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RESUMO

O estabelecimento de padrdes de distribuicdo geografica confidveis depende,
necessariamente, de conhecimento taxondmico sélido. Para tal, o presente estudo investigou
por meio de dados morfolégicos e moleculares (marcadores COl e 16S) o padrdo de
distribuicdo anfi-Atlantico (espécies com ocorréncia concomitante nas costas do Atlantico
ocidental e oriental, incluindo ou ndo ilhas oceanicas remotas) de duas espécies de crustaceos
decapodes Brachyura: Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878) (Acidopsidae) e Euryozius
sanguineus (Linnaeus, 1771) (Pseudoziidae). Acidops cessacii ocorre na costa atlantica
africana, nas ilhas oceanicas do Atlantico Central (Ascensdo e Arquipélago S3o Pedro e Sao
Paulo) e costa nordeste brasileira. O género Acidops Stimpson, 1871 (Acidopsidae) contém
duas espécies, Acidops cessacii e Acidops fimbriatus Stimpson, 1871 (espécie tipo do género)
do Pacifico tropical das Américas, morfologicamente muito semelhantes entre si. Os estudos
levados a efeito no presente trabalho confirmaram A. cessacii e A. fimbriatus como espécies
distintas e revelaram que as popula¢Ges de A. cessacii das ilhas oceanicas do Atlantico Central
e da costa brasileira sdo indistinguiveis confirmando, portanto, A. cessacii como espécie anfi-
Atlantica. Atualmente se tem conhecimento da ocorréncia de trés espécies de Euryozius
Miers, 1886 no Atlantico (Pseudoziidae): Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771) com
ocorréncia em ilhas oceéanicas remotas do Atlantico Sul (arquipélago Sao Pedro S3do Paulo,
Santa Helena); E. bouvieri (A. Milne-Edwards, 1869) com ocorréncia no centro-leste do
Atlantico (Acores, Ilha da Madeira e Cabo Verde) e E. pagalu Manning & Holthuis, 1981 (Sao
Tomé e Annobon no Golfo da Guiné). Evidéncias morfolégicas e moleculares obtidas pelo
presente estudo mostram que o material de Sao Pedro e Sao Paulo e do litoral brasileiro sao

coespecificos.

Palavras-chave. Anfi-Atlantico; Acidops; Euryozius; Morfologia; Molecular.



ABSTRACT

The establishment of reliable geographic distribution patterns necessarily depends on
solid taxonomic knowledge. Therefore, the present study investigated through morphological
and molecular data (COl and 16S markers) the amphi-Atlantic distribution pattern (species
with concomitant occurrence on the Western and Eastern Atlantic coasts, including or not
remote oceanic islands) of two species of Brachyura decapod crustaceans: Acidops cessacii (A.
Milne-Edwards, 1878) (Acidopsidae) and Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1767)
(Pseudoziidae). Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878) occurs on the African Atlantic coast,
on the oceanic islands of the Central Atlantic (Ascensdo and Archipelago Sdo Pedro and Sao
Paulo) and on the notheastern Brazilian coast. The genus Acidops Stimpson, 1871
(Acidopsidae) contains two species, Acidops cessacii and Acidops fimbriatus Stimpson, 1871
(type species of the genus) from the tropical Pacific of the Americas that are morphologically
very similar to each other. The studies carried out in the present work confirmed A. cessacii
and A. fimbriatus as distinct species and revealed that the populations of A. cessacii from the
oceanic islands of the Central Atlantic and the Brazilian coast are indistinguishable, thus
confirming A. cessacii as an amphi-Atlantic species. Three species of Euryozius Miers, 1886 are
currently known to occur in the Atlantic: Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771) (Pseudoziidae)
occurring in remote oceanic islands of the South Atlantic (S3o Pedro Sdo Paulo archipelago,
Santa Helena); Euryozius bouvieri (A. Milne-Edwards, 1869) occurring in the east-central
Atlantic (Azores, Madeira Island and Cape Verde Islands), and Euryozius pagalu Manning &
Holthuis, 1981 (S3o Tomé and Annobon in the Gulf of Guinea). Morphological and molecular
evidence obtained in the present study shows that material from Sdo Pedro and S3o Paulo

and the Brazilian coast are conspecific.

Key words. Amphi-Atlantic; Acidops; Euryozius; Morphology; Molecular
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Introducao geral

O acumulo ao longo de décadas de registros de distribuicbes geograficas da
macrofauna marinha bentdnica vem revelando padrdoes de distribuicao extremamente
amplos, entre os quais o padrdo anfi-Atlantico (espécies com ocorréncia concomitante nas
costas do Atlantico ocidental e oriental, incluindo ou ndo ilhas oceanicas remotas).

As suspeitas de que tais padrdes decorrem de resolugdo taxonOmica insuficiente (ou
mesmo ma pratica taxonOmica) tem apoio em diversos trabalhos nos quais se revela a
existéncia de complexos de espécies, em vez de uma Unica espécie com ampla distribuicao
(e.g., Manning & Holthuis, 1981; Knowlton, 1993; Carmona et al., 2011; Perez-Viscasillas et
al., 2016). Por outro lado, diversas espécies tém sido validadas como anfi-Atlanticas (e.g.,
Wirtz, P. 2004; Craig et al., 2006; Nunes, 2011; Almeida et al., 2013; Cunha, et al., 2017).

Qualquer que seja o caso, o estabelecimento de padrdes de distribuicdo geografica
confidveis e o estudo dos seus processos de formacao dependem, necessariamente, de
conhecimento taxonémico sdlido. Para tal, além de uma boa caracterizacdao morfoldgica ha o
uso de fragmentos dos genes mitocondriais subunidade | do citocromo c oxidase | (COIl) e rRNA
ribossomico 16S (rRNA 16S) que vém demonstrando sucesso no estudo da filogenia e
biogeografia de crustdceos, bem como na distincdo entre espécies estreitamente relacionadas
(Branddo et al., 2012, e referéncias |a citadas).

O Giro do Atlantico Sul influencia fortemente a fauna das ilhas oceanicas do Atlantico
(Arquipélago de Sdo Pedro e S3ao Paulo, Atol das Rocas, Fernando de Noronha, Trindade,
Ascensdo, Santa Helena, Tristdo da Cunha e Gough) (Melo Filho, 1997) (Figura 1).

Nessas ilhas existem muitas espécies anfi-Atlanticas, possivelmente em razdo de rotas
de dispersao das espécies, principalmente no Arquipélago de S3o Pedro e Sdo Paulo, o Atol
das Rocas, Fernando de Noronha e os bancos ao largo do Rio Grande do Norte, (Melo Filho,
1997).

No caso das ilhas oceanicas remotas do Atlantico Sul (no presente caso, o arquipélago
S3do Pedro e Sdo Paulo e Ascensdo), a insuficiéncia de conhecimentos taxondGmicos contrasta
com o imenso interesse que despertam os arquipélagos e ilhas ocednicas devido ao seu
grande isolamento geografico e sua posicdo geografica entre as plataformas continentais

americana e africana.
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Figura 1. Principais correntes rasas na regido tropical do oceano Atlantico central e sul. SEC,
Corrente Sul Equatorial. NEC, Corrente Equatorial Norte, ECC, Contracorrente Equatorial. BC,
Corrente Brasileira (baseado em Edwards & Lubbock 1983).

Como se forma a fauna marinha costeira em uma ilha oceanica isolada? Sao Pedro e
Sao Paulo (SPSP), Ascensao (ASC) e Santa Helena (STH) sdo muito mais jovens (3-7 milhdes de
anos) do que as plataformas continentais adjacentes (cerca de 130-120 milhdes de anos, cf.
Termier & Termier, 1979; Windley, 1984), de modo que nas ilhas a fauna litoral atual é
composta essencialmente por migrantes (espécies atlanticas americanas, atlanticas africanas,
anfi-atlanticas e umas poucas espécies circum-tropicais) e espécies endémicas (e.g., Anker et
al., 2016; Ferreira & Tavares, 2017; Tavares et al., 2017).

Em uma ilha oceanica, a fauna litoral é um mosaico de diferentes padrdes de afinidade
com outras regides geograficas (Tavares et al., 2017), mas quanto deste mosaico de relagdes
tem influéncia do Atlantico ocidental (Américas) e quanto do Atlantico oriental (Africa)?

Atualmente, o conhecimento inadequado da composi¢cdo taxondmica em Sao Pedro e
Sdo Paulo (principalmente), Ascensdo e Santa Helena é fator impeditivo para o melhor
esclarecimento de questdes importantes, incluindo:

(i) qual a representatividade das espécies atlanticas americanas, atlanticas africanas e

anfi-atlanticas para a composicdao taxondmica em SPSP, ASC e STH?
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(ii) o quanto da composicdo taxondmica em SPSP, ASC e STH é compartilhada entre o
conjunto de ilhas oceédnicas do Atlantico Sul (Fernando de Noronha, Atol das Rocas, SPSP, ASC
e STH)?

(iii) o quanto de endemismo ocorre em SPSP, ASC e STH e quais os padrdes de
endemismo quando se considera o conjunto das ilhas oceanicas do Atlantico Sul? (iv) o quanto
ha de conectividade genética entre as ilhas oceanicas do Atlantico Sul e as margens

continentais americana e africana?

Figura 2. A, Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878), Ascensdo, fémea adulta, LC 17mm; CC
14 mm (USNM 252242). B. Euryozius sanguineus, Arquipélago Sdo Pedro e Sdo Paulo, macho
adulto, LC 39 mm; CC 24 mm (MZUSP 39338). Escala 5 mm.

Objetivos gerais e organiza¢do do estudo

No presente trabalho foram utilizados dados morfolégicos e moleculares (marcadores
COl e 16S) com o objetivo principal de elaborar a taxonomia e investigar a validade do padrao
de distribuicdo anfi-Atlantico de duas espécies de crustaceos decdpodes Brachyura: Acidops
cessacii (A. Milne-Edwards, 1878) (Acidopsidae) (Figura 2A) e Euryozius sanguineus (Linnaeus,
1771) (Pseudoziidae) (Figura 2B).

Por se tratar de casos taxondmicos diferentes, ainda que se assemelhem em termos
de padrdo geral de distribuicdo geografica, o presente estudo foi organizado em dois capitulos
no intuito de melhor abordar cada caso.

O primeiro capitulo trata de Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878), espécie
conhecida da costa atlantica africana, de ilhas ocednicas do Atldntico Central (Ascensdo e
Arquipélago S3o Pedro e S3o Paulo) e de localidades da costa nordeste brasileira e que se

inscreve, potencialmente, no padrdo anfi-Atlantico de distribuicdo geografica.
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O segundo capitulo aborda Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771), originalmente
descrita da llha Ascensdo, no Atlantico Central. Posteriormente, duas outras espécies do
género foram descritas com ocorréncia no Atlantico: Euryozius bouvieri (A. Milne-Edwards,
1869) (Acores, Madeira e Cabo Verde) e E. pagalu Manning & Holthuis, 1981 (Golfo da Guiné).
As trés espécies foram consideradas sin6nimas reciprocas por Coelho Filho e Coelho (1995),
com a prioridade para E. sanguineus, caso em que E. sanguineus se inscreveria no padrao anfi-

Atlantico.
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CAPITULO 1

Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878) (Crustacea: Brachyura:
Acidopsidae) espécie anfi-Atlantica: evidéncias morfoldgicas e moleculares
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Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878) (Crustacea: Brachyura: Acidopsidae) espécie

anfi-Atlantica: evidéncias morfoldgicas e moleculares

Resumo

Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878) espécie conhecida da costa atlantica africana, de
ilhas oceanicas do Atlantico Central (Ascensdo e Arquipélago S3ao Pedro e S3do Paulo) e de
localidades da costa nordeste brasileira se inscreve, potencialmente, no padrao anfi-Atlantico
de distribuicdo geografica. Acidops cessacii é morfologicamente muito semelhante a A.
fimbriatus Stimpson, 1871, do Pacifico Leste. Os estudos morfolégicos e moleculares (genes
mitocondriais COl e 16S) levados a efeito no presente trabalho confirmaram A. cessacii e A.
fimbriatus como espécies distintas e revelaram que as populacdes de A. cessacii das ilhas
oceanicas do Atlantico Central e da costa brasileira sdo indistinguiveis confirmando, portanto,
A. cessacii como espécie anfi-Atlantica. O presente estudo serd ampliado, oportunamente,

para incluir a populacdo de A. cessacii do Atlantico africano.

Palavras-chave. Taxonomia, Decapoda, Atlantico oriental e ocidental, ilhas oceanicas

Abstract

Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878) a species known from the African Atlantic coast,
oceanic islands in the Central Atlantic (Ascensdo and Archipelago Sdo Pedro and Sdo Paulo)
and localities on the northeastern Brazilian coast, show amphi-Atlantic geographic
distribution. Acidops cessacii is morphologically very similar to A. fimbriatus Stimpson, 1871,
from the eastern Pacific. The morphological and molecular studies (mitochondrial genes COI
and 16S) carried out in the present work confirmed A. cessacii and A. fimbriatus as distinct
species and revealed that populations of A. cessacii from the oceanic islands of the Central
Atlantic and the Brazilian coast are indistinguishable thus confirming A. cessacii as an amphi-
Atlantic species. The present study will be expanded in due course to include the population

of A. cessacii from the African Atlantic.

Key words. Taxonomy, Decapoda, East and West Atlantic, oceanic islands.
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Introdugao

Ha muito se conhecem espécies de Brachyura costeiras anfi-Atlanticas, ou seja, com
ocorréncia concomitante nas costas do Atlantico ocidental e oriental, incluindo ou ndo a
presenca em ilhas oceanicas remotas (A. Milne-Edwards 1880; Rathbun 1918; 1930; 1935;
1937; Ekman 1953; Manning & Holthuis 1981; Edwards & Lubbock 1983; Manning & Chace
1990; Melo 1996; Anker et al. 2016; Tavares et al. 2017).

Em muitos grupos de espécies marinhas bentbnicas tornou-se claro que supostos
padroes anfi-atlanticos eram resultado de informacgGes taxonOmicas insuficientes e que as
espécies em questao correspondiam, na realidade, a um complexo de duas ou mais espécies
diferentes (Knowlton 1993; Muss et al. 2001). Wirtz (2004) coloca em duvida se populacoes
orientais e ocidentais de espécies anfi-Atlanticas continuam, de fato, a manter fluxo génico.
Ndo obstante, diversas espécies tém sido validadas como verdadeiramente anfi-Atlanticas
(Lessios et al. 1999).

O Brachyura Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878), espécie de aguas rasas
originalmente descrita das ilhas do Cabo Verde (Monod 1956; Manning & Holthuis 1981),
posteriormente assinalada de outras localidades da costa africana e da ilha Ascensdo (Monod
1956; Manning & Chace 1990), do Arquipélago Sao Pedro e Sdo Paulo (presente estudo) e de
duas localidades na costa nordeste brasileira (Barreto et al. 1993; presente estudo) se inscreve
no padrdo, ainda ndo testado, de distribuicdo geografica anfi-Atlantica. Acidops cessacii é
morfologicamente muito semelhante a A. fimbriatus Stimpson, 1871, do Pacifico Leste.

No presente trabalho, a taxonomia de A. cessacii foi investigada a partir de estudos
morfolégicos e moleculares com vistas a esclarecer o seu status de espécie anfi-Atlantica e

acessar o status de A. cessacii e A. fimbriatus como espécies distintas.

Material & Métodos

Procedimentos: microscopia eletronica e tomografia computadorizada.

Para a microscopia eletronica os apéndices dissecados foram desidratados e limpos
mecanicamente, posteriormente hidratados em agua destilada para remover os tracos de
impurezas e, em seguida, desidratados em uma série alcodlica (25%, 50%, 75% e 100%).

Subsequentemente foram desidratados em ponto critico e montados em stubs metalicos com
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fitas dupla-face e banhados a ouro para observagao com auxilio de microscopio eletrénico
marca LEO 440 do Museu de Zoologia da USP.

As imagens de tomografia foram obtidas com auxilio de um “microfocus X-ray uCT
system (GE phoenix v|tome|x)” a partir dos seguintes parametros: detetor 2014 x 2024 pixels,
voltagem 50-60 kV, corrente 85—300 pA, voxel 2.6-21.1 um, e 1000-1500 imagens; imagens

X-ray registradas em 1000 ms de exposi¢ao por imagem.

Repositorios. Os espécimes estudados provém das cole¢des do Museu de Zoologia,
Universidade de Sdo Paulo (MZUSP) e do National Museum of Natural History, Smithsonian

Institution, Washington D.C. (USNM).

Formato. Diante da constatacdo de que Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878) é uma
espécie mal conhecida sobre todos os aspectos, buscamos apresentar a sinonimia mais
completa possivel. A classificacdo segue, essencialmente Ng et al. (2008) e a terminologia

Guinot et al. (2013) e Davie et al. (2015).

Analise molecular. Foram escolhidas para a amplificagao as regides COI (Folmer et al.,
1994) e 16S (Palumbi et al. 2002). O DNA foi extraido utilizando-se o kit comercial INVITROGEN
PureLink Genomic DNA Kit seguindo o protocolo do fabricante adaptado, a partir de tecido
muscular dos peredpodos. As amostras selecionadas foram purificadas com EXO-SAP. As
sequéncias obtidas foram comparadas com outras sequéncias de Brachyura do banco de
dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), por meio do algoritmo BLAST
(Zheng Zhang et al., 2000). As sequéncias foram editadas e alinhadas com auxilio do programa
computacional Geneious 7.1.9 (Kearse et al. 2012) (vide ANEXO | para detalhes).

Os célculos de distancia genética foram realizados usando o software MEGA X (Kumar
et al. 2018). As matrizes de distancias foram calculadas usando distancias nao corrigidas (p-
distance) com base em fragmentos do gene COIl e 16S. As matrizes de distdncias foram
construidas sem usar um modelo de evolugdao, uma vez que foi demonstrado que o uso de p-
distance evita a sobre-parametrizacdo e ndo ha necessidade de usar medidas de distancias
complexas ao estudar sequéncias intimamente relacionadas (Nei & Kumar, 2000; Collins et
al., 2012). Para ajudar a avaliar as distancias genéticas interespecificas, dois histogramas de

frequéncia foram construidos com sequéncias do gene COl e 16S.
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As sequéncias geradas para este estudo foram combinadas com sequéncias do
GenBank, totalizando 15 sequéncias dos marcadores genéticos COl e 16S (Tabela 1). O
alinhamento de multiplas sequéncias foi realizado separadamente para cada marcador no
Geneious 8.0.5 usando o algoritmo de alinhamento MAFFT v7.017 (Katoh and Miyata, 2002),
os alinhamentos foram inspecionados visualmente quanto a quaisquer desalinhamentos
dbvios. Posteriormente as sequéncias foram concatenadas e o alinhamento exportado para o
MEGA X. Foi utilizado Maxima Verossimilhanca para inferéncia filogenética usando RAxML
versdo 7.2.8 (Stamatakis, 2014). Foram usadas 1000 réplicas de bootstrap. Parametros de
probabilidade seguiram o modelo Tamura Nei (TN94+G) para Acidops, estimados

individualmente para os marcadores moleculares no MEGA X.

Tabela 1. Taxons incluidos nas andlises de distancia genética e filogenética molecular deste
estudo. Abreviacdes de nimeros de tombo: MZUSP, Museu de Zoologia da Universidade de
Sdo Paulo; USNM, Museu Nacional dos Estados Unidos, Smithsonian Institution; ULLZ, Colecdo
Zooldgica da Universidade de Louisiana em Lafayette. SPSP = Arquipélago de Sdo Pedro e Sao
Paulo; -, sem informacao.

Espécies Localidade N. Detombo N. deid. GenBank
16S col

Acidops

Acidops cessacii SPSP MZUSP 39256 X X
Acidops cessacii SPSP MZUSP 39262 X X
Acidops cessacii SPSP MZUSP 39263 X X
Acidops cessacii SPSP MZUSP 39265 X X
Acidops cessacii SPSP MZUSP 39273 X X
Acidops cessacii Ilha de Ascensao USNM 252242 X X

Grupo externo

Acidops fimbriatus Panama, Pearl Islands ULLZ 9047 KF683005 KF682730
Pilumnus orbitospinis Japao USNM 120711 - MF504122
Pilumnus floridanus ~ México ULLZ 7317 HM637980 MF504122

Pilumnus sp. - - - HG328361
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Resultados

Familia Acidopsidae Stev¢i¢, 2005

Género Acidops Stimpson, 1871
Epimelus A. Milne-Edwards, 1878: 227 [Espécie tipo: Epimelus cessacii A. Milne-Edwards,

1878, por monotipial

Espécie tipo. Acidops fimbriatus Stimpson, 1871 [Localidade tipo: Cabo S3do Lucas, Baixa

Califérnia. Material tipo inexistente]

Espécies inclusas. Acidops fimbriatus Stimpson, 1871; Acidops cessacii (A. Milne-Edwards,

1878) [Epimelus]

Observagdes. O género Acidops atualmente engloba apenas duas espécies, A. fimbriatus (do

Pacifico Leste entre California e México, incluindo as ilhas Clipperton e Galdapagos) e A. cessacii

(cf. infra) (Figura 3 e Figura 4).

Figura 3. A, Acidops fimbriatus (Stimpson, 1871), fémea, cc 14.9 mm, 19.7, Ilhas Clipperton. B,
Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878), fémea ovigera, cc 7.3 mm, Ic 9.7, SGo Tomé. A, B,
segundo Ng & Rahayu (2014).

Acidops ja foi incluso entre os Goneplacidae, Atelecyclidae, Xanthidae e Pilumnidae,
antes de ser transferido para uma familia prépria, Acidopsidae (Tesch 1918; Balss 1921; Garth

1946; 1968; Monod 1956; Manning & Holthuis 1981; Stev¢i¢, 2005).
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A. Milne-Edwards (1880), sem conhecer o género Acidops, considerou Epimelus
semelhante a Pilumnus. Coube a Sourie (1954) a primazia transferir E. cessacii para o género

Acidops.

Ilha Ascensdo %
o
Legenda
& A. cessacii A
® A. fimbriatus
750 1.500 km

Qeg’

Figura 4. Distribuicdo geografica de Acidops fimbriatus (Stimpson, 1871) e Acidops cessacii (A.
Milne-Edwards, 1878).

Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878)
(Figuras 1B, 3-6)

Epimelus Cessacii A. Milne-Edwards, 1878: 227 [Localidade tipo: llha de S3o Vicente, Cabo
Verde. Sintipos no Muséum national d’Histoire naturelle, Paris]

Epimelus Cessaci— A. Milne-Edwards & Bouvier 1900: 76.

Epimelus cessaci— Garth 1968: 314.

Acidops cessaci— Sourie 1954: 112; Monod 1956: 359; Forest & Guinot 1966: 88; Barreto et al.
1993: 273.
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Acidops cessacii— Guinot & Ribeiro 1962: 64; Ribeiro 1964: 13; Manning & Holthuis, 1981: 165;
Tiurkay 1982: 121; Manning & Chace, 1990: 52; Melo 1996: 418; Guinot et al. 2013: 39;
Ng & Rahayu, 2014: 4.

Material examinado. Atlantico ocidental: Rio Grande do Norte: 1 fémea juvenil (MZUSP
24762), RV “Almirante Saldanha, estacdo 1682, 4°41'00.0"S, 35°24'05.0"W, 17.x.1967.
Atlantico Central: Arquipélago S3o Pedro e Sdo Paulo: 1 macho (MZUSP 39255), 1 fémea
(MZUSP 39257), 1 fémea (MZUSP 39259), 1 fémea (MZUSP 39261), 1 fémea (MZUSP 39260),
1 fémea (MZUSP 39262), 1 fémea (MZUSP 39263), 1 macho (MZUSP 39265), 1 fémea (MZUSP
39266), 1 macho (MZUSP 39267), 1 macho juvenil (MZUSP 39258), 1 macho (MZUSP 39256),
Enseada, W. Santana et al. coll., 29.x.2007 a 10.xi.2007, 3—18 m. 1 macho (MZUSP 39264), 1
macho (MZUSP 39268), 1 macho (MZUSP 39271), 1 fémea (MZUSP 39275), 1 fémea (MZUSP
39296), 1 fémea (MZUSP 39273), 1 fémea (MZUSP 39269), 1 fémea (MZUSP 39270), 1 fémea
(MZUSP 39272), 1 fémea (MZUSP 39274), Ibidem, 18.ii.2009 a 5.iii.2009. Ilha Ascensao: 2
machos, 1 fémea (USNM 252242), North East Bay, cerca de 7°54'41"S 14°20'31"W, R.B.
Manning 19.v.1971, praia e pocas de maré em ponto rochoso.

Tamanho dos maiores exemplares: macho, cc 16 mm, lc 20.1 mm; fémea, cc 18 mm, Ic 28.5

mm.

Distribuicao geografica. Atlantico Central: Arquipélago Sao Pedro e S3o Paulo e Ilha Ascensdo
(Manning & Chace, 1990, presente estudo). Esse é o primeiro registro de Acidops cessacii para
o Arquipélago Sdo Pedro e S3o Paulo. Atlantico oriental: Cabo Verde, Senegal, ilhas do Golfo
da Guiné (A. Milne-Edwards, 1878; Monod 1956; Manning & Holthuis 1981). Ocasionalmente
na costa do Atlantico ocidental: Ceara e Rio Grande do Norte (Barreto et al. 1993; presente
trabalho, cf material examinado). Melo (1996) refere-se, possivelmente por engano, a

ocorréncia desta espécie no Maranhao (Figura 4).

Habitat. Fundos arenosos e de algas calcarias, sob rochas, do entremarés até profundidades
de 66 metros. Em Sdo Pedro e Sdo Paulo A. cessacii foi encontrada sob rochas em fundos

arenosos (Manning & Chace, 1990; Manning & Holthuis 1981).
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Descricdo. Carapaca acentuadamente mais convexa longitudinalmente do que
transversalmente. Superficie dorsal regular e granulada; granulos grosseiros, providos de
cerdas curtas, vdrios granulos justapostos transversalmente. Margens fontorbital e
anterolateral providas de cerdas longas formando franja espessa. Margen frontal projetada
anteriormente, convexa, bilobada, sinus bem marcado extendendo-se posteriormente como
sulco raso, lobos finamente crenulados. Margem anterolateral recortada por quatro dentes
fortemente granulados, exorbital maior, quarto dente menor que os demais. Regides dorsais
da carapaca delimitadas por sulcos profundos; superficie lateral lisa, inerme. Orbitas
profundas, transversalmente alongadas, margens orbitais granuladas, franjadas por cerdas
longas. Pedunculo ocular longo, acentuadamente achatado dorsoventralmente, margem

anterior com franja de longas cerdas (Figura 3B,Figura 5A—C).

Figura 5. A-G, Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878), macho, cc 16 mm, Ic 20.1 mm
(MZUSP 39255), Arquipélago Sdo Pedro e Sdo Paulo. A—C, Habitus, vistas dorsal, ventral e
frontal, respectivamente. D, E, Quelipodos direito e esquerdo, vista lateral, respectivamente.
F, G, Pléon, vista dorsal. Escalas: A-C5 mm; D-E 1 mm.
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Cérnea bastante reduzida. Articulo antenal 2+3 imdvel; articulos 4, 5 méveis; flagelo
curto. Primeiro articulo antenular pouco movel, articulos 2, 3 curtos (Figura 6A).

Terceiro maxilipede com diversos tufos de cerdas longas. Isquiopodito subretangular,
sulcado longitudinalmente na face exposta; sulco débil, continuando-se logitudinalmente
sobre o meropodito subquadrado até proximo a articulacdo do palpo. Palpo tri-articulado,
afilado-se progressivamente distalmente. Exopodito longo, alcancando préximo a margem
distal do meropodito; flagelo longo. Maxilipedes 2, 1, com exopoditos e flagelos bem

desenvolvidos. Maxilula, maxila, comofigurado. Mandibula com palpo bi-articulado (Figura 6).

Figura 6. A—H, Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878). A, B, Anténula e antena direita,
respectivamente (USNM 252242). C, Terceiro maxilipede (MZUSP 39269). D, Segundo
maxilipede (USNM 252242). E, Primeiro maxilipede (MZUSP 39269). F, Mandibula direita
(MZUSP 39255). G, Maxilula direita (MZUSP 39269). H, Maxila esquerda (USNM 252242).
Escala 1 mm.
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Quelipodos homoquelos, homodontes (Figura 5 D, E). Meropodito liso, inerme, provido
de cerdas longas. Carpopodito, protopodito densamente providos de cerdas longas e curtas.
Carpo acentuadamente inflado; prépodo com cerdas curtas, esparsas na face mesial.
Superficie dorsal do dedo mével sulcada longitudinalmente, fortemente tuberculada, uma
fileira longitudinal de cerdas longas; faces mesial e ventral lisas, inermes. Dedo fixo sulcado
lateralmente, sulco provido de cerdas. Dedos deixando hiato ao longo de quase toda
extensdo, extremidades cruzadas; faces cortantes com dentes fortes.

Peredpodes 2 a 5 semelhantes entre si, relativamente curtos, achatados lateralmente,
densamente cerdosos, cerdas longas, franjadas; datilo densamente provido de cerdas
extremamente curtas (Figura 3B,Figura 5A, B).

Esterno toracico essencialmente liso, inerme, providos de tufos esparsos de cerdas
longas (Figura 5B). Pléon de 6 pleonitos e telson, face externa provida de tufos esparsos de
cerdas longas; terceiro pleonito fortemente expandido lateralmente, afilando-se distalmente,
recobrindo o pénis (Figura 5F, G). Gondporo coxal; papila peniana larga, afilando-se
abruptamente distalmente (Figura 6). Telson subtriangular. Sistema botao-pressao presente,

funcional.

Figura 7. A, B, Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878), pénis. A, Jovem (USNM 252242). B,
Adulto (MZUSP 39272).Escala: 0.5 mm.
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Primeiro gondpodo tubular, ligeiramente recurvado lateralmente, com extremidade
aproximadamente truncada, provido de minusculo apéndice cdrneo cbnico, subterminal.

Segundo gondpodo filiforme, aproximadamente tdo longo quanto o primeiro gondépodo

(Figura 8).

Figura 8. A, B, Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878), macho (MZUSP 39272). A, B,
Primeiro e segundo gondpodes, respectivamente, em microscopia eletrénica de varredura.
Escala 200 um e 30 um.

Fémea e macho semelhantes. Vulvas grandes, proximas ao axe do esterno toracico,
recobertas por opérculo calcificado. Fémeas jovens e adultas com pleonito 3 expandido

lateralmente, semelhante aos machos (Figura 5F, G). Télson cordiforme.

Observacgoes. Acidops cessacii e A. fimbriatus sdo morfologicamente similares. Ng & Rahayu
(2014) encontraram diferencas no articulo basal da anténula (maior e mais largo em A.
fimbriatus) e no angulo antero externo do mero do terceiro maxilipede (mais arredondado e

angular em A. fimbriatus). As duas espécies também diferem na coloragao: amarelo-
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amarronzada em A. fimbriatus, amarelo-claro com manchas marrons em A. cessacii (viz. Ng &
Rahayu 2014: fig. 40A, B, respectivamente).

Ng & Rahayu (2014) opinaram que A. fimbriatus e A. cessacii diferem adicionalmente
em relagdo a proporg¢ao da fronte, comparativamente bem mais protraida em A. fimbriatus.
Entretanto, a protragdo da fronte varia em espécimes de A. cessacii oriundos da mesma
localidade (Arquipélago Sdo Pedro e Sdo Paulo), sendo essa caracteristica, portanto,
inapropriada para distinguir A. fimbriatus de A. cessacii. A depender do angulo em que o
esterno tordcico é visto, as suturas 4/5 dardo a impressdo de seguir trajetoria retilineasa e
formar um angulo no ponto de encontro com a linha esternal mediana em A. fimbriatus, ou
serem as suturas 4/5 arqueadas e ndo formarem um angulo no ponto de encontro com a linha
esternal mediana em A. cessacii (Ng & Rahayu 2014: Fig. 3A, B, respectivamente). Em A.
cessacii, os sulcos da superficie dorsal da carapaca podem ser menos acentuados em alguns
individuos e a densidade e desenvolvimento das cerdas sobre a carapaga também variam.
Barreto et al. (1993) mencionaram que os dedos dos quelipodos deixam um pequeno hiato
no tergo proximal quando fechados. Essa caracteristica varia com o tamanho dos individuos,
sendo que nos maiores os dedos deixam um hiato ao longo de todo o comprimento (Figura 5
D, E).

Acidops fimbriatus é encontrada na costa pacifica das Américas, da California ao Mexico,
incluindo as ilhas Clipperton e Galapagos (Garth 1946; Hendrickx 1995; Poupin et al. 2009),
enquanto A. cessacii é uma espécie atlantica (Monod 1956; Manning & Chace 1990; Barreto
et al. 1993; presente estudo). A espécie do Pacifico foi encontrada associada a fundos
rochosos, de coral e de areia em profundidades de até 70 metros (Garth 1946).

O estudo morfolégico comparativo entre os espécimes oriundos de Ascensdo, Sdo Pedro
e Sao Paulo e do litoral brasileiro ndo revelou diferencas morfoldgicas que pudessem sugerir
a existéncia de mais de uma espécie nessas areas. Se por um lado ndo foi possivel, no
momento, obter material comparativo proveniente do Atlantico oriental, por outro, a
comparacdo com as descricdes e informacdes existentes na literatura a partir de material

africano leva a crer que A. cessacii constitui uma Unica espécie.

Andlise filogenética. Os genes mitocondriais COl e 16S foram amplificados e sequenciados
para exemplares de Acidops cessacii oriundos da ilha Ascensao e Arquipélago S3ao Pedro e Sao

Paulo (vide Anexo I). N3do foi possivel, no momento, obter material de A. cessacii do Atlantico
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oriental para sequenciamento. As sequéncias para A. fimbriatus foram obtidas junto ao
GenBank (Tabela 1)

A divergéncia genética interespecifica entre A. fimbriatus e A. cessacii foi de 0,2 (COl) a
0.3 (16S) ou seja, 1% para COI sugerindo que ambas sdo de fato espécies distintas (Tabela 1 e
2).

Os resultados moleculares também concordam com os resultados morfoldgicos ao nao
apontarem divergéncia genética intraespecifica entre espécimes de A. cessacii provenientes
de S3o Pedro e Sdo Paulo e ilha Ascensdo (Figura 9).

Mesmo diante da necessidade de se obter mais dados sobre a populacdo do Atlantico
oriental, esses resultados, ainda que preliminares, sustentam a interpretacado de ser A. cessacii

uma espécie verdadeiramente anfi-Atlantica.

A cessacii ASC COI

Acidops cessacii

A cessacii SPSP
EE]

KF883005  Acidops fimbriatus

MFS04122 pilumnus orbitospinis

HME37980  pilymnus floridanus

——
0.020

Figura 9. A, B, Filogenia Molecular mostrando as relacdes entre Acidops fimbriatus (Stimpson,
1871) e Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878), clado azul. Analise concatenada dos genes
mitocondriais COIl e 16S usando maximum likelihood com valores de bootstrap maiores que
50% apresentados.
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Tabela 2. Matriz de distancia genética usando sequéncias do gene mitocondrial COI (p-
distance).

A. cessacii ASC  A. cessacii SPSP  A. fimbriatus  Pilumnus sp.  P. orbitospinis  P. floridanus

Acidops cessacii ASC

A. cessacii SPSP 0,03

Acidops fimbriatus 0,07 0,05

Pilumnus sp. 0,18 0,16 0,16

Pilumnus orbitospinis 0,17 0,15 0,17 0,17

Pilumnus floridanus 0,19 0,17 0,17 0,17 0,18

Tabela 3. Matriz de distancia genética de Acidops spp. e Pilumnus spp. usando sequéncias do
gene mitocondrial 16S (p-distance).

A. cessacii 2 A.cessacii 3 A.cessacii A. P. P.
SPSP SPSP SPSP fimbriatus floridanus pannosus
A. cessacii 2 SPSP
A. cessacii 3 SPSP 0,02
A. cessacii SPSP 0,02 0,00
Acidops fimbriatus 0,06 0,04 0,04
Pilumnus 0,17 0,15 0,15 0,17
floridanus
Pilumnus pannosus 0,15 0,13 0,13 0,14 0,05

Comentarios zoogeograficos. Ha na literatura muitos casos documentados de organismos
marinhos de 4guas costeiras com padrdo anfi-Atlantico de distribuicdo geografica (A. Milne-
Edwards 1880; Rathbun 1918; 1930; 1935; 1937; Ekman 1953; Manning & Holthuis 1981;
Edwards & Lubbock 1983; Wirtz et al. 1988; Manning & Chace 1990; Melo 1996; Anker et al.
2016; Tavares et al. 2017).

Excetuando-se os casos em que os supostos padrdes anfi-Atlanticos sdo, na verdade, o
resultado artificial de conhecimento taxonémico insuficiente (espécies diferentes
confundidas entre si ou ainda nao reconhecidas como espécies diferentes), resta saber qual
conjunto de fatores contribuem para explicar a existéncia de ocorréncia concomitante de
espécies de dguas costeiras nas costas do Atlantico ocidental e oriental, incluindo ou ndo a
presenga em ilhas oceanicas remotas.

A presenga do padrao anfi-Atlantico em espécies tropicais e subtropicais, mais
frequente em direcdao ao equador proporcionalmente as aguas temperadas, sugere a

influéncia da corrente transatlantica sul equatorial e da contracorrente equatorial na
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formagao do padrao anfi-Atlantico, transportando larvas de leste para oeste e vice versa,
respectivamente.

De fato, a dominancia do fluxo da corrente transatlantica Sul Equatorial (Colling 2001),
traz aguas tropicais quentes da costa atlantica africana facilitando, portanto, a migragao de
espécies do Atlantico oriental para as costas Americanas. Acontece, porém, que quando a
convergéncia intertropical se move (posicdo média situada ao redor de 5°N, cf Arbuszewski et
al. 2013), os ventos de leste para oeste (Trade Winds) normalmente persistentes enfraquecem
propiciando que a contracorrente (oeste-leste) arraste dguas superficiais de oeste para leste,
consequentemente facilitando o transporte de larvas de oeste para leste (Scheltema 1971;

Edwards & Lubbock 1983) (Figura 10).
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Figura 10. Principais correntes rasas na regiao tropical do oceano Atlantico central e sul. SEC,
Corrente Sul Equatorial. NEC, Corrente Equatorial Norte, ECC, Contracorrente Equatorial. BC,
Corrente Brasileira (baseado em Edwards & Lubbock 1983).
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As ilhas oceanicas do Atlantico Sul (Arquipélago Sdo Pedro e Sdo Paulo e Ascensdo)
abrigam algumas espécies anfi-Atlanticas entre as quais Acidops cessacii (Holthuis et al. 1980;
Manning & Chace 1990; presente estudo). Algumas espécies insulares de Brachyura presentes
em S3o Pedro e S3o Paulo e Ascensdao ocasionalmente podem ser encontradas no litoral
brasileiro, é o caso de Grapsus grapsus (Linnaeus, 1758), registrada no Ceara por Fausto Filho
(1966); A. cessacii encontrada no Ceara e Rio Grande do Norte (Barreto et al. 1993; Melo
1993; presente estudo) e Euryozius sanguineus (Linnaeus 1771) (vide capitulo 2 da presente
dissertacdo). E de se supor que a ocorréncia ocasional de A. cessacii na costa brasileira
(possivelmente de outras espécies também) tenha relacdo com eventos persistentes de

prevaléncia da corrente Sul Equatorial que facilitam o transporte de larvas de leste para oeste.

Consideragoes finais

O género Acidops (Acidopsidae) contém duas espécies, Acidops fimbriatus Stimpson,
1871 (espécie tipo do género) do Pacifico tropical das Américas e Acidops cessacii (A. Milne-
Edwards, 1878) com ocorréncia na costa atlantica africana, nas ilhas oceanicas do Atlantico
Central (Ascensdo e Arquipélago Sdo Pedro e S3o Paulo) e em localidades da costa nordeste
brasileira. Acidops fimbriatus e Acidops cessacii sdo morfologicamente semelhantes entre si,
todavia os estudos morfolégicos e moleculares (genes mitocondriais COl e 16S) realizados no
presente trabalho confirmaram A. cessacii e A. fimbriatus como espécies distintas.

O padrdo de distribuicdo anfi-Atlantico de Acidops cessacii (A. Milne-Edwards, 1878)
foi confirmado pela andlise das populacdes das ilhas ocednicas do Atlantico Central e da costa
brasileira que se mostraram indistinguiveis, tanto nas observacées morfolégicas como nas
analises moleculares. O presente estudo serd ampliado, oportunamente, para incluir a

populacdo de A. cessacii do Atlantico africano.
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CAPITULO 2

Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771) (Crustacea: Brachyura: Pseudoziidae)
no remoto Arquipélago Sao Pedro e S3ao Paulo e litoral brasileiro: evidéncias

morfoldgicas e moleculares
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Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771) (Crustacea: Brachyura: Pseudoziidae) no remoto
Arquipélago Sdo Pedro e Sao Paulo e litoral brasileiro: evidéncias morfolégicas e

moleculares

Resumo

Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771) foi originalmente descrita da Ilha Ascensdo, no
Atlantico Central. Posteriormente, duas outras espécies foram descritas: Euryozius bouvieri
(A. Milne-Edwards, 1869) (Acores, Madeira e Cabo Verde) e E. pagalu Manning & Holthuis,
1981 (Golfo da Guiné). Barreto (1991) considerou que o material de Euryozius proveniente do
litoral brasileiro pertence a E. bouvieri, entdao considerada como espécie de distribuicdo anfi-
Atlantica. Coelho Filho & Coelho (1995) sinonimizaram E. bouvieri e E. pagalu a E. sanguineus.
Melo (1996) considerou E. sanguineus como espécie anfi-Atlantica. Evidéncias morfoldgicas e
moleculares (genes mitocondriais COl e 16S) obtidas pelo presente estudo mostram que o
material de S3o Pedro e S3o Paulo e do litoral brasileiro sdo coespecificos. Material de
Ascensdo e Santa Helena serdo incorporados a esse estudo oportunamente. Sequéncias de
genes mitocondriais COl e 16S de E. bouvieri e E. pagalu no Atlantico oriental ndo foram
amplificadas com sucesso.

Palavras-chave. Taxonomia, Decapoda, Atlantico oriental e ocidental, ilhas oceanicas

Abstract

Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771) was originally described from Ascension Island in the
Central Atlantic. Later, two other species were described: Euryozius bouvieri (A. Milne-
Edwards, 1869) (Azores, Madeira and Cape Verde) and E. pagalu Manning & Holthuis, 1981
(Gulf of Guinea). Barreto (1991) considered that the Euryozius material from the Brazilian
coast belongs to E. bouvieri, then considered the species of amphi-Atlantic distribution.
Coelho Filho & Coelho (1995) synonymized E. bouvieri and E. pagalu with E. sanguineus. Melo
(1996) considered E. sanguineus as an amphi-Atlantic species. Morphological and molecular
evidence (mitochondrial genes COl and 16S) obtained in the present study show that material
from S3o Pedro and S3ao Paulo and from the Brazilian coast are conspecific. Ascension and St.
Helena material will be incorporated into this study in due course. COl and 16S mitochondrial
gene sequences from E. bouvieri and E. pagalu in the eastern Atlantic were not successfully
amplified.

Key words. Taxonomy, Decapoda, East and West Atlantic, oceanic islands.
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Introdugao

Cancer sanguineus Linnaeus, 1771 (atualmente Euryozius sanguineus) foi originalmente
descrita da llha Ascensdo (Manning & Holthuis 1981: 128). Apds 1806, entretanto, o nome
Cancer sanguineus Linnaeus desapareceu da literatura (vide Manning & Chace 1990 para
sinonimia entre 1771 e 1806).

Miers (1881), descreveu Pseudozius mellissii das ilhas Ascensdo e Santa Helena. Em
seguida, Miers (1886: 142, 143) referiu-se ao material de Ascensdo e Santa Helena sob o nome
de Pseudozius bouvieri mellissii, mas mencionou a possibilidade de ser esse taxon idéntico a
Pseudozius bouvieri (A. Milne Edwards, 1869) (localidade tipo: Sdo Vicente, Cabo Verde):
“Pseudozius bouvieri (A. Milne Edwards, 1869) = Pseudozius mellissii, Miers, var. (?). Cape Vert
Islands, St Helena, Ascension Islands.”

Guinot (1967a: 264, nota de roda-pé) mostrou que Pseudozius bouvieri pertence na
realidade ao género Euryozius Miers, 1886. Subsequentemente, o nome E. bouvieri foi
largamente utilizado pelos autores durante décadas e a espécie tida como de ampla
distribuicdo: Ascensdo, Santa Helena, Acores, Madeira, Cabo Verde e Golfo da Guiné. Barreto
et al. (1993) mencionaram a presenca de E. bouvieri na costa brasileira (Para, Maranhdo e
Ceara).

Todavia, Manning & Holthuis (1981) consideraram que a disparidade de tamanho entre
individuos atribuidos a E. bouvieri provenientes de localidades distantes entre si era sugestiva
da existéncia de um complexo de espécies e decidiram investigar a possibilidade de que
espécies diferentes ocorriam em localidades diferentes. A partir do material disponivel
(Ascensao, Madeira, Cabo Verde e Annobon no Golfo da Guiné), Manning & Holthuis (1981)
concluiram pela existéncia de trés espécies de Euryozius no Atlantico: E. sanguineus (Linnaeus)
de Ascensdo e Santa Helena (Manning & Holthuis ndo mencionaram o Arquipélago de Sao
Pedro e Sdo Paulo); E. bouvieri (A. Milne-Edwards), de Madeira, Acores e Cabo Verde; e E.
pagalu Manning & Holthuis, 1981, restrita ao Golfo da Guiné.

Holthuis (1980), a partir dos resultados ainda no prelo obtidos por Manning & Holthuis,
s6 efetivamente publicados em 1981, resgatou o nome de Linnaeus (sob E. sanguineus) ao
mencionar a espécie para o Arquipélago Sdo Pedro e Sdo Paulo com base em uma fémea
jovem. Holthuis (1980), opinou que embora jovem, o exemplar de Sdo Pedro e Sdo Paulo

assemelha-se ao material de Ascensdo e Santa Helena.
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Coelho Filho & Coelho (1995) examinaram material do litoral brasileiro (exceto do
Arquipélago de Sdo Pedro e S3o Paulo) e de Sdo Tomé (Golfo da Guiné), concluiram, sem
verdadeiramente aprofundar a questdo da existéncia de fato de trés espécies de Euryozius no
Atlantico, ndo ser “...possivel separar o material brasileiro e as 3 espécies descritas [sic],
levando assim a conclusdo de que haveria apenas uma espécie, com distribuicdo anfi-
Atlantica...”, qual seja, E. sanguineus (Linnaeus, 1771).

No presente trabalho, ainda que preliminarmente, nds revisitamos o problema da
diversidade especifica de Euryozius no Atlantico a partir de abordagem morfolégica e
molecular. A presente ocasido serviu, igualmente, para comparar molecularmente os géneros

Euryozius e Pseudozius Dana,1851, de cuja sinonimia Euryozius foi retirado por Guinot (1968c).

Material & Métodos

Procedimentos: microscopia eletrénica e tomografia computadorizada.

Para a microscopia eletrénica os apéndices dissecados foram desidratados limpos
mecanicamente, posteriormente hidratados em dgua destilada para remover os tracos de
impurezas e, em seguida, desidratados em uma série alcodlica (25%, 50%, 75% e 100%).
Subsequentemente foram desidratados em ponto critico e montados em stubs metalicos com
fitas dupla-face e banhados a ouro para observacao com auxilio de microscdpio eletrénico
marca LEO 440 do Museu de Zoologia da USP.

As imagemns de tomografia foram obtidas com auxilio de um “microfocus X-ray uCT
system (GE phoenix v|tome|x)” a partir dos seguintes parametros: detetor 2014 x 2024 pixels,
voltagem 50-60 kV, corrente 85—300 pA, voxel 2.6-21.1 um, e 1000-1500 imagens; imagens

X-ray registradas em 1000 ms de exposi¢ao por imagem.

Repositdrios. Os espécimes estudados provém das cole¢cdes do Museu de Zoologia,
Universidade de Sdo Paulo (MZUSP), Museu Oceanografico da Universidade Federal de
Pernambuco (MOUFPE) e do National Museum of Natural History, Smithsonian Institutionj,

Washington D.C. (USNM).
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Formato. A classificacao segue, essencialmente Ng et al. (2008) e a terminologia Guinot

etal. (2013) e Davie et al. (2015).

Anadlise molecular. Foram escolhidas para a amplificacao as regides COIl (Folmer et al.,
1994) e 16S (Palumbi et al. 2002). O DNA foi extraido utilizando-se o kit comercial INVITROGEN
PureLink Genomic DNA Kit seguindo o protocolo do fabricante adaptado, a partir de tecido
muscular dos pereopodos. As amostras selecionadas foram purificadas com EXO-SAP. As
sequéncias obtidas foram comparadas com outras sequéncias de Brachyura do banco de
dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), por meio do algoritmo BLAST
(Zheng Zhang et al., 2000). As sequéncias foram editadas e alinhadas com auxilio do programa
computacional Geneious 7.1.9 (Kearse et al. 2012) (vide ANEXO | para detalhes).

Os calculos de distancia genética foram realizados usando o software MEGA X (Kumar
et al. 2018). As matrizes de distancias foram calculadas usando distancias nao corrigidas (p-
distance) com base em fragmentos do gene COIl e 16S. As matrizes de distancias foram
construidas sem usar um modelo de evolu¢do, uma vez que foi demonstrado que o uso de p-
distance evita a sobre-parametrizacdo e ndo ha necessidade de usar medidas de distancias
complexas ao estudar sequéncias intimamente relacionadas (Nei & Kumar, 2000; Collins et
al., 2012). Para ajudar a avaliar as distancias genéticas interespecificas, dois histogramas de
frequéncia foram construidos com sequéncias do gene COl e 16S.

As sequéncias geradas para este estudo foram combinadas com sequéncias do
GenBank, totalizando 15 sequéncias dos marcadores genéticos COIl e 16S. O alinhamento de
multiplas sequéncias foi realizado separadamente para cada marcador no Geneious 8.0.5
usando o algoritmo de alinhamento MAFFT v7.017 (Katoh & Miyata, 2002), os alinhamentos
foram inspecionados visualmente quanto a quaisquer desalinhamentos d&bvios.
Posteriormente as sequéncias foram concatenadas e o alinhamento exportado para o MEGA
X. Foi utilizado Maxima Verossimilhanga para inferéncia filogenética usando RAXML versao
7.2.8 (Stamatakis, 2014). Foram usadas 1000 réplicas de bootstrap. Parametros de
probabilidade seguiram o modelo General Time Reversible (GTR G+l), estimados

individualmente para os marcadores moleculares no MEGA X.



48

Tabela 4. Taxons incluidos nas analises de distancia genética e filogenética molecular deste
estudo. Abreviacdes de nimeros de tombo: MZUSP, Museu de Zoologia da Universidade de
Sdo Paulo; USNM, Museu Nacional dos Estados Unidos, Smithsonian Institution; ZRC, Colecao
Zooldgica de Referéncia de Lee Kong Museu de Histdria Natural de Chian, SPSP = Arquipélago
de S3o Pedro e S3o Paulo; -, sem informacao.

Espécies Localidade N. De tombo N. de id. GenBank
16S col
Euryozius
E. sanguineus SPSP MZUSP 16942 X X
E. sanguineus SPSP MZUSP 39338 X X
E. sanguineus SPSP MZUSP 39339 X X
E. sanguineus SPSP MZUSP 39340 X X
E. sanguineus SPSP MZUSP 16942 X X
E. sanguineus Canopus Bank MZUSP 39341 X X
E. camachoi Filipinas ZRC 2008.1478 HM637970 HM638040
Grupo externo
Pseudozius caystrus Guam ZRC 2000.0727 HM637984.1 HM638059
Carpilius maculatus Off Havai AF501729 HM638026
C. maculatus - - NC049030*  NC049030*
C. convexus - - - MT780873
Kaneohe, Havai,

C. convexus

USA - - MW278155
Atergatis floridus - - - DQ889081
A. floridus - ZRC 2009.0373 HM798422  HM750949

* genoma mitocondrial
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Resultados

Familia Pseudoziidae Alcock, 1898

Género Euryozius Miers, 1886
Pseudozius (Euryozius) Miers, 1886: 142 [Espécie tipo: Xantho bouvieri A. Milne-Edwards,

1869, por monotipia]

Espécies inclusas. Euryozius bouvieri A. Milne-Edwards, 1869 [Xantho]; E. camachoi Ng & Liao,
2002; E. canorus (Rathbun, 1911); E. danielae Davie, 1992; E. pagalu Manning & Holthuis,

1981; E. sanguineus (Linnaeus, 1771).

Observagdes. Os géneros Euryozius e Pseudozius Dana, 1851, sdo morfologicamente
semelhantes entre si, diferindo, essencialmente pela presenca de aparelho estridulatério em

Euryozius (Figura 11).

Figura 11. A, B, Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771). A, Tomografia computadorizada,
fémea (MOUFPE 12762) LC 10 mm ; CC 06 mm, Rio Grande do Norte. B, fémea, LC 27 mm CC
44 mm (MZUSP 39404). A seta indica o aparelho estridulatério. Escala: A. 0.8 mm.

Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771)

(Figuras Figura 11,Figura 13Figura 14Figura 16Figura 17C,Figura 18Figura 19A)

Cancer sanguineus Linaeus, 1771: 542 [Localidade tipo: Ascensdo]
Euryozius sanguineus — Holthuis et al. 1980: 38; Manning & Holthuis, 1981: 124, 129; Manning
& Chace, 1990: 55, 56
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Xantho bouvieri - A. Milne Edwards, 1869: 377

Pseudozius mellissi Miers, 1881 432

Ozius edwardsi Barrois, 1888: 10

Pseudozius bouvieri - Capart, 1951: 164; Monod, 1956: 239

Euryozius bouvieri - Guinot, 1968: 325; Tirkay, 1976: 61; Manning & Holthuis, 1981: 125;
Barreto, 1991: 53

Euryozius pagalu Manning & Holthuis, 1981: 126

Material examinado. Atlantico ocidental: Para: 1 macho juvenil (MOUFPE 43), Expedicdo
Geomar GM Estagao 43, 01°33'00"N, 46°45'00"'W. 1 macho juvenil (MOUFPE 29), Expedicdo
Geomar GM Estacdo 29, 00°38'00"N, 45°52'30"W. Maranhdo: 1 ?juvenil (MOUFPE 5922), RV
“Almirante Saldanha, Estacdao 1743A, °12'00.0"S, 43°54'30.0"W. 1 ?juvenil (MOUFPE 1728),
RV “Almirante Saldanha, Estacdo 1728A, 2°05'00.0"S, 41°27'00.0"W . Ceard: 1 fémea juvenil
(MOUFPE 12758), REVIZEE NE-I, Estagdo 210, préximo a Cascavel, 3°50'16.8"S, 37°37'04.8"W.
1 macho juvenil (MOUFPE 5921), RV “Almirante Saldanha, Estacdo 1718, 2°07'00.0"S,
40°36'00.0"W. Banco Canopus: 1 fémea juvenil (MZUSP 16942), 120 milhas de Fortaleza, coll.
J. Coltra, agosto 2005. 1 macho juvenil (UFPE 5923), Expedicdo Canopus UFPE Estacdo 16,
1°35'00.0"S, 38°07'00.0"W. Rio Grande do Norte: 1 fémea juvenil (MOUFPE 12762), REVIZEE
NE-IIl Touros, Estagcdo 85A, 3°28'01.2"N, 35°03'39.6"W, 04/06/1998. Atlantico Central:
Arquipélago Sdo Pedro e Sdo Paulo: 1 fémea (MZUSP 16687), Pernambuco, Arquipélago de
Sao Pedro e Sdo Paulo, Enseada, 4m coll. Vanessa Bevilaqua, det. Mauricio Q. Vanna. 1 fémea
(MZUSP 39337), 1 fémea (MZUSP 39340), 1 fémea (MZUSP 39402), 1 fémea (MZUSP 39403),
1 macho (MZUSP 39341), 1 macho (MZUSP 39338), 1 macho (MZUSP 39339), Enseada, W.
Santana, L. Simone, C. Cunha & E. Faria, cols. 29.x.2007 a 10.xi.2007, profundidade 3-18m,
W.Santana & A.P. Pinheiro, det. 27.v.2009. 8 fémeas, 1 macho (MZUSP 39404), 1 fémea, 1
macho (MZUSP 39405), 1 fémea (MZUSP 39406), Cabeco da Tartaruga, 18.ii.2009 a 05.iii.2009,
W. Santana, L. Simone, C. Cunha & I. Just W.Santana & A.P. Pinheiro, det. 27.v.2009. 1 macho
(MZUSP 4836), entre Belmont e SPSP, 22.iv.1979, #14-4, 25 m de profundidade em
pedregulhos presos em escombros em uma encosta ingreme. Atlantico oriental: Golfo da
Guiné: 1 macho, 1 fémea (MZUSP 9629), Annobon, "Calypso" Estacdo 108, 04.vi.1956, Forest
& Guinot det. 1965.
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Distribuicdo geografica. Atlantico Central: Ascensdo, Santa Helena e Arquipélago S3o Pedro e

Sdo Paulo. Atlantico ocidental: Brasil (Para, Maranhdo, Ceara e Rio Grande do Norte) (Figura
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Figura 12. Distribuicdo geografica das espécies Atlanticas do género Euryozius Miers, 1886:
Euryozius bouvieri A. Milne-Edwards, 1869, E. pagalu Manning & Holthuis, 1981; E. sanguineus
(Linnaeus, 1771).

Habitat. Sob rochas em fundos de areia, cascalho entre 1 e 120 m (Melo, G. A. S. 1996).

Descrigao. Carapacga transversalmente oval, comprimento cerca 0.5 to 0.7 vezes a largura,
regularmente convexa longitudinalmente. Margem frontorbital pouco mais da metade da
largura maxima da carapaca. Fonte 2-lobada, lobos sinuosos em vista dorsal (menos sinuosa
em exemplares jovens), separados por entalhe mediano distinto. Trajeto da margem frontal
acompanhada dorsalmente por crista baixa. Orbita com margem superior lisa, interrompida
proximo ao angulo orbital externo por entalhe inconspicuo; angulo orbital externo elevado
em forma de tubérculo, baixo, arredondado. Margem orbital inferior pontuada por 2-3

tubérculos baixos, arredondados; angulos orbitais inferiores externo e interno elevados.
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Margem anterolateral da carapaca cristada; terminando posteriormente por 2 dentes
anterolaterais nas proximidades da maior largura da carapaca; primeiro dente anterolateral
menos desenvolvido (as vezes inconspicuo) do que o segundo dente. Regides da carapaca
indistintas, superficie dorsal punctada; regides cardiaca e intestinal ladeadas por sulcos pouco

marcados.

Figura 13. Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771). A. macho (MZUSP 39338), LC 29 mm, CC 40
mm. B, fémea, LC 27 mm CC 44 mm (MZUSP 39404). Escala: 5 mm.

Aparelho estridulatdrio sob a margem anterolateral da carapaca formado por estrias
bem desenvolvidas que se iniciam proximo ao primeiro dente anterolateral extendendo-se
até o dente infraorbital externo (Figura 11).

Terceiro maxilipede obstruindo completamente a cavidade bucal. Isquio
subretangular, mero subquadrado, distintamente menor do que o isquio. Exopodito

alcangando o angulo antero externo do mero; flagelo multiarticulado bem desenvolvido.
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Palpo tri-articulado, afilado-se progressivamente distalmente. Maxilipedes 2, 1, com
exopoditos e flagelos bem desenvolvidos. Maxilula, maxila, como figurados. Mandibula com

palpo tri-articulado (Figura 14).

Figura 14. A-H, Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771). A, B, C, Anténula, antena direita e
terceiro maxilipede, respectivamente (MZUSP 39338). D, Segundo maxilipede (MZUSP 16942)
E, Primeiro maxilipede (MZUSP 39340). F, Mandibula direita (MZUSP 16942). G, H, Maxilula e
maxila direitas, respectivamente (MZUSP 39340).

Quelipodos fortemente heteroquelos. Carpo com superficie dorsal lisa, punctada;
margem interna protraida em forte lobo estridulatério triangular, terminando dente
rombudo. Prépodo massivo, liso, punctado. Dedos fortes, negros, margens cortantes

aproximadamente lisas; dedo fixo com dente massivo, arredondado.
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Peredpodes subiguais, aumentando em comprimento do primeiro ao terceiro.
Primeiro peredépode com tubérculo distal inconspicuo sobre a margem interna do carpo;
datilos pouco mais longos do que os respectivos propodos, providos de cerdas simples,
sulcados dorsalmente e lateralmente. Prépodos do terceiro e quarto peredpodes
distintamente sulcados.

Pléon com 6 segmentos e telson livres e em ambos os sexos (Figure 15). Primeiro e

segundo gondpodes masculinos como figurados (Figura 16).

A B

Figure 15. Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771). A, Pléon macho (MZUSP 39338). B, Pléon
fémea (MZUSP 39404). Escala: 5 mm.
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Figura 16. Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771). A, Pénis. B, Primeiro gonépodo. C, segundo
gonopodo (MZUSP 39338). Escalas: A, 0.5 mm. B, 1 mm. C, 0.25 mm.

Observagdes. Manning & Holthuis (1981) reconheceram trés espécies de Euryozius no
Atlantico com base na combinacdo de caracteristicas envolvendo o tamanho da carapaca
(comprimento da carapaca x largura da carapaca), o comprimento relativo do terceiro e
guarto peredpodes e o padrdo de coloracdo dos peredpodes.

O material proveniente de Cabo Verde disponivel para Manning & Holthuis (1981) inclui
exemplares pequenos (medida de um dos sintipos: 8 x 12 mm) e grandes com 30 x 47 mm (viz.
Guinot 1968c), a exemplo dos exemplares provenientes dos Acores (25,8 x 38,5 mm) e os
sintipos de P. mellissii de Ascensdo e Santa Helena (25 x 38 mm e 35.5 x 59 mm). Todavia,
dentre os 33 exemplares oriundos de Annobon (Golfo da Guiné), nenhum excede 10 x 16 mm
e adultos sdo encontrados a partir de 7 x 11 mm (Manning & Holthuis 1981).

Segundo A. Milne-Edwards (1869: 378), no material tipo de Euryozius bouvieri (como
Xantho bouvieri) “Les pattes ambulatoires sont gréles et remarquables par les dimensions de
celles de la quatrieme paire qui dépasse les autres de toute la longueur du doigt qui lui-méme

est trés dévéloppé.”. Entretanto, Manning & Holthuis (1981) notaram que no material de
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Annobon o quarto peredpode excede o terceiro em comprimento por no maximo metade do
comprimento do datilo e ndo por todo o comprimento do datilo como mencionado por A.
Milne-Edwards para o material do Cabo Verde.

A. Milne-Edwards (1869: 378) refere-se aos exemplares de Cabo Verde como sendo
vermelhos com os dedos dos quelipodes pretos. Barrois (1888: 12; fig. 1) ilustrou e descreveu
em muito mais detalhes o seu Ozius edwardsi (sinGnimo junior de E. bouvieri): “... d’'un beau
rouge orangé, légérement teinté de jaune en arriere; les pattes ravisseuses sont de méme
teinte que la carapace, sauf les doigts qui sont d’un noir intense, tandis que les pattes
ambulatoires sont d’'une nuance plus claire et plus rosée.”.

Manning & Holthuis (1981) observaram que nenhum dos dois autores mencionou a
existéncia de bandas brancas nos peredpodes e que Barrois (1888: fig. 1) ilustrou O. edwardsi
com peredpodes uniformemente vermelhos (Figura 17A). Similarmente, Euryozius camachoi
Ng & Liao, 2002, espécie Filipina, possui peredpodes uniformemente vermelhos, sugerindo
que ha de fato, diferenca de cor entre pelo menos algumas espécies (Figura 17C). Em
contraste, em todos os exemplares de Ascensdo os peredpodes sdo providos de bandas
vermelhas e brancas (Manning & Holthguis 1981), assim como um exemplar de Sdo Tomé
ilustrado por Ng et al. (2008) (Figura 17B). Holthuis (1980), ao descrever em detalhes a
coloracdo da jovem fémea de S3o e Pedro e Sdo Paulo, referiu-se aos peredpodes com bandas
vermelhas e claras: “The walking legs are slightly lighter orange than the carapace and

chelipeds; carpus, propodus and dactylus bear a lighter ring distally...”.
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Figura 17. A, Ozius edwardsi Barrois, 1888, sinbnimo mais recente de E. bouvieri (A. Milne-
Edwards, 1869). B, Euryozius camachoi Ng & Liao, 2002, Filipinas. C, Euryozius pagalu Manning
& Holthuis, 1981, Sdo Tomé. B, C, segundo Ng et al. (2008).

Assim, com base na combinacdo de tamanho da carapaca, comprimento relativo do
terceiro e quarto peredpodes e no padrado de coloragao dos peredpodes, Manning & Holthuis
(1981) sugeriram a existéncia de trés espécies, como segue: Euryozius sanguineus (grande
tamanho, peredpodes com bandas vermelhas e claras, carapaga com dois dentes obsoletos e
fronte 4-lobada. Holthuis (1980) e Manning & Holthuis (1981) nao fizeram mengao ao
comprimento relativo do terceiro e quarto peredpodes nessa espécie); Euryozius bouvieri
(grande tamanho, peredépodes uniformemente avermelhados, quarto peredpode excedendo
o terceiro em comprimento por todo o comprimento do datilo) e E. pagalu (pequeno
tamanho, pereépodes com bandas vermelhas e claras; quarto pereépode excedendo o
terceiro em comprimento por no maximo metade do comprimento do datilo) (Figura 18).

Manning & Holthuis (1981) consideram que E. sanguineus e E. pagalu diferem ainda
quanto a relagao entre a largura frontorbital comparativamente a largura da carapaga. No
maior macho de Ascensdo (17,6 x 27, 8 mm) essa relac¢do foi de 0,45x e de 0,37x na fémea de
Santa Helena (42,5x72,1). No menor macho de Ascensdo (de tamanho compardvel a E. pagalu
de Annobon) a relacdo largura frontorbital x largura da carapaca foi 0,67x; em E. pagalu a
relagdo variou entre 0,54x e 0,7x.

Adicionalmente, os lobos frontais sdo menos sinuosus e a carapaca e superficie dorsal do
carpo e prépodo da quela mais rugosas em E. pagalu; o terceiro peredpode sobrepassa o
segundo por 1/3 a 1/2 do seu comprimento em E. pagalu e 2/3 em E. sanguineus; o tubérculo
bem reconhecivel na superficie distal interna do carpo do segundo e terceiro peredpodes em

E. sanguineus é inconspicuo ou ndo detectavel em E. pagalu (Figura 18).
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Figura 18. A, Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771), Para, fémea jovem (MOUFPE 29). B, C.
Euryozius pagalu Manning & Holthuis, 1981, macho e fémea, respectivamente, S3o Tomé
(MZUSP 9629). Escalas: 1 mm.

Manning & Chace (1990) limitaram a ocorréncia de E. sanguineus a Ascensdo, Santa Helena e
Sao Pedro e Sao Paulo, e nao discutiram a identidade dos espécimes provenientes do litoral
brasileiro (atribuidos por Barreto et al. 1993 a E. bouvieri).

Coelho Filho & Coelho (1995) apesar de disporem de material do litoral brasileiro (Para,
Maranhdo e Ceara; mas ndo S3o Pedro e S3o Paulo) e de Sdo Tomé (Golfo da Guiné), sem de
fato discutir o assunto opinaram que “... as pequenas diferencas assinaladas [por Manning &
Holthuis 1981] sdo comuns em espécies tropicais e encontradas em muitos outros grupos
taxondmicos.” e entdo concluiram que E. bouvieri e E. pagalu sdo sinbnimas mais recentes de
E. sanguineus. Gonzales (2018) aceitou a validade de E. bouvieri ao listar essa espécie para a
fauna de Cabo Verde.

Para o presente trabalho, nés dispusemos de varios exemplares machos e fémeas de
tamanhos variados (maior macho: 25 x 40 mm, MZUSP 39338; maior fémea: 26,5 x 43 mm,
MZUSP 39337) de S3o Pedro e S3do Paulo, de jovens do litoral brasileiro e de um macho e
fémea jovens de Sdo Tomé (Golfo da Guiné). Em adultos e jovens de Sao Pedro e Sao Paulo, a
superficie dorsal da carapaca (ligeiramente mais clara posteriormente), quelipodes e
pereépodes sdo vermelho alaranjados; carpo, prépodo e datilo dos peredpodes marcados
distalmente por uma banda clara. Os pequenos spots esbranquicados mencionados por
Holthuis (1980) sdo bem visiveis na carapaca e quelipodes. Pela colora¢do se assemelham a E.
sanguineus de Ascencdo e a E. pagalu do Golfo da Guiné. Nos adultos de Sdo Pedro e Sao
Paulo a fronte é fendida em “V” bem marcado, formando 2 lobos distintos (4 lobos se
contados os lobos orbitais internos). Ja todos os jovens machos e fémeas de Sdo Pedro e Sdo
Paulo, do litoral do Brasil e de Sdo Tomé (MZUSP 9629) compartilham a fronte

inconspicuamente fendida, separada em dois lobos pouco distintos.
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Em adultos e jovens de S3ao Pedro e S3ao Paulo e jovens do litoral brasileiro o quarto
peredpode excede o terceiro em pouco menos do comprimento do datilo, mas nunca por todo
o comprimento do datilo. Na realidade, o prépodo (principalmente) e datilo do quarto
pereépode excedem em comprimento o prépodo e datilo do terceiro peredpode. O macho e
fémea de S3do Tomé tém os peredpodes desarticulados, mas as proporcdes sdo
essencialmente as mesmas.

Aparentemente, a relacdo largura frontorbital/ largura da carapaca varia entre adultos e
jovens. O macho e fémea de S3o Pedro e Sdo Paulo (MZUSP 39338 e MZUSP 39337,
respectivamente) essa relacdo (0,41x e 0,39x, respectivamente) é semelhante aos maiores
exemplares de Ascensdo. Entretanto, em um jovem macho (6,8 x 10 mm) de S3o Pedro e Sao
Paulo a relagdo largura frontorbital/ largura da carapaca se assemelha aquela encontrada em
jovens do banco Canopus (7,3 x 10,6 mm) (macho 0,68x) e Golfo da Guiné (macho 5,5 x 8,6
mm; fémea 5,7 x 8,6 mm) (0,67x e 0,64x, respectivamente).

Segundo Manning & Holthuis (1981), em Euryozius pagalu a face anterodorsal da

carapaca é mais rugosa e a face dorsal do carpo do quelipodo irregular (Figura 19).

Figura 19. A, B, Quelipodo direito. A, Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771) Arquipélago Sao
Pedro e Sao Paulo (MZUSP 39404). B, Euryozius pagalu Manning & Holthuis, 1981, Sdo Tomé,
fémea (MZUSP 9629). Escalas: A. Imm. B 0.8mm

Comparativamente, os exemplares de Sao Pedro e Sao Paulo tém as regides anterodorsal

da carapaca e dorsal do carpo do quelipodo distintamente mais lisas.
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Manning & Chace (1990) esclareceram que a autoria de E. sanguineus deve ser atribuida
a Linnaeus (1771). Manning & Holthuis (1981: 124, 128) atribuiram erroneamente essa

espécie a Linnaeus (1767).

Analise filogenética. Foram amplificados e sequenciados os genes mitocondriais COl e 16S,
obtidos a partir de material proveniente do Arquipélago Sdo Pedro e S3o Paulo e do litoral
brasileiro (Banco Canopus). A despeito das diversas tentativas ndo foi possivel obter
sequéncias para os demais exemplares do litoral brasileiro (Pard, Maranhdo, Ceara e Rio
Grande do Norte), Sdo Tomé (Golfo da Guiné) (Anexo Il).

Nao houve divergéncia genética entre os exemplares oriundos de Sdo Pedro e S3o Paulo
e do Banco Canopus, restando certo se tratarem da mesma espécie (Figura 20). Esses
resultados implicam (ainda que na auséncia de dados genéticos para os exemplares do Para,
Maranhao, Rio Grande do Norte e Ceard) que os exemplares do Brasil devem, de fato, serem
atribuidos a Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771). Continua em suspenso, em termos de
evidéncias moleculares, a validade de Euryozius bouvieri e E. pagalu.

Ainclusdo de Euryozius camachoi Ng & Liao, 2002 e do também Pseudoziidae Pseudozius
caystrus (Adams & White, 1849) sugere, ainda que preliminarmente, o monofiletismo de
Euryozius e sua posicdo em Pseudoziidae. Euryozius, usualmente posicionado em Xanthidae
(e.g. Manning & Holthuis, 1981; Manning & Chace 1990; Coelho Filho & Coelho 1995) ou ainda
Manippidae (Guinot 1968c; 1978), foi transferido para Pseudoziidae por Ng & Liao (2002) com
base na aparéncia geral da carapaca; macho com 6 segmentos pleonais mais telson livremente
articulados; primeiro gonépodo masculino (G1) relativamente delgado, ligeiramente sinuoso,
simples com cerdas spiniformes e segundo gondpodo 0,2 a 0,3 vezes o comprimento do G1.

Guinot (1967) mencionou que Euryozius (entre outros Pseudoziidae) é préximo a
Carpilius Desmarest, 1823 (Carpiliidae). A inclusdo de duas espécies de Carpilius nas analises

sugere a proximidade entre Pseudoziidae e Carpiliidae (Figura 20).
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Figura 20. A, B, Filogenia Molecular mostrando as rela¢gées entre Pseudoziidae, clado azul e
Carpiliidae. Analise concatenada dos genes mitocondriais COl e 16S usando maximum
likelihood com valores de bootstrap maiores que 50% apresentados.

Tabela 5 Matriz de distancias genética entre espécies de Euryozius e géneros aliados, usando
sequéncias do gene mitocondrial COI (p-distance).

E.

E. Carpilius C. convexus C.

Pseudozius  Atergatis

sanguineus  sanguineus  camachoi  convexus MW278155  macculatus  caystrus floridus
MzZ39341 MZ39338 MT780873 HM638026 ZRC ZRC
2000.0727 2009.0373

E. sanguineus

MZUSP 39341

E. sanguineus 0,002

MZUSP 39338

E. camachoi 0,129 0,127

Carpilius 0,149 0,151 0,162

convexus

MT780873

C. convexus 0,149 0,151 0,162 0,000

MW?278155

C. macculatus 0,151 0,153 0,164 0,103 0,103

HM638026

Pseudozius 0,183 0,185 0,169 0,190 0,190 0,192

caystrus

ZRC_2000.0727

Atergatis 0,172 0,170 0,178 0,165 0,165 0,163 0,199

floridus

ZRC 2009.0373

A. floridus 0,172 0,170 0,174 0,170 0,170 0,167 0,193 0,005

DQ889081
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Tabela 6. Matriz de distancias genética entre espécies de Euryozius e géneros aliados, usando
sequéncias do gene mitocondrial 16S (p-distance).

E.

. . E. E. E. Carpilius " .
sanguineu . . . . E. Carpilius Atergati P.
s sanguineu sanguineu sanguineu sanguineu camachoi maculatu convexus sfloridus caystrus
s MZ39340 s MZ39228 s MZ39339 s MZ39241 s
MZ39341
Euryozius
sanguineus
MZ39341
E. sanguineus
MZ39340 0,00
E. sanguineus
MZ39228 0,00 0,00
E. sanguineus
MZ39339 0,00 0,00 0,00
E. sanguineus
MZ39241 0,00 0,00 0,00 0,00
Euryozius 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
camachoi
Carpilius 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,13
maculatus
Carpilius 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,13 0,06
convexus
Atergatis 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,17 0,18 0,17
floridus
Pseudozius 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,19 0,22 0,23 0,22
caystrus

Comentarios zoogeograficos. Durante muitos anos Euryozius bouvieri foi a Unica espécie do
género tratada como vdlida, de modo que a sua distribuicdo no oceano Atlantico se inscrevia
no padrdo anfi-Atlantico (A. Milne-Edwards 1880; Rathbun 1918; 1930; 1937; Ekman 1953;
Manning & Holthuis 1981; Edwards & Lubbock 1983; Wirtz et al. 1988; Manning & Chace 1990;
Melo 1996; Anker et al. 2016; Tavares et al. 2017).

Manning & Holthuis (1981) esclareceram que Euryozius comporta duas espécies
adicionais, E. sanguineus (Atlantico Central e litoral brasileiro) e E. pagalu (Golfo da Guiné)
(Figura 18). Uma vez aceita a validade de E. bouvieri e E. pagalu, ou seja, admitindo-se que o
padrdo de distribuicdo de E. sanguineus ndao é o resultado artificial de conhecimento
taxondmico insuficiente, resta que a distribuicdo de E. sanguineus, restrita as ilhas oceanicas
Ascensdo e Sdo Pedro e S3ao Paulo e ao litoral brasileiro é pouco comum. Possivelmente, a
ocorréncia de E. sanguineus na costa brasileira seja a consequéncia do transporte de larvas de
leste para oeste pela corrente Sul Equatorial (Figura 21 e 10). Como se sabe, a dominancia do
fluxo da corrente transatlantica Sul Equatorial (Colling 2001), traz dguas tropicais quentes da
costa atlantica africana facilitando, portanto, a migracao de espécies do Atlantico oriental

para as costas Americanas— litoral brasileiro inclusive (Figura 21).
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Figura 21. Principais correntes rasas na regiao tropical do oceano Atlantico central e sul. SEC,
Corrente Sul Equatorial. NEC, Corrente Equatorial Norte, ECC, Contracorrente Equatorial. BC,
Corrente Brasileira (baseado em Edwards & Lubbock 1983).

A populagdo de E. sanguineus em Sao Pedro e Sao Paulo é formada por jovens e
adultos, incluindo fémeas ovigeras, o que permite concluir que aquela populagdo insular seja
autossustentavel, sendo, portanto, independente do aporte de larvas provenientes de
Ascensdo. As amostras de E. sanguineus do litoral brasileiro sdo constituidas essencialmente
de jovens machos e fémeas. No momento, é prematuro depreender que a presenca de E.
sanguineus do litoral brasileiro é efémera, sendo tdo somente o resultado de eventos isolados

de transporte de larvas de leste a oeste pela corrente Sul Equatorial.

Consideragoes finais

Atualmente se tem conhecimento da ocorréncia de trés espécies de Euryozius Miers,
1886 no Atlantico sendo: Euryozius sanguineus (Linnaeus, 1771) originalmente descrita da Ilha

Ascensdo, no Atlantico Central, Euryozius bouvieri (A. Milne-Edwards, 1869) (Acores, Madeira
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e Cabo Verde) e E. pagalu Manning & Holthuis, 1981 (Golfo da Guiné). Barreto (1991)
considerou que o material de Euryozius proveniente do litoral brasileiro pertence a E. bouvieri,
entdo considerada como espécie de distribuicdo anfi-Atlantica. Coelho Filho & Coelho (1995)
sinonimizaram E. bouvieri e E. pagalu a E. sanguineus. E Melo (1996) considerou E. sanguineus
como espécie anfi-Atlantica. Evidéncias morfolégicas e moleculares (genes mitocondriais COI
e 16S) obtidas pelo presente estudo mostram que o material de S3o Pedro e Sao Paulo e do
litoral brasileiro ndo diferem, indicando um padrdo de distribuicdo amplo. Entretanto, os
genes mitocondriais COl e 16S de E. bouvieri e E. pagalu nao foram amplificadas com sucesso
pois possivelmente o DNA estd degradado. Os espécimes de Ascensdo e Santa Helena serdo

incorporados a esse estudo oportunamente.
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APENDICES
APENDICE A

CAPITULO 1

Analise molecular

Escolha dos marcadores. No presente trabalho foram escolhidas para a amplificacdo as
regides COIl (Folmer et al., 1994) e 16S (Palumbi et al., 2002) de individuos de Acidops cessacii.
Pois os genes COl e 16S, sdo amplamente utilizados na distingdo entre espécies estreitamente

relacionadas de crustaceos.

Iniciadores selecionados para o estudo:

Tamanho do
Iniciador Sequéncia Taxon T°C Fragmento
(pb)
LCO1490/ Forward: GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Universal 40-55 | 650
HC02198 Reverse: TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Metazoa
16sar- Forward: CGCCTGTTTATCAAAAACAT Universal 4555 | 500
L/16sbr-H Reverse: CCGGTCTGAACTCAGATCACGT Metazoa

Extracdao de DNA. O DNA foi extraido utilizando-se o kit comercial INVITROGEN PureLink
Genomic DNA Kit seguindo o protocolo do fabricante adaptado, a partir de tecido muscular
dos pereopodos. O tecido foi colocado em thermomixer a 56°C com tampdo de digestdo e
Proteinase K de 1 a 4 horas até o material ser completamente lisado. Para remover qualquer
material particulado ha centrifugacdo por 3 minutos e transferéncia do sobrenadante para um
novo e estéril microtubo. Posteriormente é adicionado RNase para lisar todo o RNA presente
na amostra, juntamente ao tampao de lise e etanol 96-100% misturando com breve Vortex de
5 segundos. Todo o material lisado é transferido para tubos com coluna de silica (PureLink
Spin Column) e centrifugado com Wash Buffer (tampao de lavagem do material). E por fim é
adicionado o tampdo de eluicdo (Purelink Elution Buffer) a coluna onde a amostra fica
incubada em temperatura ambiente por 1 hora e é estocada em freezer -20°C.

Em casos de material antigo e DNA degradado foi utilizado o método de extragdo com
Fenol Cloroférmio, o uso de fenol-cloroférmio permite que contaminantes proteicos sejam
desnaturados com particdo dos mesmos na fase organica, enquanto acidos nucléicos

permanecem na fase aquosa. Primeiramente o material é lavado com H;O ultrapura e etanol
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70%, e colocado com solugao TE em thermomixer a 37°C por 1 hora. Para a digestao das
amostras foi adicionado EDTA; SDS; Tris — HCI; DTT; Proteinase K e as amostras colocadas em
thermomixer a 56°C overnight (até 72 horas). Apds a digestdo é adicionado o fenol
cloroférmio com dlcool e a mistura é realizada por inversao por 5 minutos, apds a
homogeneizacdao o material é centrifugado por 10 minutos para a separacdo da fase aquosa
das amostras. Posteriormente etanol 96% é adicionado e os tubos ficam abertos em banho
seco a 65°C por 20 minutos e o DNA é ressuspendido com H,0 ultrapura e armazenado em

freezer -20°C.

Amplificagdo dos genes. As condicdes da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram
otimizadas para as temperaturas anelamento e para as concentragdes de MgCl, e Tag DNA
Polymerase.

Para o MgCl, foram testadas as seguintes concentragdes: 1,5mM, 2,0 mM e 2,5mM; e
para a Tag DNA Polymerase (5U/ul) as concentragdes de teste variaram de 0,5ulL a 0,6pL. Estes
testes foram feitos para um volume final de solucdo de 20uL, contendo 2uL de DNA
previamente extraido, 1x solugcdo tampao (KCl), 0,25 mM de dNTPs, 2ulL de cada iniciador a
10% (forward e reverse).

Em complemento quando houve a baixa concentracdo de DNA foi utilizada no mix para
PCR Trehalose que é um potente potencializador, pois auxilia na reducdo da temperatura de
fusdo do DNA e estabilizacdo térmica da Taq polimerase (Spiess et al., 2004).

As reagOes de PCR foram conduzidas em termociclador utilizando-se o seguinte ciclo
termal: desnaturacao inicial a 94°C por 5 min; seguido por 35 ciclos de anelamento: 94°C por
40s; temperatura de anelamento variando de 402C a 552C por 1 min; 72°C por 40s e extensao
final 10 min a 72°C. Em casos de amostras com baixa concentracdo de DNA foi utilizada a
técnica de Touchdown que consiste na reducao gradual da temperatura de anelamento, onde:
desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min; seguido por 10 ciclos de anelamento: 94°C por 40s;
temperatura de anelamento indo de 552C para 402C e 35 ciclos finais de 40°C; 72°C por 40s e
extensao final 10 min a 72°C.

Os produtos de PCR foram primeiramente avaliados em eletroforese horizontal em gel de
agarose 2% corados com SYBR® Safe DNA Gel Stain Invitrogen™, por aproximadamente 1

hora, imerso em tampao TAE 1X, a uma corrente elétrica com voltagem em 120V. Os produtos
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da amplificacdo foram identificados por meio da visualizacdo das bandas em um

fotodocumentador.

Resultado da amplificagao por gel para o gene COI:

Marcador Negativo

Purificacdo do produto de PCR. Foram considerados funcionais os fragmentos que
apresentaram o tamanho (em nuimero de pares de base) esperado, considerando também a
qualidade e intensidade da banda observada no gel para envio para sequenciamento. As

amostras selecionadas foram purificadas com EXO-SAP.

Sequenciamento do DNA. Apds purificacdo, os produtos das reacdes de PCR foram enviados
para sequenciamento na Humanizing Genomics Macrogen, na Coréia do Sul. As sequéncias
obtidas foram comparadas com outras sequéncias de Brachyura do banco de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI), por meio do algoritmo BLAST (Zheng
Zhang et al., 2000). Todas as sequéncias foram analisadas pelo sequenciamento de ambas as
fitas do DNA para confirmacdao do posicionamento taxondémico delas. A identificacdo das
espécies foi determinada baseada no melhor valor de resultado obtido quanto a similaridade
e identidade. Feito isso, foi realizado a edicdo das sequéncias, obtencdo das sequéncias
consenso e alinhamento no programa computacional Geneious 7.1.9 (Kearse et al. 2012).
Complementarmente foram utilizados dados do Genbank para comparacao.

Foram sequenciadas amostras de Acidops cessacii do Arquipélago de Sao e Pedro e Sao
Paulo (MZUSP 39256; MZUSP 39262; MZUSP 39263; MZUSP 39265; MZUSP 39273) e Ascensdao
(USNM 252242). Nao foi possivel amplificar a amostra de tecido de Acidops cessacii
proveniente do Ceara (MZUSP 24762). Mesmo realizando nessa amostra os métodos de
extracdo com kit comercial e Fenol Cloroférmio, o gel de DNA total demonstrou auséncia de

banda no gel, o que é indicio de DNA degradado. Ent3do foi realizada a quantificacdo dessas
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amostras por meio de fluorescéncia (Qubit® 2.0 Fluorometer) que permite a quantificacdo da
amostra de DNA de forma mais sensivel, resultando em <0.50 ng/ml sendo muito baixo. Em
complemento pela baixa concentragao de DNA foi utilizada no mix para PCR Trehalose e
complementarmente a técnica de Touchdown para facilitar a amplificagdao, entretanto o

resultado foi negativo reforcando a ideia de que o DNA dessa amostra estd degradado.

Alinhamento e edicdo de sequéncias. Software Geneious:
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Analise de distancia genética. O objetivo principal para a construgao das arvores filogenéticas
deste estudo foi identificar espécies e separd-las em grupos monofiléticos, sem fins de
analises filogenéticas. Para tal, foram utilizados algoritmos simples que tém como base o
método de andlise Maxima Verossimilhanga, por estabelecer uma Unica arvore parcimoniosa

para fins de diferenciagao.
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APENDICE B

CAPITULO 2

Analise molecular

Escolha dos marcadores. No presente trabalho foram escolhidas para a amplificacdo as
regidoes COIl (Folmer et al., 1994) e 16S (Palumbi et al., 2002) de individuos de Euryozius
sanguineus. Pois os genes COl e 16S, sdo amplamente utilizados na distingdo entre espécies

estreitamente relacionadas de crustaceos.

Iniciadores selecionados para o estudo:

Tamanho do
Iniciador Sequéncia Taxon T°C Fragmento
(pb)
LCO1490/ Forward: GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Universal 40-55 | 650
HC02198 Reverse: TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Metazoa
16sar- Forward: CGCCTGTTTATCAAAAACAT Universal 45-55 | 500
L/16sbr-H Reverse: CCGGTCTGAACTCAGATCACGT Metazoa

Extragdo de DNA. O DNA foi extraido utilizando-se o kit comercial INVITROGEN PureLink
Genomic DNA Kit seguindo o protocolo do fabricante adaptado, a partir de tecido muscular
dos pereopodos. O tecido foi colocado em thermomixer a 56°C com tampdo de digestdo e
Proteinase K de 1 a 4 horas até o material ser completamente lisado. Para remover qualquer
material particulado ha centrifugacao por 3 minutos e transferéncia do sobrenadante para um
novo e estéril microtubo. Posteriormente é adicionado RNase para lisar todo o RNA presente
na amostra, juntamente ao tampao de lise e etanol 96-100% misturando com breve Vortex de
5 segundos. Todo o material lisado é transferido para tubos com coluna de silica (PureLink
Spin Column) e centrifugado com Wash Buffer (tampdo de lavagem do material). E por fim é
adicionado o tampdo de eluicdo (PureLink Elution Buffer) a coluna onde a amostra fica
incubada em temperatura ambiente por 1 hora e é estocada em freezer -20°C.

Em casos de material antigo e DNA degradado foi utilizado o método de extracdo com
Fenol Cloroférmio, o uso de fenol-cloroférmio permite que contaminantes proteicos sejam
desnaturados com particdo dos mesmos na fase organica, enquanto acidos nucléicos
permanecem na fase aquosa. Primeiramente o material é lavado com H,0 ultrapura e etanol

70%, e colocado com solucdo TE em thermomixer a 37°C por 1 hora. Para a digestdao das
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amostras foi adicionado EDTA; SDS; Tris — HCI; DTT; Proteinase K e as amostras colocadas em
thermomixer a 56°C overnight (até 72 horas). Apds a digestdo é adicionado o fenol
cloroféormio com alcool e a mistura é realizada por inversdo por 5 minutos, apds a
homogeneizacdo o material é centrifugado por 10 minutos para a separagdo da fase aquosa
das amostras. Posteriormente etanol 96% é adicionado e os tubos ficam abertos em banho
seco a 65°C por 20 minutos e o DNA é ressuspendido com H,0 ultrapura e armazenado em

freezer -20°C.

Amplificagdo dos genes. As condicOes da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram
otimizadas para as temperaturas anelamento e para as concentra¢cdes de MgCl, e Tag DNA
Polymerase.

Para o MgCl, foram testadas as seguintes concentrag¢des: 1,5mM, 2,0 mM e 2,5mM; e
para a Tag DNA Polymerase (5U/ul) as concentragdes de teste variaram de 0,5ulL a 0,6pL. Estes
testes foram feitos para um volume final de solugao de 20uL, contendo 2uL de DNA
previamente extraido, 1x solucdo tampao (KCl), 0,25 mM de dNTPs, 2uL de cada iniciador a
10% (forward e reverse).

Em complemento quando houve a baixa concentracdo de DNA foi utilizada no mix para
PCR Trehalose que é um potente potencializador, pois auxilia na reducdo da temperatura de
fusdo do DNA e estabilizacdo térmica da Taq polimerase (Spiess et al., 2004).

As reagbes de PCR foram conduzidas em termociclador utilizando-se o seguinte ciclo
termal: desnaturacao inicial a 94°C por 5 min; seguido por 35 ciclos de anelamento: 94°C por
40s; temperatura de anelamento variando de 402C a 552C por 1 min; 72°C por 40s e extensao
final 10 min a 72°C. Em casos de amostras com baixa concentracdo de DNA foi utilizada a
técnica de Touchdown que consiste na reducdo gradual da temperatura de anelamento, onde:
desnaturacao inicial a 94°C por 5 min; seguido por 10 ciclos de anelamento: 94°C por 40s;
temperatura de anelamento indo de 552C para 402C e 35 ciclos finais de 40°C; 72°C por 40s e
extensdo final 10 min a 72°C.

Os produtos de PCR foram primeiramente avaliados em eletroforese horizontal em gel de
agarose 2% corados com SYBR® Safe DNA Gel Stain Invitrogen™, por aproximadamente 1
hora, imerso em tampdao TAE 1X, a uma corrente elétrica com voltagem em 120V. Os produtos
da amplificacdo foram identificados por meio da visualizacdo das bandas em um

fotodocumentador.
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Resultado da amplificagao por gel para o gene COI:

Marcador Negativo

Purificagdo do produto de PCR. Foram considerados funcionais os fragmentos que
apresentaram o tamanho (em nuimero de pares de base) esperado, considerando também a
qualidade e intensidade da banda observada no gel para envio para sequenciamento. As

amostras selecionadas foram purificadas com EXO-SAP.

Sequenciamento do DNA. Apds purificagdo, os produtos das reagdes de PCR foram enviados
para sequenciamento na Humanizing Genomics Macrogen, na Coréia do Sul. As sequéncias
obtidas foram comparadas com outras sequéncias de Brachyura do banco de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI), por meio do algoritmo BLAST (Zheng
Zhang et al., 2000). Todas as sequéncias foram analisadas pelo sequenciamento de ambas as
fitas do DNA para confirmacdo do posicionamento taxonémico delas. A identificacdo das
espécies foi determinada baseada no melhor valor de resultado obtido quanto a similaridade
e identidade. Feito isso, foi realizado a edicdo das sequéncias, obtencao das sequéncias
consenso e alinhamento no programa computacional Geneious 7.1.9 (Kearse et al. 2012).
Complementarmente foram utilizados dados do Genbank para comparacao.

Foram sequenciadas amostras de Euryozius sanguineus do Arquipélago de S3o e Pedro
e Sao Paulo (MZUSP 16942; MZUSP 39338; MZUSP 39339; MZUSP 39340) e Canopus Bank
(MZUSP 39341). As amostras da costa brasileira de Euryozius sanguineus (MOUFPE 12758;
MOUFPE 12762; MOUFPE 5921; MOUFPE 5922), Euryozius bouvieri (MOUFPE 43; MOUFPE
1728A; MOUFPE 29; MZUSP 4836) e do Golfo da Guiné de Euryozius bouvieri (MZUSP 9629)
nao amplificaram. Mesmo realizando nessas amostras os métodos de extragao com kit
comercial e Fenol Cloroférmio, o gel de DNA total demonstrou auséncia de banda no gel e
arraste vertical no gel, o que é indicio de DNA degradado. Entdo foi realizada a quantificacao

dessas amostras por meio de fluorescéncia (Qubit® 2.0 Fluorometer) que permite a
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quantificacdo da amostra de DNA de forma mais sensivel, resultando em <0.50 ng/ml sendo
muito baixo. Em complemento pela baixa concentragdo de DNA foi utilizada no mix para PCR
Trehalose e complementarmente a técnica de Touchdown para facilitar a amplificacao,
entretanto o resultado foi negativo reforcando a ideia de que o DNA dessa amostra esta

degradado.

Resultado da corrida de DNA total com auséncia de banda e arraste vertical:

MOUFPE MOUFPE MOUFPE MOUFPE MOUFPE MOUFPE MOUFPE MZUSP MZUSP
12758 12762 5921 5922 43 1728A 29 4836 9629

Alinhamento e edicdo de sequéncias. Software Geneious:

Alignment View Dotplot Virtual Gel Distances Text View Info

@ B Gretact G RC. 4D Transiate @ Add/Edit Annotation | # Allow Editing @ Annotate & Predict | [l Save HENB0 ?
2|2 033% |+ [P i
I Generl
Colors: IBGT- Quality | & ‘
Graphs. Options > L
m o " —
Cansansus ¢ A 6 C T G T C f ¢ T T A C T T T T A A € C A G T G A A .l anomtons options > |all
Identity —
[] consensus o =
ions >
\VAVAVa /\/\ \VAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAV-VAVAVAV; s ) @
Lo 901 165_F T A € € T T e T € T T A e T T T T A A C C A G T G A A& 1
[] complement. (=]
Options > {
~ ~ ~ A\ N\/’ [ Transtation @
w2165, . C A & € T 6 T ¢ ®T ¢ T T A C€C T T T T A A C €C A G T G A A I i
Cwrep %
[] show Hames L
[ show | pescription oF ®
Show sequence numbers. A,
< >
Sequence View Awnotations Virtual Gel Lengths Graph Text View Info
@ % G oo GRC &) Translote Wb Add/Edt Annotation | & Allow Editing ik Annotate & Predict | [l Seve RlE9 ?
P2 7ss% k| B3
Genenal
Colors: | BEG- ~|Ede m‘
» » « o = b 1
G € T G NN G A € ¢ e 6 om € G M ¢ A ] Graphs optons > |
TR TEYETTA A G MUESIETA K RS A RS A ARITA G GITEIA AKECIA G G A A CECECETOR AT i
& G T G IO G GG GG G G A G A ) 1 tations Optons > nﬂd_‘
G ATRTEC G A G IO G R G G EpE G Gl BINT G G IMANANTI G R |
[ complement ” )
G G T G SN G I 6 ¢ MNSEAAGEEIA G G INSRISEERCRTREAIN G AR G Options > o
G G T G IO G AT G G e G Gme G G IEAARE G Ha
[ wirap Q‘
CET TICECET T A A CIITTAA TIAT TG AGEITGCAATTAG G TERIAAGKA GCGCAAGCEST TATTGCGCAAADG AR
(] Show Hames \:1‘
BIG APIDED G M G I G R G G AIGEATANGECED G G ASAICEANCRISTSANING G G IRSARANE G TN (] show |Deceroton oF
= G G IO G G G I G Gl —r,s-mgm-lifwwwr"umlﬂws %‘
s
A
< >




77

Analise de distancia genética. O objetivo principal para a construcdo das arvores filogenéticas
deste estudo foi identificar espécies e separa-las em grupos monofiléticos, sem fins de
andlises filogenéticas. Para tal, foram utilizados algoritmos simples que tém como base o
método de analise Maxima Verossimilhanca, por estabelecer uma Unica drvore parcimoniosa

para fins de diferenciacao.



