos, necessitava
esclarecimento a respeito dos quatro grupos néo identificados (grupos 3, 4, 5 e
6) (Figura 4). O terceiro grupo, formado pelas amostras 05,06 e 07, todas do lote
CN170, foi identificado por extrapolagdo como pertencente ao género
Pseudopalaemon, dada a presenca da amostra 01CN170, que agrupou junto a
P. cryseus na arvore de 28S (Figura 6). Ainda que outras amostras deste mesmo
lote tenham se posicionado em outros grupos (09CN170, 10CN170: Gp5;
12CN170, 13CN170: Gp4), as diferencas morfométricas ndo permitem
equivocos quanto a determinacdo das morfoespécies, uma vez que as
diferencas entre Pseudopalaemon e outras possiveis identidades propostas aqui
(Palaemon e Euryrhynchus) sdo marcantes (MELO, 2003).

O grupo 4 foi o identificado como Palaemon verificada a presenga da
amostra 01CN167 entre as sequéncias do grupo. Esta amostra foi identificada
pelo BLAST como P. ivonicus, porém, verificada a distancia p entre as amostras
de 16S, 01CN167 apresentou menor distancia em relacdo a P. yuna, 6,1%.
Carvalho et al. (2014) obteve 4,1-4,3% entre P. ivonicus e P. yuna, ja entre
“carteri” e “ivonicus/yuna” encontrou valores de distancia variando entre 10,6 e
13,7%. Portanto, o menor valor obtido aqui (6,1%) é bem superior aos obtidos
por Carvalho quando verificadas as variagdes intraespecificas. Isso leva a crer
gue, possivelmente, 01CN167 e as demais sequéncias do lote representam uma

nova espécie de Palaemon. Se levado em consideracdo que 16S possui baixa
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taxa de variacdo entre os marcadores mitocondriais, este valor € demasiado alto
para ser considerado como produto apenas de uma divergéncia ao nivel
intraespecifico.

O grupo 6, dada a correspondéncia de sequéncias do lote APO1 em
relacdo a E. wrzesniowskii tanto no BLAST quanto na arvore de 16S (Tabela 6,
Figura 5) e auséncia da mesma em 28S para as sequéncias 15AP01 e 17AP01
(Figura 6), foi tratado como Euryrhynchus Miers, 1877. Além disso, a aplicacéo
da chave taxondémica proposta por Melo (2003) ndo deixa duvidas quanto a
classificagcdo pelo menos ao nivel de género. Dados sobre limites genéticos
dentro deste género sao praticamente inexistentes. Porém, verificada a média
da distancia p genética dentro do grupo (4,9% para COI), é possivel inferir a
existéncia de pelo menos duas populac¢des de Euryrhynchus.

As distancias genéticas estimadas entre as espécies de Macrobrachium
neste estudo ndo divergem significativamente das encontradas por Pileggi e
Mantelatto (2010), exceto entre M. carcinus e M. ferreirai (24,6%). No entanto, o
modelo de evolugdo utilizado aqui, Kimura-2-parametros, foi diferente do
adotado por Pileggi e Mantelatto, neste caso, o modelo de distancia p n&o
corrigida. Assim, era esperada uma diferenca minima entre os resultados da
distancia genética. Em relacdo as distancias intraespecificas, estas também
estdo de acordo com as médias verificadas por Pileggi e Mantelatto (2010).
Sendo que a maior distancia registrada (3,4%) em M. amazonicum, entre as
populacdes de Aquidauana (Matogrosso do Sul) e as da regidao da Calha Norte
e Tapajos, corroboram com Vergamini et al. (2011), onde se verifica uma
progressiva diferenciacéo genética entre as populacdes do Pantanal em relacéo
as populagdes amazonicas.

A posicdo de M. nattereri na filogenia de 28S (Figura 6) rejeitam a
possibilidade de erro taxonémico, uma vez que as amostras provenientes de
diferentes museus da regido (M. nattereri 66 e M. nattereri 137) agruparam
fortemente. M. brasiliense e M. nattereri sdo morfologicamente muito
semelhantes e poderiam ser facilmente confundidas uma com a outra (PILEGGI
et al.,2013). O dado de distancia genética obtido para 28S (2,4%) confirma a
grande proximidade entre M. brasiliense e M. nattereri. Além disso, pode também
representar um exemplo do poder limitado de sequéncias de DNA na

identificacdo de espécies que divergiram recentemente, j& que nestes casos as
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novas espécies irmas ainda podem compartilhar alelos e mutacdes em genes de
lenta evolucéo (TAUTZ et al., 2003).

Por outro lado, nesta filogenia foi possivel verificar a formacéao de trés
grupamentos bem suportados (um de M. nattereri, um de M. brasiliense e outro
com as demais amostras). Neste ultimo grupo temos a amostra 02CN157. Esta
amostra agrupou junto a M. nattereri na arvore de 16S (Figura 5), com uma
distancia de 10,5%, superior ao limiar intraespecifico de 5,1% obtido por Pileggi
et al. (2010) e proximo ao interespecifico proposto pelo mesmo autor em relagéo
a M. brasiliense e M. nattereri de 9,1%. Assim, o grupo formado por 02CN157,
05CN157, 03CN159, 06AP02 e 09AP02 na arvore de 28S pode representar uma
nova espeécie.

Os proximos passos deste trabalho envolvem a resolugdo de algumas
guestdes nao esclarecidas aqui, como a identidade do grupo 5 da arvore de COl,
a confirmacao de novas espécies, sinonimias ou erros taxondémicos, por meio da

obtencéo de mais dados moleculares em confronto com dados morfologicos.
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6. CONCLUSAO

A partir da obtencdo de dados moleculares de camardes coletados no
presente estudo, pode-se concluir:

-Trés espécies puderam ser facilmente identificadas: M. amazonicum
(COD); M. brasiliense (COIl e 28S); e P. cryseus (28S).

- M. brasiliense teve seu registro ampliado na regido da calha norte, para
o0 municipio de Monte Alegre, especificamente.

- P. cryseus tém seu registro confirmado para o estado do Amazonas,
municipio de Nhamunda. No oeste do Para é pela primeira vez registrado na
regido do rio Arapiuns.

- Trés identificacBes ao nivel genérico puderam ser obtidas na arvore COI:
Euryrhynchus, Palaemon e Pseudopalaemon.

- A identificacao por meio da pesquisa BLAST para as sequéncias de COI
e 16S mostrou-se limitada por conta de possiveis casos de heteroplasmia e/ou
pseudogenes.

- A associacdo de marcadores mitocondriais e nucleares permite a
identificacdo ao menos a nivel genérico de espécies ainda ndo sequenciadas ou
descritas.

- Os valores estimados de distancia genética para os diferentes
marcadores permitiu inferir a ocorréncia de duas novas espécies para regiao.
Sendo, possivelmente, uma em Macrobrachium (16S e 28S) e outra em
Palaemon (COI e 16S).

- M. brasiliense apresentou indicios de cépias nucleares na COI.
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8. APENDICES

Apéndice A

Localidade N° Campo N° Amostral

02CN151

i 03CN151 _
Barragem lgarape dos perdidos, Alenquer, PA n=5

1°32'53.98"S 54°28'19.49"0 04CN151
05CN151

06CN151

02CN152

03CN152

04CN152

Igarape Apui,...,PA 1°26'12.03"S 06CN152
54°27'10.14"0 11CN152
15CN152

16CN152

17CN152

n=8

01CN157

L, 02CN157
Oriximina ? 1°38'44.88"S 55°46'41.16"0O _
n=5 03CN157 n=5

04CN157

05CN157

01CN159
Oriximina 1l ?  1°38'32.21"S 55°36'36.99"0  02CN159 n=1

03CN159

Mamia, Alenquer, PA 1°22'5.26"S 55° 01CN163 n=2
02CN166
03CN166
04CN166
05CN166

Igarape na fazenda da Brama, Alenquer, PA  06CN166

1°36'37.95"S 54°22'0.06"0 07CN166
08CN166
09CN166
10CN166
14CN166

n=10

Terra Santa, PA 2° 0'15.17"S 56°30'54.49"0  g1cN167 n=6



Igarape Cangu, Nhamunda,PA 2° 6'58.55"S
56°43'25.17"0

Igarape Arubi, Nhamunda, PA 2° 6'31.30"S

56°42'48.02"0

Rio tapajos, Santarém, PA 2°24'30.45"S
54°43'19.28"0

02CN167
03CN167
04CN167
05CN167
06CN167

01CN170
02CN170
03CN170
04CN170
05CN170
06CN170
07CN170
08CN170
09CN170
10CN170
12CN170
13CN170
01CN171
02CN171
03CN171

01TPO1
04TPO1
05TPO1
08TPO1
09TPO1
14TPO1
16TPO1
22TPO1
24TPO1
25TPO1
26TPO1
27TPO1
29TPO1
30TPO1
31TPO1
32TPO1
33TPO1
36TPO1
37TPO1
39TPO1
40TPO1
MO1TPO1
M04TPO1
MO5TPO1

n=12

n=3

n=27

43



Lago Mentai, Rio Arapiuns, Santarém, PA

Cachoeira do Mentai,Rio Arapiuns, Santarém,

Total

2°43'21.86"S 55°36'13.81"0

PA 2°39'55.19"S 55°36'22.14"0

44

MO7TPO1
MO9TPO1
M10TPO1

01APO1
02AP01
03AP0O1
04AP01
06AP0O1
09AP01
10APO1
11APO1
12AP01
13AP01
15AP01
16APO1
17AP0O1
18APO1
19APO01
20AP01
Msp01APO1
Msp02APO01
MspO3APO1
Msp04APO1

n=20

01APO2
02AP02
03AP02
04AP02
05AP02
06AP02
08AP02
09AP02
10AP02
11AP02 n=19
12AP02
13AP02
14AP02
15AP02
16AP02
17AP02
18AP02
MO1AP02
MO02AP02
108
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Apéndice B
Haplétipo| GenBank % E-value Bit Identificacdo
Identidade Score
HAP. 1 KJ155596 92.216 0.0 715 Macrobrachium brasiliense
AB235287.1| 85338 | ‘o | 627 Macrobrachium nipponense
HAP. 2 | AB235288.1 84.843 1'137506_ 610 Macrobrachium nipponense
AB235301.1 84.729 1'17(;15' 606 Macrobrachium sp CD1
HAP. 3 |GU929542.1 100.000 0.0 1051 Macrobrachium amazonicum
KM978918.1 83.824 3'17(?1(9- 579 Macrobrachium bullatum
HAP.4 | AB235242.1| 83.498 2f557€- 566 Macrobrachium asperulum
AB235240.1 83.498 2f§7e- 566 Macrobrachium fukienense
HAP.5 | GU929545.1 99.649 0.0 1040 Macrobrachium amazonicum
HAP. 6 | GU929545.1 100.000 0.0 1051 Macrobrachium amazonicum
HQ830201.1 85.025 1'137263_ 610 Macrobrachium nipponense
HAP.7 | AB235287.1 85.254 1'1755' 606 Macrobrachium nipponense
AB235263.1 85.110 2'126086_ 603 Macrobrachium inflatum
AB235257.1 83.811 4'17556' 558 Macrobrachium fukienense
HAP. 8 | KX151843.1 83.333 6.1239e— 538 Litopenaeus stylirostris
KX151842.1 83.333 6'1243;- 538 Litopenaeus stylirostris
HAP.9 |GU929545.1 99.824 0.0 1046 Macrobrachium amazonicum
AB235278.1 86.268 7'1570;- 617 Macrobrachium latimanus
HAP. 10 | AB235277.1| 86.268 7'1570;‘ 617 Macrobrachium latimanus
AB235276.1 86.268 7'1570;- 617 Macrobrachium latimanus
HAP. 11 | GU929545.1 99.643 0.0 1026 Macrobrachium amazonicum
HAP. 12 | KM101537.1 99.267 0.0 987 Macrobrachium acanthurus
AB235257.1 85.178 9'12f26_ 514 Macrobrachium fukienense
HAP. 13 | KX151843.1 85.270 9.13327e i 497 Litopenaeus stylirostris
KX151842.1 85.270 9'133276_ 497 Litopenaeus stylirostris
HAP. 14 | GU929544 .1 98.158 0.0 948 Macrobrachium amazonicum
HAP. 15 | KJ155596.1 93.519 0.0 804 Macrobrachium brasiliense
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JQ805950.1 | 83333 | T oY | 507 Macrobrachium offersi
HAP. 16 | JQ805944.1 83.333 1{53:59& 507 Macrobrachium olfersi
JQ805958.1 83.150 7f§3€_ 501 Macrobrachium olfersi
JQ805959.1 83.700 7f:'§' 518 Macrobrachium olfersi
HAP. 17 | JQ805958.1 83.516 3'154516_ 512 Macrobrachium olfersi
JQ805957.1 83.516 3'15516' 512 Macrobrachium olfersi
AB235242.1 83.483 5ff4€_ 521 Macrobrachium asperulum
HAP. 18 | AB235240.1 83.483 5'19£f' 521 Macrobrachium fukienense
JQ805904.1 | 83.636 foze- 514 Macrobrachium digueti
AB235243.1 84.050 1f439€ i 540 Macrobrachium asperulum
HAP. 19 | AB235240.1 84.022 5ff;_ 538 Macrobrachium fukienense
AB235289.1| 83.692 3'15435‘ 529 Macrobrachium pinguis
AB235289.1 84.420 4'15535_ 542 Macrobrachium pinguis
HAP. 20 | AB235240.1 84.299 2'113;- 520 Macrobrachiumfukienense
AB235242.1 83.244 3.15451e- 512 Macrobrachium asperulum
AB235289.1| 84.755 ngf‘ 553 Macrobrachium pinguis
HAP. 21 | AB235240.1 84.270 2'115,;- 520 Macrobrachium fukienense
AB235259.1 | 83.577 3'154516_ 512 Macrobrachium grandimanus
HAP. 22 | GU929544.1 99.088 0.0 985 Macrobrachium amazonicum
HAP. 23 | GU929544.1 99.453 0.0 996 Macrobrachium amazonicum
AB235257.1 86.225 1'15:96' 606 Macrobrachium fukienense
HAP. 24 | AB235278.1 85.868 3f636€_ 595 Macrobrachium latimanus
AB235277.1 85.868 3f63€§- 595 Macrobrachium latimanus
AB235257.1 85.510 7;1623?_ 584 Macrobrachium latimanus
HAP. 25 | AB235278.1 84.436 7'1553??- 551 Macrobrachium latimanus
AB235277.1 84.436 7'15:3?_ 551 Macrobrachium latimanus
HAP. 26 | AB235257.1 85.331 3.45e- 579 Macrobrachium latimanus
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KX151844.1 | 84.919 3f58§_ 562 Litopenaeus stylirostris
KX151843.1 84.919 3f586e' 562 Litopenaeus stylirostris
HAP. 27 | GU929545.1 99.270 0.0 990 Macrobrachium amazonicum
HAP. 28 | GU929499.1 98.905 0.0 979 Macrobrachium amazonicum
AB235289.1 85.018 9'165776_ 564 Macrobrachium pinguis
HAP. 29 | AB235240.1 83.929 7'15‘?;- 534 Macrobrachium fukienense
AB235242.1 83.750 3'1555- 529 Macrobrachium asperulum
AB235257.1 84.601 1'125606- 544 Macrobrachium latimanus
HAP.30 | GU929469.1| 83.303 9f3?7e' 497 Macrobrachium jelski
HM352484.1| 83122 | Yo% | 497 Macrobrachium jelski
AB235257.1 84.601 1'12565- 544 Macrobrrachium latimanus
HAP. 31 | GU929469.1 83.303 9f3,57e- 497 Macrobrachium jelski
HM352484.1 83.122 9f357e- 497 Macrobrachium jelski
HAP. 32 | KJ155596.1 92.963 0.0 787 Macrobrachium brasiliense
HAP. 33 | KJ155596.1 93.519 0.0 802 Macrobrachium brasiliense
HAP. 34 | KJ155596.1 94.063 0.0 819 Macrobrachium brasiliense
HAP. 35 | KJ155596.1 94.630 0.0 835 Macrobrachium brasiliense
HAP. 36 | KJ155596.1 94.630 0.0 835 Macrobrachium brasiliense
HAP. 37 | KJ155596.1 92.593 0.0 776 Macrobrachium brasiliense
HAP. 38 | KJ155596.1 92.579 0.0 774 Macrobrachium brasiliense
AB235257.1 85.510 7f62??- 584 Macrobrachium fukienense
HAP. 39 | AB235268.1 84.615 5f524€_ 555 Macrobrachium lar
AB235278.1 84.436 7i5§’§' 551 Macrobrachium latimanus
AB235257.1 85.510 7f623?_ 584 Macrobrachium fukienense
HAP. 40 | AB235278.1 84.794 ngg' 562 Macrobrachium latimanus
AB235277.1 84.794 3;?; 562 Macrobrachium latimanus
HAP. 41 | KJ155596.1 96.481 0.0 894 Macrobrachium brasiliense
HAP. 42 | KJ155596.1 95.926 0.0 878 Macrobrachium brasiliense
HAP. 43 | KJ155596.1 95.370 0.0 859 Macrobrachium brasiliense
HAP. 44 | KJ155596.1 95.185 0.0 854 Macrobrachium brasiliense
HAP. 45 | KJ155596.1 94.853 0.0 850 Macrobrachium brasiliense
HAP. 46 | KJ155596.1 95.926 0.0 876 Macrobrachium brasiliense
HAP. 47 | KJ155596.1 95.556 0.0 865 Macrobrachium brasiliense
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HAP. 48 | KJ155596.1 95.370 0.0 859 Macrobrachium brasiliense
HAP. 49 | GU929545.1 99.635 0.0 1002 Macrobrachium amazonicum
AB235289.1 84.936 4'15556_ 558 Macrobrachium pinguis
HAP. 50 | AB235259.1 84.124 3'15435- 529 Macrobrachium grandimanus
AB235240.1 84.153 3'154366_ 529 Macrobrachium fukienense
AB235289.1| 84.755 Zfé’??‘ 553 Macrobrachium pinguis
HAP. 51 | AB235240.1 83.971 1f:f- 523 Macrobrachium fukienense
AB235242.1| 83.393 7ff§‘ 518 Macrobrachium asperulum
KJ155596.1 81.852 4;1;5(9- 592 Macrobrachium brasiliense
HAP. 52 KY224525.1 71.739 8.50e-68 268 Macrotermes sp.
KY224573.1 72.851 1.84e-64 257
HAP. 53 | GU929471.1 99.453 0.0 996 Macrobrachium amazonicum
HAP. 54 | GU929474.1 99.453 0.0 996 Macrobrachium amazonicum
HAP. 55 | GU929544.1 98.905 0.0 979 Macrobrachium amazonicum
HAP. 56 | GU929544.1 98.175 0.0 957 Macrobrachium amazonicum
HAP. 57 | GU929544.1 99.088 0.0 985 Macrobrachium amazonicum




