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RESUMO

COSTA, J. R. P. Sistemética molecular multilocus de Macrobrachium amazonicum (Heller,
1862) (Decapoda, Caridea, Palaemonidae). 2024. 51 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias:
Biologia Comparada) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2024.

O “camardo-da-amazoénia” Macrobrachium amazonicum distribui-se na Ameérica do Sul,
compreendendo populacdes costeiras e continentais. E uma importante espécie dulcicola da
regido Neotropical devido a sua abundancia e papel ecoldgico, imenso potencial para cultivo e
exploracdo comercial, e enigmatica plasticidade fenotipica, ecoldgica e reprodutiva. Tal
variacdo tem sido alvo de investigacdes sobre o status taxondmico da espécie, levando a
questionamentos sobre a ocorréncia de uma nova espécie entre as populagdes, M. pantanalense.
Os estudos moleculares realizados com M. amazonicum até o momento limitaram-se ao uso de
marcadores mitocondriais, com altas taxas de mutacgéo, e que podem se mostrar saturados para
relacGes mais antigas ou quando se comparam niveis taxonémicos superiores. Considerando a
problemética descrita, 0 objetivo deste projeto foi investigar o status taxonémico de M.
amazonicum por meio da andlise filogenética molecular baseada em multigenes. Foram
utilizados quatro marcadores moleculares, sendo dois mitocondriais (16S e COI) e dois
nucleares (H3 e 18S) de exemplares de diferentes regides do Brasil, incluindo as localidades
tipo de M. amazonicum e M. pantanalense. Dezenove lotes foram analisados, aos quais foram
submetidos a extragdo — em uma porc¢éo de tecido muscular do abdémen ou do tecido muscular
dos pereidpodes, reacdes de PCR, purificacdo e sequenciamento. As sequéncias foram editadas
no software Geneious Prime e alinhadas para andlise filogenética de Maxima Verossimilhanca.
Os resultados das analises com os genes mitocondriais (16S e COI) indicaram alta proximidade
filogenética entre as populacBes em estudos. Os genes nucleares (18S e H3) indicaram
resultados similares aos genes mitocondriais, exceto para H3. As populacdes de Corumba-MS,
Colider-MT, Avaré-SP e Bodoquena-MG indicam semelhancas morfolégicas com as
populacdes de Aquidauana-MS e Miranda-MS relatadas como M. pantanalense. Entretanto, os
valores de suporte da analise de Verossimilhanga ndo foram significativos para a arvore
concatenada dos quatro genes. Apesar das evidéncias apontarem para que M. amazonicum lato
sensu represente um possivel complexo de espécies, os valores de suporte das diferentes
analises aqui conduzidas ndo permitem afirmar se M. pantanalense corresponde a uma especie

valida, ou se as variagdes bioldgicas observadas nesse grupo sdo variagdes intraespecificas.
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The "Amazon River prawn" Macrobrachium amazonicum is distributed throughout South
America, comprising both coastal and continental populations. It is an important freshwater
species in the Neotropical region due to its abundance and ecological role, immense potential
for cultivation and commercial exploitation, and enigmatic phenotypic, ecological and
reproductive plasticity. This variation has been the subject of investigations into the taxonomic
status of the species, leading to questions about the occurrence of a new species among the
populations, M. pantanalense. The molecular studies carried out on M. amazonicum to date
have been limited to the use of mitochondrial markers, which have high mutation rates and may
prove to be saturated for older relationships or when comparing higher taxonomic levels.
Considering the problems described above, the aim of this project was to investigate the
taxonomic status of M. amazonicum by means of molecular phylogenetic analysis based on
multigenes. Four molecular markers were used, two mitochondrial (16S and COIl) and two
nuclear (H3 and 18S) from specimens from different regions of Brazil, including the type
localities of M. amazonicum and M. pantanalense. Nineteen batches were analyzed, which were
subjected to extraction - in a portion of muscle tissue from the abdomen or muscle tissue from
the pereiopods, PCR reactions, purification and sequencing. The sequences were edited using
Geneious Prime software and aligned for Maximum Likelihood phylogenetic analysis. The
results of the analyses of the mitochondrial genes (16S and COI) indicated high phylogenetic
proximity between the populations under study. The nuclear genes (18S and H3) showed similar
results to the mitochondrial genes, except for H3. The populations of Corumba-MS, Colider-
MT, Avaré-SP and Bodoquena-MG indicate morphological similarities with the populations of
Agquidauana-MS and Miranda-MS reported as M. pantanalense. However, the support values
from the likelihood analysis were not significant for the concatenated tree of the four genes.
Although the evidence points to M. amazonicum lato sensu representing a possible species
complex, the support values of the different analyses conducted here do not allow us to state
whether M. pantanalense corresponds to a valid species, or whether the biological variations

observed in this group are intraspecific variations.
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INTRODUCAO

Decapoda (Latreille, 1802) é representada por espécies que habitam ecossistemas
marinhos, dulcicolas e de transi¢do (De Grave et al., 2008; Anger et al., 2009; Hobbs & Lodge,
2010), sendo a ordem com maior diversificacdo de tdxons dentro da classe Malacostraca,
representada por camardes, siris, lagostas, caranguejos, entre outros. Com aproximadamente
149 géneros, a familia Palaemonidae Rafinesque, 1815 é a mais representativa em termos de
diversidade de espécies (Fransen & De Grave, 2009; De Grave & Fransen, 2011; De Grave et
al., 2015; DecaNet - WoRMS, 2024). Os representantes da Familia Palaemonidae Rafinesque,
1815 s&o numericamente dominados por camarfes do género Macrobrachium Spence Bate,
1868, com mais de 240 espécies, distribuidas majoritariamente nas regifes tropicais e
subtropicais do globo terrestre (Murphy & Austin, 2005; De Grave et al., 2009; Wowor et al.,
2009; De Grave & Fransen, 2011; Anger, 2013), sendo que muitas delas apresentam enorme
interesse comercial (Garcia-Guerrero et al., 2013; Chong-Carrillo et al., 2016).

Conhecido  popularmente como “camardo-da-amazonia”, Macrobrachium
amazonicum (Heller, 1862) é uma das espécies com ampla distribuicdo na América do Sul,
ocorrendo desde a Venezuela, em aguas costeiras e continentais, até a Argentina (Holthuis,
1966; Pileggi et al., 2013; Paschoal et al., 2020). No Brasil, ocorre em ecossistemas
estuarinos ou dulcicolas do estado do Acre ao Parand, entretanto, sua distribuicdo nativa
abrange as areas das bacias do Orinoco, Amazonas, Paraguai e baixo rio Parana (Vergamini
et al., 2011; Pileggi et al., 2013; Paschoal et al., 2020). A espécie é caracterizada pela
presenca em ambientes lacustres, de planicie de inundacéo e ambientes I6ticos em planicies
tropicais (Maciel & Valenti, 2009). Entre as espécies nativas, M. amazonicum possui grande
potencial para cultivo devido as caracteristicas bioldgicas (Kutty et al., 2000), como
desenvolvimento répido, resisténcia a doencas e predadores, além de facil manutencdo em

cativeiro (Sampaio et al., 2007; Lobdo & Rojas, 1991). Devido a este potencial, a espécie
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tem recebido especial atencdo da comunidade cientifica desde a década de 1980 (Moraes-
Valenti & Valenti, 2007; Maciel & Valenti, 2009), demonstrando uma enorme ampliagéo da
distribuicdo, muito em parte causada por agdo antropica voltada a cultivos em diferentes
escalas.

As populacdes de M. amazonicum podem ser classificadas em dois grupos:
populagcBes costeiras, que vivem proximas as regides estuarinas; e populag¢bes continentais,
encontradas no interior da América do Sul (Moraes-Valenti & Valenti, 2007; Vergamini et
al., 2011; Pantaledo et al., 2018). VariagOes populacionais em M. amazonicum foram
descritas em varias localidades, com foco nas estratégias reprodutivas de populacGes costeiras
e continentais, diferenga de tamanho de ovos, tamanho dos adultos e fecundidade (Odinetz-
Collart, 1987; Odinetz-Collart & Magalhdes, 1994; Odinetz-Collart & Rabelo, 1996;
Pantaledo et al., 2012; Meireles et al., 2013; Hayd & Anger, 2013; Pantaledo et al., 2014;
Pantaledo et al., 2018; Paschoal et al., 2019; Paschoal et al., 2020; Silva et al. 2020).

Dentro da distribuicdo de M. amazonicum, foi descrita uma nova espécie identificada
como Macrobrachium pantanalense por Dos Santos et al. 2013. A sua distribuicdo ocorre na
América do Sul, especificamente na regido do Pantanal, e leva o nome da area na qual foi
vista pela primeira vez. M. pantanalense é comumente encontrado em ambientes lénticos
aderidos a um rio principal, como em margens de rios, onde ha poucas correntes de agua,
grande quantidade de vegetacdo e plantas aquaticas que podem proporcionar abrigo e
alimento para esses individuos. Ao comparar a morfologia de uma populacéo especifica do
Pantanal (Lagoa da Baiazinha, lago conectado ao Rio Miranda, no Mato Grosso do Sul) com
a morfologia de M. amazonicum, Dos Santos et al. (2013) identificaram diferencas no
segundo pereiépode, no télson, no escafocerito, na margem ventral do rostro e em padrdes de
cores de machos e fémeas, levando a validagdo de uma espécie distinta. A descrigdo da nova

espécie baseou-se em caracteristicas reprodutivas, larvais, fisioldgicas e em alguns caracteres



Dissertacdo de Mestrado — J.R.P. Costa (2024)

morfolégicos (Anger & Hayd, 2010; Charmantier & Anger, 2011; Dos Santos et al., 2013;
Hayd & Anger, 2013).

Segundo Anger et al. (2009), variacOes intraespecificas podem surgir devido ao
isolamento genético entre diferentes populagdes. Esse isolamento, ao longo do tempo, pode
resultar em um processo inicial de formacéo de novas espécies. Por outro lado, existem casos
em que espécies compartilham caracteristicas morfoldgicas semelhantes, sendo denominadas
de "cripticas", ou seja, essas espécies sdo praticamente indistinguiveis quando analisadas a
partir da morfologia, mas apresentam diferencas bioldgicas e barreiras reprodutivas que as
separam. Essas semelhancas morfoldgicas podem dificultar a identificacdo das espécies,
resultando na perda de informagdes sobre a diversidade biologica (Pfenninger et al., 2007) e
aspectos populacionais.

Ferramentas moleculares tém desempenhado um papel crucial na identificacdo e
compreensdo do status taxondmico de diversas espécies de decapodes (Negri et al., 2012;
Mantelatto et al., 2022), principalmente em casos de semelhancas interespecificas e variacdes
morfoldgicas intraespecificas, um cenario frequentemente encontrado em espécies como M.
amazonicum. Dentre as abordagens utilizadas para andlises da variabilidade intraespecifica,
destacam-se os marcadores moleculares, incluindo genes mitocondriais e nucleares.

O DNA mitocondrial (mtDNA), em particular, tem sido uma escolha comum para
estudos populacionais e filogenéticos devido a sua abundancia, facilidade de isolamento e alta
taxa de mutagdo. Estudos sobre as relagdes filogenéticas de diferentes grupos de crustaceos
decapodes tém demonstrado a utilidade do mtDNA (Schubart et al., 2000; 2002; Daniels et al.,
2002; Austin et al., 2003; Schubart et al., 2009). Todavia, genes mitocondriais séo haploides e
geralmente ndo sofrem recombinag¢do na maioria dos tdxons (Leese & Held, 2011). Devido a
sua alta sensibilidade a deriva genética, analises baseadas em mtDNA podem indicar a

classificacdo de linhagem completa e monofilia, mesmo na auséncia de fluxo génico, e pode
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permanecer semelhante em diferentes popula¢es ou espécies (Shaw, 2002). Além disso, a
evolucdo do mtDNA é Unica, tornando-o limitante e ndo representativo em comparacao com
outras regides gendmicas (Rokas et al., 2003; Ballard & Whitlock, 2004).

Embora o mtDNA seja uma ferramenta valiosa, € importante complementar as analises

com outros marcadores moleculares para uma compreensdo mais abrangente da diversidade e
evolucdo das espécies de decapodes. Uma estratégia mitigatéria para lidar com as possiveis
inconsisténcias na utilizacdo isolada do mtDNA é complementar as informacgdes moleculares
com o DNA nuclear, o qual é extremamente conservado e pode apresentar uma historia
evolutiva mais informativa (Neigel & Avise, 1986), além de ser um marcador mais apropriado
para andlises de niveis taxondmicos maiores, como géneros, familias (Timm & Bracken-
Grisson, 2015). Ao considerar essas especificidades, a anélise conjunta de genes mitocondriais
e nucleares pode resultar em reconstrucdes filogenéticas mais completas sobre a estrutura
genética populacional das espécies (Wanna & Phongdara, 2011).

Em um estudo sobre aspectos genéticos de M. amazonicum, com a utilizacdo de dois
marcadores moleculares mitocondriais (16S e COlI mtDNA), Vergamini et al. (2011)
compararam 13 populacgdes (incluindo costeiras e continentais) para descrever a variabilidade
genética do taxon. Os autores interpretaram os resultados como divergéncia genética em nivel
intraespecifico nessas populacdes, ja que os valores obtidos ficaram abaixo das distancias
interespecificas previamente reportadas para o género (Liu et al., 2007; Pileggi & Mantelatto,
2010).

Nesse contexto, apos a descri¢do da nova espécie M. pantanalense, Weiss et al. (2015)
compararam duas populagdes (interior do Pantanal e estuarina do nordeste brasileiro) e
inferiram sobre a ocorréncia de isolamento geografico e possivel auséncia de fluxo génico
entre essas populacfes. Os resultados foram interpretados como suporte para sustentar a

existéncia das duas espécies como entidades taxonémicas validas. Esses mesmos autores
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sugeriram a presenca de espécies cripticas em outras populacdes investigadas por Vergamini
et al. (2011). Baseando-se em um unico gene (COl mtDNA), Calixto-Cunha et al. (2021)
também relataram a presenca de M. pantanalense no Rio Araguari, na Bacia Hidrogréafica
Parana, sudeste do Brasil.

Utilizando outra abordagem, Nogueira et al. (2020) testaram o potencial de cruzamento
entre espécimes de M. amazonicum e da localidade tipo de M. pantanalense. Os resultados
sugeriram a inviabilidade reprodutiva entre as populacdes e corroboram a proposta de
especiacao recente. Em trabalhos mais recentes, os mesmos autores (Nogueira et al., 2023)
identificaram diferencas na morfologia larval, além de distincdo de tamanho e tempo de
desenvolvimento, considerando-os como entidades distintas.

Os estudos sobre a sisteméatica molecular de M. amazonicum até o0 momento revelaram
uma abordagem limitada quanto aos marcadores moleculares, geralmente utilizando apenas um
ou dois marcadores de forma independente. O uso em conjunto de dois marcadores
mitocondriais e sua combinacdo com marcadores nucleares (mais conservados) pode
representar uma estratégia coerente e mais eficaz para o entendimento das relaces filogenéticas
(Schubart, 2009; Timm & Bracken-Grissom, 2015).

Considerando a problematica sobre o status taxonémico de M. amazonicum e M.
pantanalense, € imprescindivel a realizacdo de analises moleculares que permitam elucidar,
com maior grau de informacao, as relacGes existentes entre estas duas entidades. Soma-se a
este contexto a necessidade de investigar a existéncia de possiveis espécies cripticas,
principalmente oriundas da Bacia AmazoOnica. Esse foco tem papel crucial, pois M.
amazonicum tem enorme apelo comercial e, portanto, conhecer o status taxonémico é

premissa relevante.
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CONCLUSAO

Macrobrachium amazonicum apresentou variagdes moleculares e morfologicas,
podendo ser explicado pelo isolamento geogréafico entre as populagdes. Os resultados
encontrados nas analises moleculares baseadas em quatro marcadores moleculares sustentam a
hipGtese de sinonimia das espécies Macrobrachium amazonicum e Macrobrachium
pantanalense. Ao analisar a morfologia, é notavel a semelhanca dos caracteres morfoldgicos
das populagdes do Pantanal, assim como o agrupamento nas andlises filogenéticas. Entretanto,
mesmo com semelhangas morfoldgicas externas, ndo ha suporte filogenético para separar essas

populacbes em duas espécies.

Nas analises filogenéticas, se considerar M. pantanalense como uma nova espécie,
dentro da linhagem de M. amazonicum hé indicios de um terceiro subgrupo, considerando-0s
trés grupos com historias de vida distintas e que podem divergir ao longo do tempo, se mantiver

isolamento geografico.

Por fim, ressalta-se a necessidade de investigac@es detalhadas sobre a morfologia com
a diagnose integrada a genética para a compreensdo da linhagem M. amazonicum, uma vez que
podem trazer informacBes mais amplas até mesmo sobre comportamento, ecologia,

desenvolvimento e distribuicdo desses grupos.
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