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RESUMO

Os siris do género Callinectes Stimpson, 1860 sdo um grupo da fauna benténica de
importancia ecologica e socioecondmica. O conhecimento das relagdes filogenéticas e da
diversidade das suas linhagens ¢ parametro importante para sua conservagao € manejo. Assim,
0 objetivo deste trabalho foi descrever a diversidade de linhagens de siris do género
Callinectes presentes no limite leste da costa Amazonica brasileira. A dissertacdo foi
estruturada em trés capitulos, sendo o capitulo I voltado diretamente a investigacdo do
objetivo principal deste trabalho, e os demais capitulos contribuem com informagdes
complementares e inéditas sobre canibalismo e primeira ocorréncia de tdxon na regido. O
capitulo I aborda a diversidade criptica em espécies de siris do género Callinectes na costa
amazonica brasileira utilizando andlises filogenéticas baseadas em quatro marcadores
mitocondriais (Citocromo ¢ oxidase subunidade I: COI; 12S rRNA: 12S; 16S rRNA: 16S; ¢
Citocromo b: Cyt b) e um nuclear (ATP/ADP translocase). Também foram utilizados
diferentes métodos de delimitacdo de espécies (ABGD, ASAP, PTP e GMYC) e redes de
haplotipos para andlises populacionais. Um total de 117 espécimes foram capturados, dos
quais 50 foram incluidos nas analises: 25 identificados como Callinectes bocourti Milne-
Edwards, 13 como Callinectes danae Smith, 1869, seis como Callinectes exasperatus
Gerstaecker, 1856, trés como Callinectes ornatus Ordway, 1863, e trés identificados como
Callinectes marginatus (A. Milne-Edwards, 1861). Desse material, 43 sequéncias para o
DNA mitocondrial e quatro para o DNA nuclear foram produzidas, sendo algumas delas
inéditas para o Brasil e a costa Amazonica brasileira. A maioria dos marcadores analisados
conseguiu recuperar grupos monofiléticos para cada espécie, exceto para C. marginatus e
Callinectes larvatus Ordway, 1863, que agruparam juntas em um unico clado, sugerindo um
processo recente de especiagdo. Os modelos de delimitagdo conseguiram recuperar MOTUs,
na maioria dos casos, correspondentes as espécies e a identificacdo atribuida para as
sequéncias extraidas dos bancos de dados. Os resultados mostraram que espécies da regido do
litoral leste Amazonico apresentam padroes genéticos inéditos e contrastantes. Em termos
populacionais, as unicas espécies que apresentaram divergéncia foram C. bocourti e C.
ornatus, sugerindo a possivel existéncia de diversidade criptica nessas espécies. O capitulo II
apresenta o primeiro registro de C. marginatus no Estado do Maranhao, com trés individuos
coletados na regido leste do litoral Amazonico brasileiro, ampliando o mapa de ocorréncia
dessa espécie na costa brasileira. O capitulo III descreve, pela primeira vez, um registro de
canibalismo entre dois individuos de C. ornatus em condigdes naturais, contribuindo com
informacdes novas sobre o comportamento dessa espécie e sugerindo um possivel mecanismo
de regulacdo populacional. Nosso estudo ndo s6 preenche uma lacuna histérica sobre o
conhecimento dos Callinectes no litoral amazonico, sendo o primeiro trabalho filogenético
realizado na regido, como também apresenta o primeiro registro de ocorréncia de C.
marginatus no Maranhdo e a descri¢do inédita de canibalismo natural em C. ornatus. Essas
informagdes sdo de extrema relevancia, pois ampliam o conhecimento sobre a biodiversidade
aquatica da costa amazonica brasileira e servem de subsidio para medidas de manejo e
conservacao eficazes para este importante recurso pesqueiro.
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ABSTRACT

Crabs belonging to the genus Callinectes Stimpson, 1860 are an ecologically and
socioeconomically significant group of benthic organisms. Knowledge of the phylogenetic
relationships and diversity of their lineages is an important parameter for their conservation
and management. Thus, the objective of this work was to describe the diversity of crab
lineages of the genus Callinectes present at the eastern limit of the Brazilian Amazonian coast.
The dissertation is structured into three chapters. Chapter I examines the primary objective of
this study. In contrast, the other chapters provide supplementary and novel information on
cannibalism and document the first occurrence of a taxon in the region. Chapter I addresses
cryptic diversity in Callinectes swimming crab species on the Brazilian Amazon coast using
phylogenetic analyses based on four mitochondrial markers (Cytochrome ¢ oxidase subunit I:
COI; 12S rRNA: 12S; 16S rRNA: 16S; and Cytochrome b: Cyt b) and one nuclear marker
(ATP/ADP translocase). Different species delimitation methods (ABGD, ASAP, PTP, and
GMYC) and haplotype networks were also used for population analyses. A total of 117
specimens were captured and identified, of which 50 were included in the analyses: 25
identified as Callinectes bocourti Milne-Edwards, 13 as Callinectes danae Smith, 1869, six as
Callinectes exasperatus Gerstaecker, 1856, three as Callinectes ornatus Ordway, 1863, and
three identified as Callinectes marginatus A. Milne-Edwards, 1861. A total of 43 sequences
were produced for mitochondrial DNA and four for nuclear DNA, some of which are novel
for Brazil and the Brazilian Amazonian coast. Most of the markers analyzed were able to
recover monophyletic groups for each species, except for C. marginatus and Callinectes
larvatus Ordway, 1863, which clustered into a single clade, suggesting a recent speciation
process. The delimitation models were able to recover MOTUs, which in most cases
corresponded to the species and the identification assigned to the sequences extracted from
the databases. The results revealed that species from the east coast of the Amazon exhibit
unique and contrasting genetic patterns. At the population level, the only species that showed
divergence were C. bocourti and C. ornatus, suggesting the possible existence of cryptic
diversity in these species. Chapter Il presents the first record of C. marginatus in the state of
Maranhdo, with three individuals collected in the eastern region of the Brazilian Amazon
coast, expanding the distribution map of this species along the Brazilian coast. Chapter III
describes, for the first time, a case of cannibalism between two individuals of C. ornatus
under natural conditions, providing new information on the behavior of this species and
suggesting a possible mechanism of population regulation. Our study not only fills a historical
gap in the knowledge of Callinectes on the Amazonian coast, being the first phylogenetic
work carried out in the region,but also presents the first record of C. marginatus occurrence in
Maranhdo and the unprecedented description of natural cannibalism in C. ormatus. This
information is of extreme relevance, as it expands the knowledge about the aquatic
biodiversity of the Brazilian Amazonian coast and serves as a basis for effective management
and conservation measures for this important fishery resource.

Keywords: Blue crabs; Molecular Phylogeny; Cryptic Diversity; Maranhdo, Cannibalism,
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1 INTRODUCAO

A Costa Amazodnica Brasileira estende-se do Amapa at¢ o Maranhdo, abrangendo
dezenas de estuarios, baias e reentrancias, sendo fortemente influenciada pelo delta do Rio
Amazonas (Rosa-Filho et al., 2018). O litoral maranhense constitui parte importante da costa
Amazobnica brasileira, atuando como zona de transicdo entre duas importantes regides
biogeograficas: a Guianesa e¢ a Brasileira (Coelho; Ramos-Porto, 1980), destacando-se por
abrigar, sozinho, metade da extensa faixa de manguezais que compde 0 maior cinturdao
continuo desse ecossistema no mundo (Nascimento et al., 2013). Trata-se de uma peca-chave
na conservagdo da biodiversidade, sendo um habitat importante para uma variedade de
crustaceos, incluindo siris do género Callinectes Stimpson, 1860.

O género Callinectes possui vasta distribui¢do geografica com registros nos oceanos
fndico, Pacifico e Atlantico (Williams, 1974). Atualmente, é representado por 15 espécies
validas (Robles et al., 2024), das quais oito sdo encontradas ao longo da costa brasileira:
Callinectes affinis Fausto-Filho, 1980, Callinectes bocourti A. Milne-Edwards, 1879,
Callinectes danae Smith, 1869, Callinectes sapidus Rathbun, 1896 (Coelho et al., 2008; Boos
et al., 2012; Pinheiro ef al., 2016). Até o momento, quatro espécies foram registradas no
litoral Amazonico maranhense: C. bocourti, C. danae, C. exasperatus e C. ornatus (Coelho;
Ramos-Porto, 1980; Sousa et al., 2015).

As espécies do género Callinectes sdo representantes da macrofauna bentOnica e
desempenham um papel ecologico vital como predadores avidos e estabilizadores de teias
troficas (Mantelatto; Fransozo, 1999; Braga et al., 2021; Farrell et al., 2024). Sao conhecidas
por apresentar comportamento agressivo e territorialista (Reichmuth ez al., 2010), geralmente
associado a competicdo por alimentos (Clark et al., 1999), que fica mais evidente em
ambientes com alta densidade populacional e recursos alimentares limitados (Mansour;
Lipcius, 1991; Clark et al., 1999). Cenario ideal para o aumento de interagdes agonisticas
entre conspecificos, podendo ocasionar comportamento de canibalismo, fendmeno pouco
documentado para espécies do género Callinectes.

Para além da importancia ecoldgica, os Callinectes possuem valor socioecondmico,
sendo componente fundamental da dieta de comunidades tradicionais costeiras (Pestana et al.,
2020). Contudo, apesar da sua relevancia, espécies de Callinectes da costa amazodnica
maranhense permanecem pouco estudadas, especialmente sob o ponto de vista molecular. O
uso de técnicas da biologia molecular tem impulsionado os estudos filogenéticos, auxiliando
na compreensdo dos padrdes evolutivos das espécies e na elucidagdo de incertezas

taxondmicas.
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Em Callinectes, estudos filogenéticos recentes realizados no litoral brasileiro
mostraram que diferentes espécies do género apresentam padrdes de diversidade genética
contrastantes. Por exemplo, C. ornatus apresenta populagdes com alta diferenciagdao genética,
enquanto C. danae apresenta populacdes com baixa diferenciagcdo genética (Peres et al., 2020;
Peres et al., 2022). Cenérios como esses tornam evidente a necessidade de investigar
populagdes de Callinectes da costa maranhense, uma vez que ¢ provavel que elas possam
abrigar padroes proprios de diversidade genética ainda ndo documentados.

A presente dissertacdo estd estruturada em trés capitulos: O capitulo I aborda a
diversidade criptica em espécies de siris do género Callinectes na costa amazdnica brasileira,
revelando com base em diferentes métodos de andlise (filogenias, redes de hapldtipos e
métodos de delimitacdo de espécies), a existéncia de linhagens evolutivas distintas dentro do
género e a presenga de diversidade criptica. O capitulo II apresenta o primeiro registro de
Callinectes marginatus A. Milne-Edwards, 1861 no litoral amazonico maranhense, ampliando
o mapa de ocorréncia desta espécie na costa brasileira. Por fim, o capitulo III descreve, pela
primeira vez, um registro de canibalismo em Callinectes ornatus Ordway, 1863 em condigdes
naturais, que contribui com informagdes inéditas sobre o comportamento dessa espécie,

langando luz sobre um possivel mecanismo de regula¢ao populacional.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Caracterizar a diversidade das linhagens genéticas dos siris do género Callinectes presentes

no Golfao Maranhense.

2.2 Objetivos especificos
v Validar a eficiéncia dos marcadores mitocondriais ¢ nucleares para a identificag¢do

molecular das espécies de siris do género Callinectes presente no Golfao Maranhense ¢ a

divergéncia entre suas populagoes;

v Identificar, por meio de DNA, o nivel de parentesco evolutivo entre as espécies do género

Callinectes do Golfao Maranhense e outras populacdes conspecificas no Brasil;

v Complementar a caracterizagdo das linhagens com registros ecoldgicos e distribui¢do de
espécies, ampliando o conhecimento sobre a ocorréncia ¢ o comportamento das espécies de

Callinectes no Golfdao Maranhense.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Aspectos gerais do género Callinectes

O Subfilo Crustacea ¢ um dos maiores e mais diversificados grupos do filo Artropoda,
reunindo aproximadamente cerca de 70 mil espécies viventes (Brusca; Moore; Shuster, 2018).
Esses invertebrados sdo amplamente distribuidos no ambiente marinho, vivendo
especialmente em regides bentOnicas, peladgicas de areas ocednicas, costeiras e estuarinas
(Ahyong, 2001; Serejo et al., 2006; Brusca; Brusca, 2007; Brusca; Moore; Shuster, 2018).
Além de possuirem ampla distribuigdo geografica, esses animais possuem um alto valor
ecoldgico e comercial, com destaque para a ordem Decapoda, considerada a mais variada e
importante ordem de crustdceos, que reune espécies populares e de grande interesse
econdmico como os camardes, caranguejos, lagostas e siris (De grave et al., 2023).

Os caranguejos nadadores do género Callinectes possuem ampla distribuicdo
geografica, com ocorréncia registrada nos oceanos Atlantico, Pacifico e Indico (Williams,
1974). Atualmente, é representado por 15 espécies validas (Robles et al., 2024), Callinectes
affinis Fausto-Filho, 1980; Callinectes amnicola (de Rochebrune, 1883); Callinectes arcuatus
Ordway, 1863; Callinectes bellicosus (Stimpson, 1859); Callinectes bocourti A. Milne-
Edwards, 1879; Callinectes danae Smith, 1869; Callinectes exasperatus (Gerstaecker, 1856);
Callinectes larvatus Ordway, 1863; Callinectes marginatus (A. Milne-Edwards, 1861);
Callinectes ornatus Ordway, 1863; Callinectes pallidus ( de Rochebrune, 1883); Callinectes
rathbunae Contreras, 1930; Callinectes sapidus Rathbun, 1896; Callinectes similis Williams,
1966 e Callinectes toxotes Ordway, 1863. Destas, oito espécies ocorrem ao longo da costa
brasileira: C. affinis, C. bocourti, C. danae, C. exasperatus, C. ornatus, C. larvatus e C.
marginatus e C. sapidus (Coelho et al. 2008; Boos et al., 2012; Pinheiro et al., 2016). No
litoral maranhense, atualmente sdo conhecidas quatro espécies: C. bocourti, C. danae, C.
exasperatus, C. ornatus, C. marginatus (Coelho; Ramos-Porto, 1980; Sousa et al., 2015).

Essa ampla distribuicdo, tanto em escala global quanto regional, pode estar
relacionada a plasticidade ecologica caracteristica do género Callinectes, pois sao animais
capazes de adaptar seu comportamento, sua fisiologia e sua morfologia para sobreviver em
diferentes ambientes marinhos e estuarinos, habitando desde substratos lamacentos ¢ arenosos
em aguas rasas até regioes oceanicas de maior profundidade (William, 1974; Melo, 1997;
Ortega et al., 2020). Ambientes como esses sdo essenciais para o sucesso bioldgico desses
individuos, visto que oferecem condi¢des e recursos ambientais fundamentais para sua

sobrevivéncia em diferentes fases do seu ciclo de vida.
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Essa capacidade adaptativa de habitar diferentes ambientes estd diretamente
relacionada ao seu papel ecologico. Como importantes representantes da macrofauna béntica,
as espécies de Callinectes t€ém uma fungdo ecoldgica vital no ambiente em que vivem, uma
vez que atuam na regulacao das teias troficas, ajudando a manter o equilibrio em diferentes
niveis da cadeia alimentar, operando como predadores generalistas e servindo como fonte de
alimento para diferentes animais (Mantelatto; Fransozo, 1999; Braga et al., 2021; Farrell et
al., 2024).

Em termos comportamentais, Callinectes ¢ conhecido por ser um género composto por
animais extremamente agressivos e territorialistas (Reichmuth, et al., 2010). Frequentemente,
esse tipo de comportamento esta relacionado a necessidade de garantir alimentos para
sobrevivéncia (Clark et al., 1999). Esse padrdo comportamental torna-se ainda mais evidente
em ambientes com alta densidade populacional e baixa disponibilidade de recursos (Mansour;
Lipcius, 1991; Clark et al., 1999), cenarios em que os animais competem por recursos pode
culminar em predagao intraespecifica.

No caso dos Portunideos do género Callinectes, o comportamento agonistico ocorre
por meio de relagdes hierarquicas, nas quais individuos maiores tendem a subjugar individuos
menores (Reichmuth, ef al., 2010). A exemplo do que foi relatado para C. ornatus, acredita-se
que esta espécie tenha se adaptado a ambientes hipersalinos de praia para fugir de interacdes
agressivas dentro dos estuarios com individuos maiores, como, por exemplo, com C. danae
(Sant'anna et al., 2012; Watanabe et al., 2014). Esse tipo de relagdo agonistica, sobretudo em
cenarios de escassez de recursos alimentares e superpopulacdo, pode favorecer a predacao
intraespecifica, como j& foi documentado para espécies do género em ambientes de
aquacultura (Romano; Zeng et al.,2016). Na natureza, os registros de canibalismo sdo
escassos, € o que se conhece geralmente resulta de situagdes induzidas e ndo de forma natural
(ex. Peery, 1989; Ryer et al., 1997; Romano e Zeng, 2016).

Para além da importancia ecologica, algumas espécies do género Callinectes possuem
valor comercial, sendo utilizadas como recurso alimentar pesqueiro € compondo a dieta de
comunidades tradicionais ribeirinhas, que as utilizam como meio de subsisténcia (Pita ef al.,
1985; Mantelatto; Fransozo, 1999; Branco; Masunari, 2000; Branco; Fracasso, 2004;
Severino-Rodrigues et al., 2012; Pestana et al., 2020). No Brasil, as espécies C. bocourti, C.
danae, C. ornatus e C. sapidus sdo as que mais se destacam economicamente (Pinheiro et al.,
2016), frequentemente capturadas de forma incidental na pesca de camardo-branco em
diferentes areas do litoral brasileiro (ex. Branco; Fracasso, 2004; Santos et al., 2016; Costa et

al., 2016; Mantelatto ef al., 2016; Bochini et al., 2019; Pestana et al., 2020).

Processo Associado: 23129.003275/2026-00 Péagina 31/149



Segundo Pinheiro et al. (2016), a captura acessoria de crusticeos portunideos,
especialmente durante a pesca de camardo-branco, pode representar uma potencial ameaga
para esses individuos, uma vez que, essas atividades de alguma forma podem comprometer o
equilibrio ecoldgico das areas exploradas. Muitos desse animais, que nao sdo aproveitados
comercialmente, sdo devolvidos para o mar mortos ou debilitados (com apéndices
locomotores perdidos) no momento da limpeza das redes (Severino-Rodrigues et al., 2002).
Para mitigar esses efeitos sao necessarias medidas de manejo e conservagao. Nesse contexto,
¢ essencial avaliar o status de conservacgao dos crustaceos, incluindo os portunideos do género
Callinectes.

Conforme o Livro Vermelho de Crustaceos do Brasil, as espécies C. bocourti, C.
danae, C. exasperatus, C. ornatus, C. marginatus e C. sapidus se enquadram na categoria de
espécies menos preocupantes (LC). Apesar de ndo estarem ameagadas extingdo, algumas
destas espécies contam com medidas legais e acdes de manejo e conservagdo, como no caso
das espécies C. danae e C. sapidus, sdo protegidas por normativas que regulam a sua
exploragdo, com as portarias n° N-024, de 26 de julho de 1983, SUDEPE, 1983, e a portaria
SUDEPE n° 11, de 18/05/1988, que proibem a captura de fémeas ovigeras (Pinheiro et al.,
2016). Entretando, para essas medidas funcione de fato, ¢ fundamental a identificacdo correta
desses animais.

Os caranguejos nadadores do género Callinectes apresentam como caracteristica
diagnostica principal o corpo achatado dorso-ventralmente e o ultimo par de pereidpodos
adaptados para natacdo (Williams, 1974). A identificacdo de individuos adultos baseia-se na
visualizagdo do dorso da carapaga, considerando aspectos como o formato € numero dos
dentes frontais, a curvatura dos dentes anterolaterais, o comprimento dos espinhos laterais, a
presenca e auséncia de granulagdo da superficie dorsal, bem como a disposi¢cdo e o
comprimento dos gondpodes dos machos (Williams, 1974, Rodriguez, 1982; Melo, 1996).

Contudo, a identificagdo morfoldgica de Callinectes apresenta limitagdes, sendo a
exclusao de individuos juvenis das chaves de identificacio um dos principais entraves.
Ignorar individuos juvenis das chaves de identificacdo pode implicar tanto na subestimagao
quanto na superestimacao da real diversidade existente dessas espécies (Lane-Medeiros et al.,
2021). Esse desafio ¢ amplificado em grupos que apresentam ciclos de vida complexos, como
ocorre nas espécies de Callinectes (ex. Costa; Negreiros-Fransozo, 1998; Junior; Negreiros-
Fransozo; Fransozo, 2008), que durante o seu desenvolvimento sofrem mudangas

morfoldgicas através de sucessivas ecdises (substitui¢do do exoesqueleto), o que pode causar
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diagnosticos equivocados de individuos que estdo em transicdo do estdgio juvenil para o
adulto.

Além disso, a similaridade morfologica observada em algumas espécies de Callinectes
pode contribuir para incertezas taxondmicas. Por exemplo, Williams (1974), com base na
disposi¢ao dos gonodpodes, considera semelhantes C. danae e C. arcuatus; C. similis e C.
ornatus; C. bocourti e C. toxotes. Isso pode dificultar a diferenciagdo entre as espécies,
fazendo com que, em determinadas situacdes, critérios morfologicos sejam considerados
insuficientes para distinguir esses tdxons. Esse cendrio fica ainda mais evidente no estudo
realizado por Robles et al. (2006) que por meio de analises do DNA, demonstraram que as
caracteristicas morfologicas ndo foram suficientes para validar C. maracaiboensis (atualmente
considerada como sindnimo junior de C. hocourti) como uma espécie Unica. Isso mostra que
depender exclusivamente da morfologia, em alguns casos, pode ndo ser a melhor estratégia
para lidar com espécies com alta similaridade morfoldgica.

Diante disso, os métodos moleculares t€ém se mostrado uteis na delimitacdo de
espécies. A identificacdo de espécies por DNA em conjunto com dados morfologicos tem se
mostrado como uma importante ferramenta taxondmica (Hebert et al., 2003), fornecendo uma
base mais solida e eficiente na determinacdo de espécies de crustiaceos (Varela et al, 2021;
Marco-Herrero; Cuesta; GonzalezGordillo, 2021), incluindo espécies do género Callinectes
(Mancinelli et al., 2017; Lee et al., 2020). Dessa forma, as abordagens que integram
diferentes métodos de delimitacdo de espécies representam uma importante ferramenta para
resolver as complexidades taxondmicas de alguns taxons, além de contribuir no entendimento
das relagoes evolutivas de diversos grupos (Andrade et al., 2021).

Os estudos filogenéticos buscam investigar os padrdes evolutivos das espécies e
podem desempenhar um papel crucial na resolugdo de incertezas taxondmicas. A andlise de
sequéncias de DNA permite a reconstrucdo de filogenias moleculares, contribuindo para a
identificacao de espécies e para a compreensao das suas relagdes evolutivas. Em Callinectes,
ha poucos trabalhos sobre filogenia molecular do género. Robles ef al. (2007) analisaram as
relacdes evolutivas das espécies género a partir de duas regides do DNA mitocondrial (rRNA
12S e rRNA16S), mostrando que o género ¢ monofilético e dividido em duas linhagens
evolutivas principais nomeadas como grupo “danae” (C. danae, C. exasperatus, C. ornatus,
C. larvatus, C. arcuatus, C. bellicosus, C. similis) e grupo “bocourti” (C. bocourti, C. sapidus,
C. toxotes e C. rathbunae). Contudo, a posicdo taxondmica das espécies africanas C.
amnicola, C. marginatus e C. pallidus nao ficou esclarecida. Diante dessa limitacdo, com base

nos caracteres morfologicos e fisiologicos disponiveis na literatura especializada, esses
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autores hipotetizaram que C. amnicola pertencia a linhagem “bocourti”, enquanto C.
marginatus ¢ C. pallidus ao grupo “danae”.

Essa hipotese foi confirmada no estudo mais recente de Robles et al. (2024) que
investigaram novamente as relagdes evolutivas dentro do género utilizando duas regides do
DNA mitocondrial (rRNA 12S e rRNA16S), mostrando que de fato C. amnicola pertence a
linhagem “bocourti” e que C. marginatus e C. pallidus pertencem a linhagem “danae”. Além
disso, esses autores apoiaram a validade de C. marginatus e C. larvatus como espécies
distintas. Contudo, a validade taxondmica dessas duas espécies ainda continua sendo motivo
de debate. Além disso, os autores questionam o ressurgimento de C. maracaiboensis como
espécie valida. Diante desse cendrio, embora o trabalho de Robles et al. (2024) tenha
esclarecido sobre a posi¢do taxondmica de algumas espécies do género, existe a necessidade
de esclarecer questdes que ainda permanecem em aberto, € para resolver essas questdes, 0s
autores incentivam analises integrativas.

Além de estudos sobre filogenia, algumas espécies de Callinectes também sio
analisadas quanto a sua diversidade genética (Weber; Levy, 2000; Peres et al., 2020; Peres et
al., 2022). Em termos populacionais, estudos revelaram padrdes distintos de diversidade
genética entre populacdes de diferentes espécies de Callinectes. No litoral brasileiro, por
exemplo, as espécies C. ornatus ¢ C. danae apresentaram padrdes de diversidade genética
contrastantes: C. ornatus apresenta populagdes com alta diferenciacdo genética (Peres ef al.,
2022), enquanto C. danae apresenta baixa diferenciagdo genética ao longo da sua distribui¢ao
no litoral brasileiro (Peres et al., 2020). Um padrdo de divergéncia genética também foi
observado nas populagdes de C. sapidus, que possui duas linhagens evolutivas ocorrendo em

simpatria em estuarios brasileiros (Rodrigues et al., 2017).
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2.2 Métodos de delimitacdo de espécies na caracterizacio de linhagens evolutivas

A taxonomia tradicional ainda continua sendo uma das principais ferramentas
utilizadas na identificacdo e classificacdo de espécies. Contudo, essa abordagem apresenta
limitagdes, tornando-se ineficiente na identificacao de grupos de espécies cripticas, nas quais
as caracteristicas morfoldgicas permanecem conservadas, enquanto revelam diferenciagao
genética, assim dificultando a sua identificagdo (Bickford et al., 2006).

Diante desse cenario, o avanco das técnicas de DNA barcoding e sequenciamento de
DNA possibilitou o desenvolvimento de diversas abordagens. Entre elas, as metodologias de
delimitagdo de espécies vém se popularizando nos ultimos anos (Puillandre et al., 2012;
Zhang et al., 2013; Fujisawa; Barraclough, 2013; Puillandre; Brouillet; Achaz, 2021;
Goulpeau et al., 2022), sendo cada vez mais empregadas como ferramentas complementares
em abordagens de taxonomia integrativa, que buscam investigar os limites entre espécies,
estimar a diversidade de comunidades bioldgicas e descrever a distribuigdo espacial dos
organismos (Goulpeau et al., 2022).

Os métodos de delimitacao de espécies utilizam a analise de sequéncias de DNA na
recuperagdo das MOTUs (Molecular Operational Taxonomic Units). Os modelos mais
utilizados sdo: ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery), ASAP (Assemble Species by
Automatic Partitioning), PTP (Poisson Tree Process) ¢ GMYC (General Mixed Yule
Coalescent) (Puillandre et al., 2012; Zhang et al., 2013; Fujisawa; Barraclough, 2013;
Puillandre; Brouillet; Achaz, 2021). Esses métodos diferem entre si de acordo com o tipo de
analise e pressupostos em que se baseiam (Goulpeau et al., 2022).

De modo geral, os métodos de delimitagdo podem ser divididos em dois grupos
principais. O primeiro grupo inclui métodos que analisam apenas as diferencgas genéticas entre
as sequéncias (chamadas de “matrizes de distancias genéticas”), sem precisar reconstruir a
arvore evolutiva dos organismos: ¢ o caso dos métodos ABGD e ASAP. J& o segundo grupo
inclui métodos que utilizam arvores filogenéticas, mostrando as relagcdes evolutivas entre os
individuos. Nesse grupo estdo os métodos PTP e GMYC (Goulpeau et al., 2022).

O método ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery) compara as distancias
genéticas de todas as sequéncias de DNA analisadas, ou seja, mede quanto cada sequéncia ¢
parecida ou diferente das outras. Quando ha diferenga clara dentro da mesma espécie
(intraespecifica) e entre espécies diferentes (interespecifica), o método detecta
automaticamente o chamado “gap de codigo de barras”. A partir desse gap, o método propde
um limite de distdncia genética, separando as sequéncias em grupos que representam

possiveis espécies (Puillandre; Brouillet; Achaz, 2021).
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O método ASAP (Assemble Species by Automatic Partitioning) também utiliza
matrizes de distancias genéticas em suas inferéncias. Esse algoritmo organiza os valores da
matriz de distancia genética em ordem crescente e testa, sucessivamente, cada valor como um
possivel limite entre variagdes intraespecificas e interespecificas para verificar qual seria o
mais provavel a separar os grupos. Para cada uma das divisdes, o método atribui uma
pontuagdo baseada em dois critérios: o primeiro considera o tamanho das diferencas genéticas
entre os grupos, conhecido como “gap de codigo de barras”; e o segundo considera a
probabilidade de que um grupo de fato represente uma espécie (valor p). Apds analisar esses
critérios, a particdo com melhor pontuagdo é considerada (Puillandre et al., 2012; Puillandre;
Brouillet; Achaz, 2021).

O modelo GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent) utiliza uma arvore
filogenética ultramétrica, ou seja, calibrada no tempo e inferida a partir de sequéncias de
DNA. Esse método funciona identificando o ponto na arvore onde ocorre a transi¢do entre os
processos de especiacdo (divergéncia entre espécies diferentes) e coalescéncia (variagdo
genética dentro de uma mesma espécie) (Fujisawa; Barraclough, 2013). O modelo PTP
(Poisson Tree Process) nao utiliza arvore ultramétrica e sua inferéncia baseia-se no nimero
de substituigdes ao longo dos ramos da arvore, identificando quais grupos de sequéncias
compartilham uma histéria comum dentro de uma mesma espécie € quais estdo evoluindo

separadamente como espécies distintas (Zhang et al., 2013).
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Resumo

Os siris do género Callinectes Stimpson, 1860 possuem ampla distribuicdo geografica nas
regides do oceano Atlantico, Indico e Pacifico, além de expressiva relevincia ecologica e
socioecondmica. No entanto, a taxonomia deste grupo permanece confusa. A alta similaridade
morfologica entre espécies, associada com a exclusdo de individuos juvenis e fémeas das
chaves de identificac¢do dificulta uma delimitacdo mais precisa. Neste estudo, investigamos a
diversidade de linhagens em espécies do género Callinectes na Costa Amazodnica brasileira.
As analises foram baseadas em quatro marcadores mitocondriais (Citocromo c oxidase

subunidade I: COI; 12S rRNA: 12S; 16S rRNA: 16S; e Citocromo b: Cyt b) e um nuclear
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(ATP/ADP translocase), utilizando diferentes métodos de delimitacdo de espécies (ABGD,
ASAP, PTP ¢ GMYC), além de redes de hapldtipos para andlises populacionais. Dos 117
espécimes coletados, 50 foram incluidos nas analises filogenéticas: 25 identificados como
Callinectes bocourti Milne-Edwards, 13 como Callinectes danae Smith, 1869, seis como
Callinectes exasperatus Gerstaecker, 1856, trés como Callinectes ornatus Ordway, 1863, e
trés identificados como Callinectes marginatus A. Milne-Edwards, 1861. Na maioria dos
casos, as andlises morfologica e molecular foram congruentes; no entanto, os dados
moleculares foram inconclusivos na delimitacdo entre C. marginatus e Callinectes
larvatus Ordway, 1863, sugerindo que essas espécies sdo irmds e oriundas de um processo
recente de especiacdo. Os modelos de delimitacdo conseguiram recuperar MOTUs que, na
maioria dos casos, correspondem as analises morfologicas e as identificacdes atribuida para as
sequéncias extraidas dos bancos de dados. Embora, em alguns casos, os modelos de
delimitagdo tenham apresentado inconsisténcias, eles detectaram padroes de divergéncia
genética intraespecifica que podem indicar a presenca de espécies cripticas. Em termos
populacionais, as unicas espécies que apresentaram divergéncia foram C. bocourti e C.
ornatus, sugerindo possivel diversidade criptica nas populacdes dessas espécies. Nosso estudo
representa a primeira investigacdo envolvendo a diversidade de linhagens do género
Callinectes na costa Amazonica brasileira, além de ser o primeiro estudo do género a utilizar
varios marcadores moleculares e diferentes métodos de analises. Os resultados revelaram que
espécies da regido apresentam padrdes genético inéditos e contrastantes, sugerindo possivel
diversidade criptica dentro do grupo. Nossos resultados ndo s6 preenchem uma lacuna
historica sobre o conhecimento dos Callinectes no litoral Amazdénico, mas também fornece
fundamentos para uma reavaliagdo taxonOmica em pesquisas futuras, além de servir de

subsidios para estratégias de manejo e conservagdo desse importante grupo de portunideos.
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Introduciao

O género Callinectes Stimpson, 1860 pertence a ordem Decapoda, a mais diversa do
subfilo Crustacea (De Grave et al. 2023). Esses crustaceos tém ampla distribui¢ao geografica,
com registros nos oceanos Indico, Pacifico e Atlantico (Williams 1973). Atualmente, sdo
reconhecidas 15 espécies validas (Robles et al. 2024), das quais oito ocorrem no Brasil
(Coelho et al. 2008; Boos et al. 2012; Pinheiro et al. 2016) e quatro no litoral do Maranhao,
regido oriental da costa Amazdnica brasileira (Coelho e Ramos-Porto, 1980; Sousa et al.
2015).

Como representantes da macrofauna béntica, o género Callinectes desempenha um
papel ecologico relevante por atuarem como estabilizadores da cadeia tréfica em ambientes
estuarinos e marinhos, influenciando diretamente a abundancia de outras espécies no
ecossistema em que estdo inseridos (Braga et al. 2021). Além disso, s3o animais de grande
interesse econdmico no Brasil, sendo utilizados como recurso alimentar pesqueiro de
comunidades tradicionais costeiras, que deles dependem para subsisténcia (Pita et al. 1985;
Mantelatto e Fransozo, 1999; Branco e Masunari 2000; Branco ¢ Fracasso 2004; Severino-
Rodrigues et al. 2012; Pestana et al. 2020; Anacleto et al. 2024).

Apesar da sua importancia ecoldgica e socioecondmica, as informagdes sobre a
taxonomia e diversidade desse grupo ainda permanecem pouco esclarecidas (Robles et al.
2024). Um dos principais desafios estd relacionado a similaridade entre algumas espécies, o
que dificulta a sua correta distingdo. Além disso, a exclusdo de individuos juvenis e fémeas
das chaves de identificacdo implica na subestimacdo ou superestimacdo da diversidade real
desse grupo (Lane-Medeiros et al. 2021). Tais aspectos dificultam a diferenciacdo entre
espécies, tornando os critérios morfologicos, em determinadas situagdes, insuficientes para a

delimitagdo taxondmica.
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Nesse contexto, os métodos moleculares tém se mostrado cada vez mais Uteis na
delimitagdo de espécies (Hebert et al. 2003). Isso se deve ao fato de que as andlises
morfoldgicas em conjunto com as analises de DNA fornecem uma base solida e eficiente na
determinagdo da identidade taxondmica de crustaceos (ex. Mancinelli et al. 2017; Lee et al.
2020; Varela et al. 2021; Marco-Herrero; Cuesta; Gonzalez-Gordillo, 2021)

Para além da identificacdo de espécie, os dados moleculares também sdo comumente
empregados em estudos filogenéticos de Callinectes, seja na reconstrugdo de sua filogenia
(Robles et al. 2007; Robles et al. 2024), seja em andlises populacionais (ex. Weber; Levy,
2000; Peres et al. 2020; 2022). Em termos populacionais, tém sido observados padrdes
distintos de diversidade genética entre populagdes de diferentes espécies de Callinectes. No
litoral brasileiro, por exemplo, as espécies C. ornatus e C. danae apresentam padrdes de
diversidade genética contrastantes: C. ornatus apresenta populagdes com alta diferencia¢ao
genética (Peres et al. 2022), enquanto C. danae apresenta baixa diferenciacdo genética ao
longo da sua distribuicdo (Peres et al. 2020). Um padrdo de divergéncia genética também foi
observado nas populacdes de C. sapidus que possui duas linhagens evolutivas ocorrendo em
simpatria em estuarios brasileiros (Rodrigues et al. 2017).

Diante dos padrdes genéticos contrastantes apresentados por algumas espécies de
Callinectes do litoral brasileiro e da auséncia de estudos filogenéticos sobre esse género na
Costa Amazonica maranhense, ¢ possivel que esta regido possa abrigar linhagens evolutivas
cripticas ou revelem padrdes proprios de diversidade ainda ndo documentados. Portanto, o
objetivo desse trabalho foi investigar as linhagens evolutivas do género Callinectes na
extremidade leste da Costa Amazonica brasileira. A investigagdo sobre essa lacuna pode
fornecer subsidios para a compreensdo sobre a diversidade real de espécies desse grupo, e

permitir a implementacao de estratégias de manejo e conservagao mais adequadas.
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Materiais e métodos
Area de estudo e coletas

Os animais foram obtidos por meio da busca ativa (utilizando rede de arrasto e coleta
manual) e por aquisi¢do nos principais pontos de desembarque pesqueiros em sete municipios
(Sao Luis, Paco do Lumiar, Raposa, Sdo José de Ribamar, Cedral, Cururupu e Paulino Neves)
localizados no Estado do Maranhao, Brasil (Fig. 1). Apos a coleta, os siris foram eutanasiados
pelo processo de resfriamento em gelo, acondicionados em sacos plasticos etiquetados,
colocados em caixas de isopor refrigeradas e transportados ao laboratorio. Além disso,
também foram utilizadas amostras de Callinectes ornatus coletadas no municipio de sdo José

de Ribamar, cedidas pela Cole¢ao Carcinoldgica da Universidade de Sao Paulo (USP).
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Fig. 1 Pontos amostrais das coletas de espécies de siris do género Callinectes na costa do

Maranhao (leste do litoral amazonico brasileiro).
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Conformidade com os padroes éticos

O estudo esta em conformidade com os padrdes éticos da legislacdo brasileira. Nao
houve a necessidade de submeter este projeto a um comité de ética uma vez que a Lei Arouca
(Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008) e outras resolu¢des normativas que tratam sobre o uso e
cuidados de animais em pesquisas cientificas ndo abordam a utiliza¢do de invertebrados. A
coleta e transporte dos siris foi realizada mediante a autorizacdo do Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) emitida por meio do Sistema de Autorizagdo
(SISBio) sob as licencas n® 26334-4 e 83715-1. Todos os exemplares coletados e sua
destinagdo a colegdo zooldgica serdo registrados na plataforma SISGEN (Sistema de gestao

do patriménio genético).

Triagem do material biologico e identificacio morfologica

Para as andlises do DNA, uma por¢ao do tecido muscular fresco foi retirada da regido
dos quelipedos. Os tecidos foram transferidos para tubos contendo etanol absoluto e
armazenados em freezer a -20°C. A identificacdo morfoldgica foi conduzida com base nas
literaturas especializadas propostas por Williams (1974), Manning e Holthuis (1981),
Rodriguez (1982), Melo (1996) e Fransen (2014).

ApoOs esse processo, os siris foram fotografados e em seguida fixados em formol a
10%, conservados em etanol 70%, e posteriormente, depositados na colecdo bioldgica da
CoFauMa (Colecao de Tecidos € DNA da fauna maranhense) da Universidade Estadual do
Maranhdo (UEMA), sob o nimero de tombo prefixado em CFMCR. As fotografias foram
editadas no software livte GIMP 3.0.2-1 (GNU Image Manipulation Program EUA),
utilizando os valores RGB (vermelho, verde e azul) na caracterizagdo da coloracao das

estruturas corporais dos exemplares.
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Identificacio molecular

A extracdo de DNA foi realizada pelo método proposto por Aljanabi e Martinez
(1997) com adaptagdes. Apds a extragdo, foi realizada a quantificacdo das amostras utilizando
o espectrofotdometro NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific) para verificar a
concentragdo e pureza do DNA. Além disso, a qualidade do DNA foi avaliada por meio da
técnica de eletroforese em gel de agarose 0,8%, com visualizagdo em transluminador de LED.
Os fragmentos de quatro marcadores mitocondriais (Citocromo ¢ oxidase subunidade I, 12S
rRNA, 16S rRNA, Citocromo b) ¢ um marcador nuclear (ATP/ADP translocase) foram
amplificados pelo método de PCR (Reacdo em cadeia de polimerase) em reacdes com volume
final de 25uL contendo 1X taq Buffer, 1,5 mM MgCl2, 200 uM DNTP, primers a 0,3 uM, 1U
de taq polimerase, DNA molde a 50 ng e agua ultrapura. As amplificagdes em 35 ciclos com
as seguintes temperaturas: desnaturagao a 94°C por 5 minutos, anelamento 45°C - 60°C 40
segundos e extensao a 72°C por 1 minuto (Tabela 1). A eficiéncia da amplificagdo foi
verificada em eletroforese de gel de agarose 1% com marcador de peso molecular. As
amplificagdes foram purificadas com kit comercial e sequenciadas pelo método de terminagao

de cadeia em sequenciador de DNA automatico de uma empresa terceirizada.

Analises das sequéncias

As sequéncias forward foram avaliadas visualmente no software Bioedit 5.0.9 (Hall
1999), consideramos como sequéncia de qualidade aquelas que apresentaram picos bem
definidos, auséncia de ruidos e sobreposi¢do. Além disso, foram corrigidos manualmente,
eventuais erros em regides onde o sequenciamento nao soube determinar claramente os
nucleotideos. As sequéncias geradas para cada marcador foram contrastadas com as
sequéncias das mesmas espécies disponiveis nos bancos de dados publicos BOLD Systems
(Barcoding of Life Data Base) e Genbank (National Center for Biotechnology Information),

porém apenas os marcadores COI e 16S foram utilizados para confirmar o status taxondmico
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devido a maior representatividade de sequéncias disponiveis. No caso dos outros marcadores,
embora ndo tenham sido utilizados na identificagdo das espécies, serviram para avaliar sua
eficiéncia na formagdo dos grupos nas arvores filogenéticas e, consequentemente,
possibilitaram a geracdo de sequéncias inéditas para o grupo. Todas as sequéncias de COI
produzidas em nosso estudo foram depositadas na base de dados publica BOLD Systems e, as

dos outros marcadores, no GenBank.
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Tabela 1 Informagdes detalhadas sobre os primers e suas condi¢des de amplificagdo em espécies de Callinectes da costa amazonica brasileira.

Primer Sequéncias (5’-3°) Tamanho Temperatura de Referéncias
(pb) anelamento (°C)

LCO1490! F - GGTCAA CAAATCATAAAGATATTGG 658 45 Folmer et al. (1994)
HCO2198 R - TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
COH6 ! F-TADACTTCDGGRTGDCCAARAYCA 700 50 Schubart e Huber(2006)
COL6b R-ACAAATCATAAAGATATYGG
16SH2 F-AGATAGAAACCAACCTGG 600 46 Schubart et al. (2000a; 2000b)
16SL2 R- TGCCTGTTTATCAAAAACAT
Csap 12s—F IV F-CCAGGTTCACTTTCCAGTAA 790 50 Feng et al. (2017)
Csap 12s — R R-ATGAGAGTTGTAGCGGGTAA
CITB — 144F ¥ F-TGAGSNCARATGTCNTWYTG 430 48 Merritt et al. (1998)
CIT B — 270F R-AANAGGAARTAYCAYTCNGGYTG
ANT3E VI F- CTT GCT GTATTG GAACCCTTT 486 60 Palumbi et al. (1991)
ANT4R R- GAG CCTTTG AGC AACTGA CC

Lell Citocromo ¢ oxidase subunidade I; 16S rRNA; WVios rRNA; V Citocromo b; VI ATP/ADP Translocase.
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Construcio de arvores filogenéticas e calculo de distincias genéticas

As sequéncias geradas em nosso estudo e as disponiveis nos bancos de dados para as
espécies de Callinectes foram alinhadas com o algoritmo Clustal W (Thompson et al. 1994)
do programa Bioedit (Hall 1999) e editadas manualmente. As informagdes detalhadas sobre as
sequéncias geradas neste estudo e as sequéncias extraidas dos bancos de dados estdo
disponiveis (Tabela suplementar 1).

As distancias genéticas foram calculadas usando o modelo Kimura-2-pardmetros
(K2P) (Kimura 1980) no software MEGA 6.0 (Tamura et al. 2013). Esse modelo considera a
taxa de mudanga entre purinas e pirimidinas (transversdo) e diferencas das alteragdes dentro
das purinas ou pirimidinas (transi¢des) (Caldart et al. 2016; Kaur e Sharma 2021). As arvores
filogenéticas foram construidas utilizando dois métodos: Mdxima verossimilhangca (ML) e
Inferéncia Bayesiana (Felsenstein 1973; Huelsenbeck e Ronquist 2001). O primeiro método
foi realizado no software RAXML (Stamatakis 2014; Edler et al. 2021) e o segundo, no
BEAST 1.10 (Suchard et al. 2018).

Levando em consideragdo que diferentes marcadores moleculares evoluem de maneira
distinta, a selecao do modelo de substitui¢cdo de nucleotideos ideal foi feita individualmente
para cada marcador. Essa selecdo foi realizada automaticamente pelo sofiware ModelTest
v.2.1.6 (Darriba et al. 2012) que utiliza, principalmente, dois critérios estatisticos para a
escolha do modelo evolutivo: o AICc (Corrected Akaike Information Criterion) para andlises
de Maxima Verossimilhanca (ML) e o BIC (Bayesian Information Criterion) para inferéncias
bayesianas. Foram analisadas combinagdes de dois modelos de substituicdo de nucleotideos:
modelo HKY (Hasegawa-Kishino-Yano, 1985) que diferencia taxas de substitui¢do entre
transicdo e transversdes; modelo GTR (General Time Reversible) que define que cada
mudanga no nucleotideo tenha taxas de substituicdo propria. Os modelos foram combinados

com a distribui¢do gama (+G), com sitios invariantes (+I) ou ambos (+G+I).

Processo Associado: 23129.003275/2026-00 Péagina 54/149



40

Para a construcdo das arvores filogenéticas por inferéncia bayesiana no software
BEAST, foram considerados os seguintes pardmetros: modelo de relégio molecular relaxado
com distribui¢do lognormal, uso de frequéncias de base empiricas e o processo de especiagao
de Yule (assumindo que cada linhagem possui uma taxa fixa de especiacdo ao longo do
tempo) como prior para as arvores, considerando 100 milhdes de geragdes — cuja topologias
foram verificadas a cada 1000 geragdes. Posteriormente, os parametros de ESS (Effective
Sample Size) foram avaliados no Tracer v1.6 (Rambaut et al. 2014), sendo considerado
satisfatorios valores acima de 200. As arvores resultantes desse processo foram sumarizadas
no TreeAnnotator (parte do pacote BEAST) com descarte dos primeiros 10% das amostras
como burn-in para obten¢do das arvores consenso.

As arvores de Maxima verossimilhanga (ML) tiveram o suporte dos nds estimados
pela técnica de bootstrap a partir de 1000 pseudoréplicas (Felsenstein 1985). Por fim, as
versoes finais das arvores foram visualizadas no software FigTree v1.4 (Rambaut 2018) e
editadas no programa de edicdo de graficos vetoriais livre Inkscape (https://inkscape.org/pt-
br/).

Para o enraizamento das arvores, sequéncias das espécies de caranguejos portunideos
do género Charybdis De Haan, 1833, Arenaeus cribrarius (Lamarck) e Portunus pelagicus
(Linnaeus, 1758) foram incluidas como grupo externo em nossa andlise filogenéticas dos
marcadores COI, 12S, 16S e Cyt b. Para o marcador ATP/ ADP translocase, cujo
sequenciamento de amostras da espécie Charybdis hellerii (A. Milne-Edwards, 1867) ndo foi
bem-sucedido e para os quais ndo havia sequéncias disponiveis nos bancos de dados para esta
espécie, foram utilizadas sequéncias disponiveis em bancos de dados publicos de Portunus

trituberculatus (Miers, 1876) e Scylla paramamosain Estampador, 1950.
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Construcao das redes de haplotipos

A diversidade de haplotipos foi estimada utilizando o software DnaSP v6 (Rozas et al.
2017). Para representar as relagdes evolutivas entre os haplotipos de cada marcador, foram
construidas redes utilizando o método Median-Joining (Bandelt et al. 1999) implementado no

programa PopART v1.7 (Leigh e Bryant 2015).

Modelos de delimitacio de espécies

Para realizar a analise de delimitagcdo de espécies, foram utilizados quatro modelos:
ABGD, ASAP, PTP e GMYC. Para todos os modelos de delimitacdo, foram utilizados os
alinhamentos das sequéncias produzidas neste estudo, bem como aquelas disponiveis em
bancos de dados publicos referentes ao gene citocromo oxidase subunidade I.

O método ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery) (Puillandre et al. 2012), foi
executado por meio da plataforma online (ht
(https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/asapweb.html), na qual foi selecionado o modelo de
distancia (p-distance), que calcula a proporcao de diferengas entre as sequéncias. Além disso,
foram mantidos os pardmetros padrido da plataforma: valor minimo e méximo de divergéncia
intraespecifica (Pmin = 0,001, Pmax = 0,1); numero de etapas recursivas e quantidade de
intervalo (= 10, NBins = 20); largura relativa da lacuna (gap width= 1,5). O método ASAP
(Assemble Species by Automatic Partitioning) (Puillandre et al. 2020) também foi aplicado
via servidor online (o mesmo servidor utilizado no método ABGD) com o mesmo
alinhamento como entrada. Para o célculo das distancias genéticas, foi selecionado o modelo
de substituicdo Kimura 2-Parametros (K80), fixada em 2.0 (valor que representa a razdo entre
a taxa de transicdes e a taxa de transversdes).

Em relagdo ao modelo PTP (Poisson Tree Processes) (Zhang et al. 2013), ultilizamos

como arquivo de entrada a arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga gerada no

software RAXM. O teste de delimitag@o foi realizado na plataforma online (https://species.h-
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its.org/) considerando os parametros padrdes sugeridos pelo servidor. No caso do modelo
GMYC (Generalized Model Yule Coalescent), utilizamos como arquivo de entrada a arvore
ultramétrica por inferéncia bayesiana construidas no software BEAST, considerando os
parametros mencionados na sessdo de andlise filogenética. A delimitacdo de espécies foi
realizada no software R v. 4.1.0 (Venables et al. 2021) utilizando os pacotes APE e Splits na

inferéncia.
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Resultados
Identificacdo morfologica

Foram coletados 117 espécimes de siris do género Callinectes. Deste total, 50 foram
incluidos nas analises filogenéticas: 25 identificados como Callinectes bocourti Milne-
Edwards, 13 como Callinectes danae Smith, 1869, seis como Callinectes exasperatus
Gerstaecker, 1856, trés como Callinectes ornatus Ordway, 1863, e trés identificados como
Callinectes marginatus (A. Milne-Edwards, 1861) (Fig. 2). Apesar da ocorréncia registrada

para o litoral maranhense, ndo foram coletadas amostras de Callinectes sapidus.

Variacoes morfologicas

Durante a identificagdo a maioria dos espécimes examinados apresentaram padrdes
morfoldgicos e de coloragdo consistentes com o que ¢ descrito na literatura, sem variagdes
significativas, exceto para C. bocourti ¢ C. exasperatus que apresentaram variagdes em sua
coloragdio. Em C. bocourti, a coloragdo tipica da maioria dos exemplares foi
predominantemente marrom-escuro e cinza-escuro (Fig. 2A), mas alguns exemplares
apresentaram tons predominantes de vermelho-escuro e preto distribuidos na carapaga,
quelipodos e pernas de caminhada. Em relagdo a C. exasperatus, os exemplares apresentaram
coloragdo diferente do que ¢ descrito na literatura, apresentando tons predominantemente
cinza-escuro e azul-escuro distribuidos na carapaga, quelipodos e pernas de caminhada (Fig.

2E).
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Fig. 2 Fotografia de espécimes do género Callinectes da costa Amazonica brasileira. a - Vista
dorsal de Callinectes bocourti. b - Vista ventral de Callinectes bocourti (zoom dos gonopodes
do macho); c - Vista dorsal de Callinectes danae. d - Vista ventral de Callinectes danae (zoom
dos gondpodes do macho); e - Vista dorsal de Callinectes exasperatus. f- Vista ventral de
Callinectes exasperatus (zoom dos gonopodes do macho); g - Vista dorsal de Callinectes
ornatus. h - Vista ventral de Callinectes ornatus (zoom dos gonopodes do macho); i - Vista
dorsal de Callinectes marginatus. j - Vista ventral de Callinectes marginatus (zoom dos

gonopodes do macho.
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Identificacio molecular e analises filogenéticas

Foram produzidas 47 sequéncias de DNA, sendo 43 para o DNA mitocondrial (COI,
128, 16S, Cyt b) e quatro para o DNA nuclear (ATP/ADP Translocase). Os resultados para
cada marcador molecular serdo apresentados em subsecdes abaixo.

Citocromo c oxidase subunidade I

As 21 sequéncias produzidas confirmaram o status taxondmico (98.27% a 100% de
similaridade no BOLD ¢ GenBank) de todas as espécies identificadas morfologicamente,
exceto C. marginatus, cuja identificagdo ndo foi conclusiva em nenhum dos bancos de dados,
apresentando indices de similaridade altos tanto para C. marginatus (99.84%) quanto para C.
larvatus (99.20%) (Tabela 3).

Um alinhamento com comprimento médio de 620 pb foi gerado a partir de 18
sequéncias (trés foram eliminadas devido ao pequeno tamanho em relagdo as outras): cinco
sequéncias de C. bocourti, trés de C. danae, cinco de C. exasperatus, trés de C. marginatus e
duas de C. ornatus. Além disso, foram incorporadas nas analises 60 sequéncias dos bancos de
dados BOLD e GenBank correspondentes as mesmas espécies coletadas neste estudo e outras
espécies do género Callinectes.

A arvore filogenética estimada a partir deste alinhamento mostrou que cada uma das
espécies forma grupos monofiléticos exclusivos, com exce¢ao de C. marginatus e C. larvatus,
que juntas formam um Unico clado (Fig. 3). A topologia da arvore indica ainda a presenca de
duas linhagens principais, ambas com suporte moderado. O Grupo I ¢ formado por oito
espécies: C. danae, C. similis, C. arcuatus, C. ornatus, C. pallidus, C. exasperatus, C.
marginatus ¢ C. larvatus. O grupo Il é formado por cinco espécies: C. sapidus, C. toxotes, C.
rathbunae, C. amnicola e C. bocourti. Callinectes bellicosus ndo agrupa em nenhum dos dois

grupos principais. A filogenia revela que a maioria das espécies que ocorrem no Maranhdo
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compartilha agrupamentos com populagdes de outras regides do Brasil e do Caribe, com
pouca ou nenhuma diferenciagdo genética (Fig. 3, Tabela 3).

As distancias genéticas pareadas entre as espécies coletadas no Maranhdo variou de
13% (C. danae x C. exasperatus) a 18% (C. marginatus x C. exasperatus) (Tabela 3). As
distancias genéticas entre as espécies do Maranhdao com as de outros locais no Brasil e
exterior foram de 6% (C. aminicola x C. exasperatus) a 18% (C. aminicola x C. bocourti)

(Tabela 3).

Processo Associado: 23129.003275/2026-00 Péagina 62/149



48

Tabela 2 Similaridade (%) das sequéncias de COI das espécies de Callinectes coletadas com as sequéncias dos bancos de dados BOLD e

GenBank.

IDENTIFICACAO IDENTIFICACAO MOLECULAR
MORFOLOGICA
BOLD % GenBank %
Callinectes bocourti Callinectes bocourti 100 Callinectes bocourti 100
Callinectes bocourti - 100 - 99.82
Callinectes bocourti - 100 - 99.38
Callinectes bocourti - 100 - 98.02
Callinectes bocourti - 100 - 98.49
Callinectes bocourti - 99.43 - 98.31
Callinectes danae Callinectes danae 100 Callinectes danae 100
Callinectes danae - 100 - 98.39
Callinectes danae - 100 - 99.30
Callinectes danae - 100 - 98.93
Callinectes danae - 99.66 - 98.72
Callinectes exasperatus Callinectes exasperatus 100  Callinectes exasperatus 100
Callinectes exasperatus - 100 - 98.96
Callinectes exasperatus - 99.52 - 98.27
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IDENTIFICACAO
MORFOLOGICA

IDENTIFICACAO MOLECULAR

BOLD

%

GenBank

%

Callinectes exasperatus
Callinectes exasperatus

Callinectes marginatus

Callinectes marginatus

Callinectes marginatus

Callinectes ornatus

Callinectes ornatus

Callinectes larvatus
Callinectes marginatus
Callinectes larvatus
Callinectes marginatus

Callinectes ornatus

99.50
99.84
99.84

99.82
99.68

99.81

99.82

Callinectes larvatus
Callinectes marginatus
Callinectes larvatus
Callinectes larvatus
Callinectes marginatus

Callinectes ornatus

98.71
99.53
99.84

99.20
98.88

99.76

99.85
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As sequéncias de COI de Callinectes danae de amostras do Maranhdo agruparam em
um unico clado (com alto suporte) com sequéncias de amostras de outros Estados do Brasil
(do Amapa ao Rio Grande do Sul) e paises do Caribe (Coldmbia e Panama) sem indicagao de
diferenciagdo genética populacional, uma vez que as distancias genéticas foram baixas (Fig.
3, Tabela 3). As sequéncias de C. exasperatus do Maranhiao também agruparam em um Unico
clado (com alto suporte) com sequéncias dessa mesma espécie do Brasil (Sao Paulo) e dos
Estados Unidos, com pouca divergéncia genética entre elas (Fig. 3, Tabela 3). O mesmo
ocorreu para C. marginatus do Maranhao em relagdo as sequéncias dessa espécie com origem
no Brasil (Rio Grande do Norte) e Estados Unidos.

A sequéncia de COI de Callinectes bocourti do Maranhdo agrupou com as outras
sequéncias dessa espécie no Brasil (Amapa, Sdo Paulo) e Caribe (Venezuela, Colombia,
Costa Rica e Porto Rico), formando um clado monofilético subdivido em subclados com
suporte moderado e alto (Fig. 3), indicando a presenga de diferentes linhagens dentro dessa
espécie. No caso das amostras de C. bocourti do Maranhdo, estas fazem parte de dois
subclados bem suportados: um deles formado com amostras somente do Maranhdo e outro
grupo formado com amostras do Maranhdo e do Amapa (Fig. 3). Esses dois subclados tem
divergéncia de 1.1% entre si. A diferencia¢do genética entre as amostras de C. bocourti ¢ mais
baixa dentro da Costa Norte (Maranhdo x Amapd = 1.1%) em comparacdo a Sao Paulo
(2.3%). Na comparacdo com as populagdes do Caribe, as distancias genéticas também
indicaram divergéncia populacional variando de 1.5% a 1.9 % (Tabela 3).

O clado de C. ornatus também ¢ subdividido em subclados distintos (com suporte alto):
um formado com sequéncias de amostras do Maranhdo e de outros Estados do Brasil
(Pernambuco ao Rio Grande do Sul) e paises do Caribe (Guiana Francesa e Saint Martin) e
outro clado formado apenas por amostras dos Estados Unidos, Trinidade e Tobago e México

(Fig. 3). As distancias genéticas entre esses subclados foi de 6% (Tabela 3).
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MG462545.1 Callinectes exasperatus United States
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204 ICABRO020-25 Callinectes marginatus Brazil MA
JCABR022-25 Callinectes marginatus Brazil MA
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KY940209.1 Callinectes hocourti Costa Rica
MG462555.1 Callinectes bellicosus Mexico -
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MHO087696.1 Arenaeus cribrarius

——

97/100

q ] ||

Fig. 3 Arvore filogenética combinada (Mdxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana) construida a partir de sequéncias do gene Citocromo ¢
oxidase subunidade I das espécies do género Callinectes. As barras laterais 1 e II representam as duas principais linhagens evolutivas de
Callinectes; as barras coloridas demonstram os resultados dos métodos de delimitagao de espécies (ABGD, ASAP, PTP, GMYC). Valores sobre
0s nos representam bootstrap e probabilidade posterior, respectivamente. A cor azul representa as sequéncias das espécies coletadas no Maranhao

(costa Amazodnica brasileira).
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Tabela 3 Distancias genéticas Kimura 2-parametros para o marcador COI das espécies de
Callinectes que ocorrem no Maranhdo (costa amazoOnica brasileira) e de outras retiradas do
GenBank (MA: Maranhao; AP: Amap4d; SP: Sdo Paulo; RS: Rio Grande do Sul; RJ: Rio de
Janeiro; SC: Santa Catarina; PA: Para; CE: Ceara; PE: Pernambuco; BA: Bahia; AL: Alagoas;
PR: Parana; ES: Espirito Santo; RN: Rio Grande do Norte; SE: Sergipe). Na diagonal

principal, em negrito, estdo os valores de divergéncia intragrupo.

1 2 3 4 5
1-C. bocourti Brazil MA 1.1
2-C. danae Brazil MA 0,166 0,3
3-C. exasperatus Brazil MA 0,170 0,137 1,0
4-C. marginatus Brazil MA 0,161 0,159 0,182 0,6
5-C. ornatus Brazil MA 0,180 0,122 0,179 0,182 3,2
C. amnicola Ghana 0,050 0,169 0,191 0,173 0,181
C. arcuatus Costa Rica 0,176 0,073 0,159 0,162 0,115
C. arcuatus Honduras 0,172 0,074 0,156 0,164 0,112
C. arcuatus Nicaragua 0,176 0,073 0,156 0,160 0,114
C. bellicosus Mexico 0,169 0,185 0,175 0,173 0,192
C. bocourti Brazil AP 0,014 0,163 0,167 0,152 0,180
C. bocourti Brazil SP 0,021 0,167 0,172 0,163 0,187
C. bocourti Venezuela 0,010 0,165 0,172 0,161 0,184
C. bocourti Colombia 0,008 0,167 0,167 0,159 0,186
C. bocourti Costa Rica 0,008 0,167 0,171 0,163 0,185
C. bocourti Puerto Rico 0,015 0,169 0,170 0,161 0,188
C. danae Brazil PA 0,166 0,003 0,138 0,157 0,121
C. danae Brazil AP 0,164 0,004 0,140 0,154 0,120
C. danae Brazil CE 0,169 0,004 0,140 0,159 0,124
C. danae Brazil BA 0,169 0,004 0,136 0,159 0,124
C. danae Brazil PE 0,169 0,004 0,140 0,154 0,120
C. danae Brazil RN 0,166 0,004 0,140 0,159 0,124
C. danae Brazil AL 0,166 0,002 0,138 0,157 0,122
C. danae Brazil ES 0,166 0,002 0,138 0,157 0,122
C. danae Brazil R] 0,166 0,002 0,138 0,157 0,122
C. danae Brazil SP 0,163 0,002 0,135 0,157 0,124
C. danae Brazil PR 0,166 0,002 0,138 0,157 0,122
C. danae Brazil RS 0,168 0,005 0,142 0,161 0,121
C. danae Brazil SC 0,166 0,004 0,138 0,157 0,122
C. danae Colombia 0,166 0,002 0,138 0,157 0,122
C. danae Panama 0,165 0,004 0,140 0,159 0,124
C. danae Saint-Martin 0,166 0,002 0,138 0,157 0,122
C. danae United States 0,166 0,003 0,138 0,157 0,121
C. exasperatus Brazil SP 0,169 0,131 0,007 0,177 0,175
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1 2 3 4 5
C. exasperatus United States 0,169 0,135 0,008 0,182 0,179
C. marginatus Brazil RN 0,160 0,157 0,182 0,003 0,183
C. larvatus Panama 0,161 0,159 0,184 0,005 0,184
C. marginatus Brazil RN 0,160 0,157 0,182 0,003 0,183
C. marginatus Mexico 0,159 0,156 0,181 0,003 0,182
C. marginatus United States 0,158 0,155 0,180 0,005 0,185
C. ornatus Brazil PE 0,156 0,091 0,149 0,150 0,027
C. ornatus Brazil RN 0,154 0,093 0,148 0,148 0,025
C. ornatus Brazil SE 0,159 0,103 0,159 0,160 0,012
C. ornatus Brazil ES 0,165 0,107 0,163 0,163 0,012
C. ornatus Brazil RJ 0,162 0,105 0,159 0,160 0,010
C. ornatus Brazil SP 0,161 0,095 0,153 0,154 0,028
C. ornatus Brazil SC 0,165 0,104 0,161 0,163 0,010
C. ornatus Brazil RS 0,166 0,103 0,162 0,165 0,010
C. ornatus French Guiana 0,160 0,097 0,152 0,152 0,027
C. ornatus Saint-Martin 0,165 0,101 0,156 0,158 0,010
C. ornatus Trinidad and Tobago 0,168 0,108 0,165 0,164 0,079
C. ornatus Mexico 0,168 0,108 0,165 0,164 0,079
C. ornatus United States 0,168 0,108 0,165 0,164 0,079
C. pallidus Ghana 0,154 0,139 0,084 0,175 0,163
C. rathbuanae United States 0,051 0,171 0,175 0,176 0,185
C. sapidus Costa Rica 0,122 0,168 0,150 0,175 0,188
C. sapidus United States 0,122 0,152 0,151 0,172 0,194
C. sapidus Ttaly 0,122 0,154 0,153 0,177 0,196
C. sapidus Turkey 0,122 0,154 0,155 0,177 0,196
C. similis United States 0,169 0,017 0,148 0,152 0,121
C. toxotes Equador 0,097 0,199 0,173 0,183 0,198
C. toxotes Nicaragua 0,097 0,197 0,177 0,182 0,197
Charybdis hellerii 0,197 0,221 0,219 0,203 0,247
Arenaeus cribrarius 0,183 0,205 0,211 0,179 0,224
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Citocromo b

Um alinhamento com comprimento de 330 pb foi gerado a partir de 12 sequéncias
produzidas neste estudo (C. bocourti, C. danae, C. exasperatus ¢ C. ornatus) e cinco do
Genbank para outras espécies do género (C. arcuatus, C. bellicosus e C. sapidus). A arvore
filogenética mostrou uma organizac¢ao de clados com suporte estatistico alto correspondentes
a cada espécie (Fig. 4), com a formag¢do de grupos monofiléticos exclusivos para C.
exasperatus, C. ornatus e C. bocourti.

No caso de C. bocourti, além da formagdo de um grupo monofilético com suporte
elevado, foi observada a formacao de dois subclados com suporte moderado e alto, a exemplo
do que foi na arvore de COI, indicando a presenca de diferentes linhagens dentro da espécie
(2.6% de divergéncia). Esses dois subclados sdo formados por amostras de duas regides
diferentes: clado 1 ¢ formado por amostras da Baia de Sao José e Sdo Marcos; e clado 2 ¢
formado apenas pela Baia de Sao José¢. Em termos populacionais, observou-se uma distancia
genética intragrupo de 1.8% e 0.3% entre as sequéncias que compdem, respectivamente, 0s
dois clados de C. bocourti do Maranhdo (Tabela 4), indicando a presenga de divergéncia
genética para esta espécie no Estado.

As distancias genéticas entre as espécies coletadas no Maranhdo variaram de 15% (C.
danae x C. exasperatus) a 20% (C. danae x C. bocourti). As distancias genéticas entre as
espécies do Maranhdo e as do México foram de 13% (C. ornatus x C. arcuatus) a 20% (C.

bocourti x C. arcuatus) (Tabela 4).
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PV761122.1 Callinecte exasperafus Brazil MA
PV761121.1 Callinectes exasperatus Brazil MA
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00100[ AY465908.1 Callinectes bellicosus Mexico

— 5076} AY465910.1 Callinectes bellicosus Mexico
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PV761114.1 Callinectes bocourti Brazil MA

31/39]

61/76 46/84]

97/62]

——AY465916.1 Callinectes sapidus Mexico
ﬂi KP067827.1 Charybdis granulata
KP067831.1 Portunus pelagicus

0.08

Fig. 4 Arvore filogenética combinada (Mdxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana)
construida a partir de sequéncias do gene Citocromo b das espécies do género Callinectes.
Valores sobre os nds representam bootstrap e probabilidade posterior, respectivamente. A cor
azul representa as sequéncias das espécies coletadas no Maranhdo (costa Amazodnica

brasileira).
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Tabela 4 Distancias genéticas Kimura 2-pardmetros para o Citocromo b das espécies de

Callinectes que ocorrem na costa amazodnica brasileira e de outras retiradas do GenBank. Na

diagonal principal, em negrito, estdo os valores de divergéncia intragrupo.

1 2 2 3 4
1-C. bocourti Brazil MA 2 1,8
2-C. bocourti Brazil MA 1 0,026 0,3
3-C. danae Brazil MA 0,209 0,200 -
4-C. exasperatus Brazil MA 0,211 0,202 0,155 1.4
C. ornatus Brazil MA 0,197 0,181 0,184 0,1631 1,2
C. arcuatus Mexico 0,208 0,206 0,190 0,1822 0,132
C. bellicosus Mexico 0,178 0,165 0,181 0,1973 0,172
C. sapidus Mexico 0,157 0,147 0,162 0,1843 0,177
Charybdis granulata 0,217 0,212 0,210 0,2103 0,209
Portunus pelagicus 0,213 0,209 0,182 0,1921 0,210
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16S rRNA

Para este marcador, um alinhamento com comprimento de 510 pb foi gerado a partir
de oito sequéncias produzidas para as espécies do Maranhdo (C. bocourti, C. danae, C.
exasperatus ¢ C. marginatus) e outras 41 disponiveis no banco de dados do Genbank para
essas mesmas espécies e outras do género. A arvore filogenética do 16S também mostrou, a
exemplo do COI, grupos monofiléticos com suportes moderados a altos correspondentes a
cada espécie, A excecdo foi o agrupamento de C. marginatus e C. larvatus, que, ao contrario
das demais espécies, ndo formaram clados separados, mas sim um Unico grupo bem
sustentado, a exemplo do que ocorreu na arvore de COI (Fig. 5).

Assim como o COI, a topologia da arvore indica a presenca de duas linhagens
principais, diferindo do COI pela presenca de C. bellicosus no Grupo I e a auséncia de
sequéncias disponiveis para C. pallidus ¢ C. amnicola. O Grupo I ¢ formado por oito espécies:
C. danae, C. similis, C. arcuatus, C. ornatus, C. exasperatus, C. marginatus C. larvatus, C.
bellicosus; o Grupo II € formado por quatro espécies: C. sapidus, C. toxotes, C. rathbunae e
C. bocourti.

As distancias genéticas entre as espécies coletadas no Maranhdo variaram de 3.5% (C.
danae x C. exasperatus) a 8.2% (C. bocourti x C. marginatus). As distancias genéticas entre
as espécies do Maranhdo e as de outros locais no Brasil e exterior foram de 2% (C. arcuatus x
C. danae) a 9 % (C. sapidus x C. larvatus) (Tabela 5). Nenhuma das espécies coletadas no
Maranhdo apresentou grande divergéncia nesse marcador quando suas populagdes sao

comparadas com outras de localidades no Brasil e no exterior (Tabela 5).
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KY940143.1 Callinectes danae Colombia
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Fig. 5 Arvore filogenética combinada (Mdxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana)

construida a partir de sequéncias do gene 16S rRNA

das espécies do género Callinectes.

Valores sobre os nos representam bootstrap e probabilidade posterior, respectivamente. A cor

azul representa as sequéncias das espécies coletadas na costa Amazodnica brasileira.
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Tabela 5 Distancias genéticas Kimura 2-parametros para o marcador rRNA 16S das espécies
de Callinectes que ocorrem na costa amazonica brasileira e de outras retiradas do GenBank
(MA: Maranhao; AP: Amap4; SP: Sao Paulo; RS: Rio Grande do Sul; RJ: Rio de Janeiro; SC:
Santa Catarina; PA: Para; CE: Ceara; PE: Pernambuco; BA: Bahia; AL: Alagoas; PR: Parana;
ES: Espirito Santo; RN: Rio Grande do Norte.

1 2 3 4
1-C. bocourti Brazil MA
2-C. danae Brazil MA 0,074
3-C. exasperatus Brazil MA 0,073 0,037
4-C. marginatus Brazil MA 0,081 0,060 0,055
C. arcuatus Costa Rica 0,071 0,021 0,027 0,053
C. arcuatus Mexico 0,071 0,021 0,027 0,053
C. arcuatus Nicaragua 0,069 0,021 0,029 0,054
C. bellicosus Mexico 0,066 0,036 0,048 0,062
C. bocourti Brazil SP 0,000 0,074 0,073 0,081
C. bocourti Costa Rica 0,001 0,076 0,075 0,084
C. bocourti Venezuela 0,001 0,074 0,071 0,082
C. danae Brazil AP 0,072 0,004 0,039 0,057
C. danae Brazil PA 0,072 0,002 0,035 0,057
C. danae Brazil CE 0,075 0,002 0,037 0,059
C. danae Brazil BA 0,075 0,002 0,037 0,059
C. danae Brazil PE 0,072 0,006 0,041 0,064
C. danae Brazil RN 0,073 0,002 0,037 0,057
C. danae Brazil AL 0,077 0,004 0,039 0,061
C. danae Brazil ES 0,075 0,002 0,037 0,059
C. danae Brazil RJ 0,075 0,002 0,037 0,059
C. danae Brazil SP 0,075 0,001 0,037 0,059
C. danae Brazil PR 0,075 0,002 0,037 0,059
C. danae Brazil SC 0,075 0,002 0,037 0,059
C. danae Brazil RS 0,075 0,001 0,037 0,059
C. danae Colombia 0,075 0,002 0,037 0,059
C. danae Panama 0,075 0,002 0,037 0,059
C. danae Venezuela 0,073 0,002 0,037 0,057
C. exasperatus Brazil SP 0,079 0,038 0,003 0,053
C. exasperatus Venezuela 0,071 0,034 0,002 0,053
C. larvatus Brazil RN 0,077 0,055 0,051 0,003
C. larvatus Panama 0,077 0,055 0,051 0,005
C. larvatus Venezuela 0,077 0,055 0,051 0,003
C. ornatus Brazil PE 0,068 0,038 0,043 0,057
C. ornatus Brazil RN 0,068 0,038 0,043 0,057
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1 2 3 4
C. ornatus Brazil SP 0,068 0,038 0,043 0,057
C. ornatus Trinidad and Tobago 0,073 0,030 0,039 0,053
C. ornatus Venezuela 0,068 0,038 0,043 0,057
C. ornatus United States 0,085 0,040 0,050 0,063
C. rathbunae Mexico 0,007 0,070 0,066 0,082
C. sapidus Brazil SP 0,028 0,073 0,072 0,091
C. sapidus Venezuela 0,028 0,073 0,068 0,082
C. sapidus Costa Rica 0,030 0,071 0,070 0,084
C. sapidus United States 0,026 0,071 0,070 0,088
C. similis United States 0,073 0,008 0,031 0,057
C. toxtes Honduras 0,015 0,067 0,064 0,081
Charybdis helleri 0,171 0,166 0,165 0,169
Arenaeus cribrarius 0,136 0,148 0,148 0,142
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12S rRNA

Um alinhamento com comprimento de 380 pb foi gerado a partir de duas sequéncias
produzidas neste estudo para C. exasperatus ¢ 17 extraidas do banco de dados Genbank para
outras espécies do género. A arvore filogenética deste marcador ndo recuperou grupos
monofiléticos para C. bocourti, C. toxotes e C. sapidus (Fig. 6). Apesar de C. larvatus formar
um grupo monofilético, ndo foi possivel avaliar se, também no 12S, C. marginatus e C.
larvatus formam um tUnico grupo monofilético, pois ndo ha sequéncias de C. marginatus no
GenBank para este marcador € ndo obtivemos sucesso no sequenciamento dessa espécie, bem
como de outras espécies (C. bocourti, C. danae e C. ornatus) coletadas em nosso estudo.

Além disso, a arvore de 12S também evidenciou os mesmos dois grupos principais
presentes na filogenia do COI, diferindo deste pela presenga de C. bellicosus no Grupo 1. O
Grupo I é composto por sete espécies: C. danae, C. similis, C. exasperatus, C. larvatus, C.
arcuatus, C. ornatus e C. bellicosus. O grupo II é formado por cinco espécies: C. sapidus, C.
bocourti, C. toxotes, C. rathbunae e C. affinis.

As distancias genéticas entre C. exasperatus do Maranhao e outras espécies do género
variaram de 5.3% (C. exasperatus x C. danae) a 9 % (C. exasperatus x C. bocourti) (Tabela
6). As amostras de C. exasperatus do Maranhdo formaram um grupo monofilético com
amostra de C. exasperatus da Venezuela com alto suporte (Fig. 6). A distancia genética entre

as amostras do Maranhdo e da  Venezuela ¢ pequena (Tabela 6)
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Fig. 6 Arvore filogenética combinada (Mdxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana)
construida a partir de sequéncias do gene 12S rRNA das espécies do género Callinectes.
Valores sobre os nds representam bootstrap e probabilidade posterior, respectivamente. A cor

azul representa as sequéncias das espécies coletadas no Maranhdo (costa Amazodnica

brasileira).
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Tabela 6 Distancias genéticas Kimura 2-parametros para o marcador 12S rRNA das espécies

de Callinectes que ocorrem no Maranhdo (costa amazodnica brasileira) e de outras retiradas do

GenBank (MA: Maranhao; SP: Sao Paulo; RN: Rio Grande do Norte; CE: Ceard).

1 2 3 4
1.C. exasperatus Brazil MA
2.C. affinis Brazil CE 0,122
3.C. affinis Brazil RN 0,122 0,000
4.C. arcuatus Mexico 0,058 0,099 0,099
C. arcuatus Nicaragua 0,060 0,099 0,099 0,005
C. bellicosus Mexico 0,051 0,090 0,090 0,046
C. danae Brazil SP 0,048 0,090 0,090 0,026
C. danae Venezuela 0,048 0,090 0,090 0,026
C. exasperatus Venezuela 0,001 0,123 0,123 0,058
C. larvatus Venezuela 0,072 0,099 0,099 0,057
C. ornatus Brazil SP 0,054 0,106 0,106 0,032
C. ornatus Venezuela 0,054 0,106 0,106 0,032
C. rathbunae Mexico 0,116 0,013 0,013 0,099
C. sapidus United States 0,125 0,029 0,029 0,112
C. similis United States 0,042 0,084 0,084 0,021
C. toxotes Honduras 0,125 0,021 0,021 0,106
Charybdis hellerii 0,200 0,169 0,169 0,203
Arenaeus cribrarius 0,130 0,121 0,121 0,143
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ATP/ADP Translocase

Para este marcador, foi produzido um alinhamento com comprimento de 430 pb a
partir de quatro sequéncias produzidas neste estudo (C. danae, C. exasperatus ¢ C. bocourti) e
seis extraidas do banco de dados Genbank para outras espécies. A arvore filogenética nao
conseguiu recuperar clados monofiléticos exclusivos para todas as espécies analisadas (Fig.
7). As sequéncias de C. danae e C. exasperatus do Maranhdo agruparam-se em um clado
(suporte moderado) com distancias genéticas proximas de zero (Tabela 7). As distancias
genéticas entre as espécies do Maranhdo variaram de 0.2% a 1.6%, enquanto para as amostras

de C. sapidus e C. similis do México houve variagdo de 0.2% a 2.3% para este marcador.

PV807602.1 Callinectes danae Brazil MA
PV807604.1 Callinectes exasperatus Brazil MA

81/) py807603.1 Callinectes danae Brazil MA

76/ L K(C886533.1 Callinectes similis Mexico

100/

PV807601.1 Callinectes bocourti Brazil MA

L_KC886580.1 Callinectes sapidus Mexico

KM921660.1 Portunus trituberculatus

KF709943.1 Seylla paramamosain

0.007
Fig. 7 Arvore filogenética combinada (Mdxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana)
construida a partir de sequéncias do gene ATP/ADP Translocase das espécies do género
Callinectes. Valores sobre os noOs representam bootstrap e a probabilidade posterior,
respectivamente. Nao foram exibidos probabilidade posterior com valores inferiores a 0.1. A
cor azul representa as sequéncias das espécies coletadas no Maranhdao (costa Amazodnica

brasileira).
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Tabela 7 Distancias genéticas Kimura 2-pardmetros para o gene ATP/ADP Translocase das

espécies de Callinectes que ocorrem no Maranhdo (costa amazonica brasileira) e de outras

retiradas do GenBank.

1 2 3
1-C. exasperatus MA
2-C. bocourti MA 0,017
3-C. danae MA 0,000 0,017
C. similis México 0,003 0,020 0,003
C. sapidus México 0,015 0,023 0,015
Portunus trituberculatus 0,079 0,076 0,079
Scylla paramamosain 0,079 0,076 0,079
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Métodos de delimitacdes de espécies

Os quatro métodos de delimitagdo de espécies (ABGD, ASAP, PTP ¢ GMYC)
mostraram resultados semelhantes (Fig. 3). Os modelos de delimitacdo baseados em matrizes
de distancia (ABGD e ASAP) recuperaram 14 MOTUs. Parte dessas MOTUs mostrou
concordancia com as andlises morfologicas e com a identificagdo atribuida para as sequéncias
extraidas dos bancos de dados.

No entanto, foram observadas incongruéncias em determinados taxons, como ¢ o caso
das amostras de C. danae e C. marginatus. Callinectes danae e C. similis foram recuperadas
como uma unica MOTU (1.7% de distancia genética). O mesmo ocorreu para as amostras de
C. marginatus ¢ C. larvatus (0.3 e 0.5 % de distancia genética). Além disso, as amostras de
C. ornatus foram atribuidas a duas MOTUs (3% de distancia genética), uma contendo,
majoritariamente, amostras de diferentes localidades do Brasil (de Pernambuco ao Rio Grande
do Sul), incluindo as amostras do Maranhao; e outra contendo amostras de paises do Caribe e
dos Estados Unidos.

Os modelos de delimitacdo baseados em arvores filogenéticas (PTP e GMYC)
apresentaram resultados parecidos. O método PTP identificou 23 MOTUs, enquanto o GMYC
recuperou 22 MOTUs (Fig. 3). Parte dessas unidades mostrou concordancia com a anélise
morfologica e com a identificagdo atribuida para as sequéncias extraidas dos bancos de dados.
De modo geral, os resultados observados nestes dois modelos coincidem com os obtidos pelos
modelos baseados em distancia genética (ABGD e ASAP), especialmente no que diz respeito
as incongruéncias entre Callinectes danae e C. similis (detectadas apenas no método PTP),
bem como entre C. marginatus e C. larvatus que também agruparam em uma Unica MOTU.
No entanto, a configuracdo observada para C. ornatus foi diferente. Enquanto os modelos

ABGD e ASAP recuperaram apenas duas MOTUs, o GMYC identificou apenas trés,
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enquanto o PTP se destacou identificando um total de dez MOTUs distintas, sendo que destas
9 MOTU s distintas foram detectadas no conjunto de amostras majoritariamente do Brasil (de
Pernambuco ao Rio Grande do Sul).

O modelo GMYC foi o Unico a recuperar trés MOTUs para C. bocourti. A primeira ¢é
formada por amostras do Maranhdao e Amapa. A segunda inclui amostras do Maranhao,
Colombia, Porto Rico, Venezuela e Costa Rica. A terceira MOTUs ¢ formada por apenas uma
amostra de Sao Paulo. A divergéncia genética ¢ de 3% entre a MOTUs 1 e 2, e varia de 2% e
4% da MOTU 3 em relagdo a 2 e 1, respectivamente.

Embora as amostras de C. sapidus ndo fagam parte de nossa amostragem, as analises
realizadas a partir de sequéncias disponiveis nos bancos de dados revelam que todos os
modelos de delimitacdo (ABGD, ASAP, PTP e GMYC) recuperaram duas MOTUs: uma
contendo amostras dos Estados Unidos, Italia e Turquia, e outra com amostras da Costa Rica
(Fig. 3), apresentando divergéncia genética de 4% entre elas (Tabela 3).

As demais espécies analisadas, que também ndo fizeram parte da nossa amostragem,
foram delimitadas como MOTUs exclusivas, mostrando concordancia com a identificagao
atribuida as sequéncias extraidas nos bancos de dados. Dentre elas, Callinectes arcuatus
Ordway e Callinectes toxotes Ordway foram recuperadas em suas respectivas MOTUs: a
primeira recuperada com amostras da Nicaragua, Costa Rica e Honduras; e a segunda com
amostras da Nicardgua e Equador (Fig. 3). As espécies Callinectes pallidus (de Rochebrune,
1883), Callinectes amnicola (de Rochebrune, 1883), Callinectes rathbunae Contreras, 1930,
Callinectes bellicosus (Stimpson, 1859) também foram recuperadas em MOTUs exclusivas
(Fig. 3), porém cada uma esté4 representada por apenas uma sequéncia extraida dos bancos de

dados.
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Callinectes danae
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A rede de haplotipos construida com 69 sequéncias do gene COI de C. danae revelou

haplotipos distribuidos em uma topologia em forma de estrela (ou star shape) (Fig. 12). As

amostras do Maranhdo estdo representadas tanto por haplétipos exclusivos quanto por

haplotipos compartilhados com outras localidades brasileiras (Amapa ao Rio Grande do Sul) e

de fora do Brasil (Panamé, Colombia, Saint Martin e Estados Unidos), refor¢ando a auséncia

de estruturagdo genética e sugerindo alto fluxo génico entre populagdes ao longo da sua

distribuigdo (Fig. 12).

000000000000000000

O

1 sample

Callinectes danae-Brazil-MA
Callinectes danae-Brazil-PA
Callinectes danae-Brazil-AP
Callinectes danae-Brazil-CE
Callinectes danae-Brazil-BA
Callinectes danae-Brazil-PE
Callinectes danae-Brazil-RN
Callinectes danae-Brazil-AL
Callinectes danae-Brazil-ES
Callinectes danae-Brazil-RJ
Callinectes danae-Brazil-SP
Callinectes danae-Brazil-PR
Callinectes danae-Brazil-SC
Callinectes danae-Brazil-RS
Callinectes danae-Colombia
Callinectes danae-Panama
Callinectes danae-Saint Martin

Callinectes danae-United States

Fig. 12 Rede de haplotipos de Callinectes danae construida a partir de sequéncias do gene

COI e calculada pelo método de median-joining. Os haplétipos sdo representados por cores de

acordo com o local de origem das amostras: verde refere-se aos haplétipos do Maranhao, tons

de azul representa diferentes localidades do Brasil e outras cores indicam amostras de outros

paises.
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Callinectes exasperatus

A rede de haplétipos para C. exasperatus construida a partir de nove sequéncias do
marcador COI apresentou um padrdo no formato de estrela, revelando um total de sete
haplotipos distintos (Fig. 12). As amostras do Maranhdo estdo representadas tanto por
haplotipos exclusivos quanto por haplotipos compartilhados com outras regides (Sao Paulo e
Estados Unidos) mostrando conectividade com outras populagdes (Fig. 12). Porém, o nimero
limitado de sequéncias disponiveis nos bancos de dados limita maiores inferéncias sobre a

diversidade genética e divergéncia genética dentro desta espécie.

.
Q

1 sanmple

@ callinectes exasperatus-Brazil-MA
Callinectes exasperatus-Brazil-SP
Callinectes exasperatus-United States

Fig. 12 Rede de haplotipos da espécie Callinectes exasperatus construida a partir de
sequéncias do gene COI e calculada pelo método de median-joining. Os haplotipos sdo
representados por cores de acordo com o local de origem das amostras: verde refere-se aos
haplotipos do Maranhao, azul representa outra amostra do Brasil (Sdo Paulo) e vermelho

indica amostras dos Estados Unidos.
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Callinectes marginatus/Callinectes larvatus

A rede de hapldtipos construida utilizando 12 sequéncias do marcador COI, seis da
espécie C. marginatus e seis da espécie C. larvatus, exibiu um padrio no formato de estrela
(com amostras de ambas as espécies agrupadas no mesmo conjunto de haplétipos) (Fig. 13). A
rede apresentou hapldtipos distintos de diferentes localidades. Amostras de C. marginatus do
Maranhio apresentaram trés haplotipos exclusivos, que estdo conectados ao hapldtipo central
por poucas mutacdes, cada um representado por uma Unica sequéncia, sugerindo alguma
divergéncia genética intraespecifica. O hapldtipo central abrange individuos de ambas as

espécies de diferentes localidades (Brasil, Panamé e México) (Fig. 13).

.
O

1 seonple

Callinectes larvatus-Brazil- M4
Callinectes marginatus-Brazil-RN
Callinectes larvatis-Brazil-RN
Callinectes larvatus-Panama
Callinectes marginatus- Mexico
Callinectes marginatus-United States

e00000

Fig. 13 Rede de haplotipos da espécie Callinectes larvatus construida a partir de sequéncias
do gene COI e calculada pelo método de median-joining. Os haplotipos sdo representados por
cores de acordo com a espécie e o local de origem das amostras: tons verdes referem-se aos
haplotipos de C. larvatus do Maranhdo e de outras localidades; haplotipos em tons azuis

representam de C. marginatus do Brasil (Rio Grande do Norte) Estados Unidos e do México.
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Callinectes bocourti

A rede de haplotipos construida a partir de 25 sequéncias do marcador COI de C. bocourti
revelou haplotipos distintos de diferentes localidades (Fig. 14). As amostras do Maranhao
formaram dois grupos bem definidos que ndo compartilham haplétipos entre si, separados por
trés passos mutacionais: um grupo representado por haplotipos do Maranhdo e diferentes
paises caribenhos (Venezuela, Colombia, Costa Rica e Porto Rico); um grupo representado
por amostras do Maranhdo compartilhando haplétipos com Coloémbia e Porto Rico, e
conectado com haplotipos do Amapa e Sao Paulo, ambos haplétipos exclusivos separados por

quatro e oito passos mutacionais, respectivamente (Fig. 14).

1 sample

@ callinectes bocourti-Brazil-MA
@ cCailinectes bocourti-Brazil-AP
@ cCuallinectes bocourti-Brazil-SP
© Ccallinectes bocourti-Venezuela
@ callinectes bocourti-Colombia
@ Cuailinectes bocourti-Costa Rica
@ Cailinectes bocourti-Puerto Rico

Fig. 14 Rede de haplotipos da espécie Callinectes bocourti construida a partir de sequéncias
do gene COI e calculada pelo método de median-joining. Os haplétipos sdo representados por
cores de acordo com o local de origem das amostras: tons verdes referem-se aos haplétipos do
Maranhdo, Amapa e Sao Paulo; tons azuis indicam amostras da Venezuela, Colombia, Costa

Rica e Porto Rico.
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A rede de haplotipos construida a partir de 84 sequéncias do marcador COI de C.

ornatus revelou haplotipos distintos de diferentes localidades. A rede resultante exibiu um

padrdo semelhante com o que foi observado na filogenia, evidenciando dois grupos bem

definidos que ndo compartilham haplotipos entre si, separados por varios passos mutacionais.

Um desses grupos (haplotipos nos tons azuis e verde) ¢ formado por amostras do Maranhao

junto com outros locais do Brasil — de Pernambuco ao Rio Grande do Sul — e do Caribe —

Guiana Francesa e Saint Martin. O segundo grupo (haplotipos nos tons vermelho e laranja) é

formado por amostras do Estados Unidos, Trinidade e Tobago, Saint Martin e México (Fig.

15).

00000000000000

Callinectes ornatus-Brazil-MA
Callinectes ornatus-Brazil-PE
Callinectes ornatus-Brazil-RN
Callinectes ornatus-Brazil-SE
Cailinectes ornatus-Brazil-ES
Callinectes ornatus-Brazil-RJ
Callinectes ornatus-Brazil-SP
Callinectes ornatus-Brazil-SC
Callinectes ornatus-Brazil-RS

Callinectes ornanis-French Guiana
Callinectes ornatus-Trinidad and Tobago

Callinectes ornatus-Saint Martin
Callinectes ornarus-Mexico

Callinectes ornatus-United States

Fig. 15 Rede de haplétipos da espécie Callinectes ornatus construida a partir de sequéncias do

gene COI calculadas pelo método de median-joining. Os haplotipos sdo representados por

cores de acordo com a regido de origem das amostras: verde refere-se aos haplétipos do

Maranhdo, tons de azul representa diferentes localidades do Brasil e outras cores indicam

amostras de outros paises
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Rede de haplétipos do marcador Cyt b

A rede de haplotipos foi construida a partir de quatro sequéncias do marcador Cyt b de
C. bocourti da Baia de Sao Marcos e Baia de Sao José revelou haplétipos distintos
organizados em dois grupos (duas linhagens) conectados entre si por um haplétipo hipotético

(Median vector) e separados por cinco passo mutacionais (Fig. 15)

=

1 sample

@ Lineage 1
@® Lincage2

Fig. 15 Rede de haplotipos da espécie Callinectes bocourti construida a partir de sequéncias
do gene Cyt b calculadas pelo método de median-joining. Os haplotipos sdo representados por
cores de acordo com as duas linhagens presente na regido do Maranhao: verde refere-se aos

haploétipos da linhagem 1 e azul representa a linhagem 2.
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Discussao

Este estudo mostra a ocorréncia das seguintes espécies do género Callinectes na regido
mais oriental da costa Amazonica brasileira: C. bocourti, C. danae, C. exasperatus, C.
marginatus ¢ C. ornatus. Essas espécies foram confirmadas tanto pela identificagdo
morfologica quanto pela identificagdo molecular, exceto C. larvatus, cuja identificagdo
molecular apresentou divergéncia em relacdo a morfoldgica, pois a andlise do gene COI
indicou maior similaridade tanto com C. larvatus quanto com C. marginatus. Das espécies
analisadas, apenas C. bocourti ¢ C. ornatus apresentaram variagcdes genéticas populacionais.
Para C. bocourti, a divergé€ncia genética foi observada tanto entre populagdes das costas norte
e sul do Brasil quanto em comparacdo com amostras provenientes do Caribe. Ja em C.
ornatus, a divergéncia foi detectada entre as amostras brasileiras e aquelas oriundas de paises
do Caribe e dos Estados Unidos.

Das cinco espécies que ocorrem no litoral maranhense, a unica que ndo foi possivel
coletar exemplares foi Callinectes sapidus. De acordo com levantamentos anteriores da
carcinofauna béntica, a ocorréncia dessa espécie em regides estuarinas do litoral maranhense ¢
considerada rara e esporddica (Sousa et al. 2015), o que, talvez, explique o insucesso de sua
captura neste estudo, embora C. sapidus prefira areas rasas de ambientes estuarinos (Ortega et
al. 2020), ambiente que ¢ abundante no litoral do Maranhao. Nao se sabe se isso se repete em
outras regides da costa Amazonica brasileira, uma vez que, até 0 momento nao ha registro de
C. sapidus neste litoral (Coelho et al. 2008; Mourdo 2013). Fatores ecoldgicos que podem
envolver competicdo com as outras espécies de Callinectes da regido talvez estejam por tras
dessa provavel baixa densidade de C. sapidus na regido, caso sua ocorréncia ainda venha a ser
confirmada. Outro fator que pode ter sido relevante ¢ o fato de ndo termos realizado coletas

em periodos possivelmente mais favoraveis a sua ocorréncia.
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Variacao na coloracio

Foram observadas variagdes de coloracdo em C. bocourti e C. exasperatus. Callinectes
exasperatus apresentou coloracdo diferente daquela que ¢ descrita na chave de identificagdo
de Williams (1974) e Fransen (2014), que citam que o macho adulto apresenta coloracao com
tons variando do vermelho-arroxeado, marrom e vermelho-alaranjado. Os exemplares na
costa Amazonica maranhense apresentaram padrdes diferentes, com tons predominantemente
cinza-escuro e azul-escuro, distribuidos na carapaga, quelipodos e pernas de caminhada. Os
exemplares de C. bocourti encontrados no litoral maranhense também apresentaram variagdes
na coloragdo, sendo a maioria com coloragao predominantemente marrom-escura € cinza-
escura. Outros espécimes de C. bocourti da mesma regido exibiram tons predominantes de
vermelho-escuro e preto distribuidos na carapaga, quelipodos e pernas de caminhada.

Embora o padrdo de cor seja considerado nas chaves de identificacdo, ele ndo ¢ um
fator determinante para identificacdo das espécies do género Callinectes. As chaves de
identificagdo baseiam-se principalmente em aspectos do formato da carapaga, a estrutura dos
quelipodes e, sobretudo, na disposicao dos gondpodos dos machos adultos (Williams 1974;
Melo 1997; Fransen 2014). Contudo, a coloragdo desempenha um papel relevante na
compreensdo da ecologia e fisiologia de diversos crustdceos decapodes, uma vez que também

estd relacionada ao comportamento criptico e termorregulatorio (Wiese 2002; Stuart-Fox e

Moussalli, 2008; Stevens et al. 2014; Watanabe et al. 2015). Em alguns casos, a coloragdo ¢
utilizada como critério na diferenciacdo de espécies cripticas (ex: Gallardo-escarate et al.
2007).

Ainda que a coloragdo seja pré-determinada por fatores genéticos — muitos crustaceos
podem mudar a sua cor por influéncia de estimulos endogenos e exdgenos (Nery e Castrucci,

2002), sendo capazes de adaptar a sua coloragdo em relagdo ao ambiente em que se encontram
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(Brown 1935; Robtson e Charlton 1973) E o caso, por exemplo, da espécie de caranguejo
Sirpus zariquieyi, Gordon, 1953, que mimetiza o fundo do substrato, o que dificulta a sua
predacao (Llandres et al. 2013). No caso dos exemplares de C. bocourti e C. exasperatus, as
variag0es observadas também podem estar associadas a fatores ambientais como o fundo de
substrato, visto que as diferengas de coloragdo foram registradas em individuos coletados em
diferentes micro-habitats da regido oriental da costa Amazonica brasileira.

A variabilidade de coloragdo observada nos siris da costa Amazonica também pode
estar relacionada a sua dieta. Na natureza, siris do género Callinectes sdo predadores vorazes
com dieta diversificada, alimentando-se principalmente de organismos bentdnicos, tais como
moluscos, crustaceos e algas (Branco e Verani 1997; Olivier et al. 2006; Carvalho e Couto
2010). Muitos desses organismos sao ricos em carotendides — pigmento responsavel por dar
cor a carapaga de crustaceos (Katayama et al. 1971; Wade et al. 2017), que poderiam passar
para os siris (ex. Tomas et al. 2020), o que explicaria as variagdes locais na coloragdo a
depender dos pigmentos presentes em suas presas.

Além disso, os padrdes de pigmentacdo exercem uma funcao relevante na sinalizacio
e selecdo sexual em diferentes grupos de animais (Price et al. 2008; Gomes; Silva; Cardoso,
2018), incluindo os crustaceos (Karplus et al. 2003; Cummings et al. 2008). Estudos como os
de Sacchi et al. (2021) revelam que os machos da espécie de lagostim Pacifastacus
leniusculus (Dana, 1852) exibem coloracdes vibrantes para atrair fémeas no periodo
reprodutivo. Comportamento semelhante ¢ conhecido para C. sapidus, que também utiliza
padrdes de cor como critério na escolha de seus parceiros de acasalamento (Baldwin e
Johnsen, 2012).

Em crustaceos, estudos sobre aspectos da variabilidade no padrdo de cor dentro de

uma populacdo tém sido negligenciados e subexplorados (Sacchi et al. 2021). Diante desse
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cenario, o registro das variagdes na coloragdo de espécies do género Callinectes ao longo de
sua area de ocorréncia, bem como experimentos que possam correlaciond-las com fatores
ambientais e bidticos, podem ajudar a entender suas bases bioldgicas ou ambientais e se elas
sdo consequéncia de processos adaptativos locais ou mera variagdo aleatoria na caracteristica.
Embora este estudo ndo tenha investigado diretamente essa relagdo, esse fator pode ser

considerado em estudos futuros para entender melhor a origem da variacdo observada.

Filogenia Molecular

Este ¢ o primeiro trabalho a abordar a filogenia e a diversidade genética das espécies
de Callinectes usando cinco marcadores moleculares dos genomas mitocondrial e nuclear.
Este estudo produziu, pela primeira vez, sequéncias do gene ATP/ADP translocase e do gene
mitocondrial do Citocromo b para Callinectes bocourti, Callinectes danae, Callinectes
exasperatus e Callinectes ornatus. No caso dos marcadores mitocondriais 12S e COI, foram
geradas as primeiras sequéncias para C. exasperatus da Costa Norte do Brasil; para o COI e
16S, foi produzida a primeira sequéncia para C. marginatus da Costa Norte Brasileira.
Portanto, essas novas adi¢des representam um avanco importante, pois ampliam os dados
genéticos disponiveis que poderdo auxiliar estudos futuros de filogenia molecular desse
género. Além disso, as andlises filogenéticas deste estudo foram complementadas por
diferentes métodos de delimitagdo (ABGD, ASAP, PTP e GMYC), sendo este o primeiro
estudo a empregar tais abordagens em andlises do género Callinectes.

Um dos objetivos do nosso estudo foi avaliar a eficiéncia dos marcadores moleculares
na recuperagdo das relagdes filogenéticas entre as espécies de Callinectes do litoral
maranhense e outras populagdes conspecificas. A conclusdo mais geral que tivemos € que 0s
marcadores, com maior ou menor precisdo, conseguiram recuperar grupos monofiléticos (com

suporte moderado e alto) para quase todas as espécies analisadas, sendo os genes
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mitocondriais COI, Cyt b, 16S e 12S os que demonstraram maior eficiéncia na recuperacao
desses grupos. Contudo, somente os marcadores COI e 16S permitiram uma analise mais
ampla devido ao maior nimero de sequéncias depositadas nos bancos de dados.

Estudos anteriores ja utilizaram os genes mitocondriais em andlises filogenéticas de
Callinectes (ex. Schubart et al. 2000; Weber e Levy 2000; Pfeiler et al. 2005; Robles et al.
2007; Rodrigues et al. 2017; Peres et al. 2020; Robles et al. 2024). Embora o objetivo
principal desses trabalhos ndo tenha sido avaliar formalmente a eficiéncia dos marcadores, as
analises disponiveis permitem uma visdo geral sobre o seu desempenho em estudos
filogenéticos sobre o género.

Os genes mitocondriais codificadores de proteinas como COI e Cyt b, possuem
elevada taxa evolutiva e sdo frequentemente usados em andlise de niveis taxondmicos mais
baixos (familia, género, espécies e populagdes) (Hwang ¢ Kim 1999). Em espécies de
Callinectes, os marcadores mitocondriais COI e Cyt b demonstraram efici€ncia na detecgdo
de linhagens evolutivas e diversidade genética (ex. Pfeiler et al. 2005; Rodrigues et al. 2017;
Peres et al. 2020). J4 os genes mitocondriais ribossomais 12S e 16S, apesar de possuirem
taxas evolutivas mais lentas que os genes codificadores de proteinas, também foram capazes
de recuperar grupos monofiléticos bem suportados para algumas espécies de Callinectes (ex.
Robles et al. 2007), mostrando sua utilidade em anélises filogenéticas do género.

Os genes nucleares geralmente sdo mais conservados e evoluem em taxas mais lentas
do que os genes mitocondriais, o que os torna adequados em analises filogenéticas de niveis
taxondmicos mais elevados (ordens, classes e filos) (Hwang e Kim 1999). O gene nuclear
ATP/ADP translocase, embora ja tivesse sido testado em estudos populacionais de C. sapidus,
demonstrou-se eficiente na deteccdo de baixas divergéncias genéticas em populagdes

geograficamente proximas (Yednock e Neigel 2014). Em nossas andlises, ndo foi possivel ter
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uma visdo definitiva sobre a eficiéncia deste marcador na recuperacdo de grupos
monofiléticos devido ao niimero reduzido de sequéncias disponiveis para outras espécies e
certa dificuldade no sequenciamento de algumas amostras. Apesar deste fator limitante, o
ATP/ADP translocase mostrou potencial utilidade como marcador complementar em anélise
filogenética de Callinectes.

Os resultados para as espécies C. bocourti, C. danae, C. exasperatus, C. marginatus e
C. ornatus para os marcadores 12S e 16S sdo semelhantes aos de Robles et al. (2006, 2024),
que também utilizaram os mesmos marcadores. Esses autores definiram que o género
Callinectes ¢ um grupo monofilético dividido em duas grandes linhagens evolutivas
principais: o “grupo danae”, composto por C. arcuatus, C. bellicosus, C. danae, C.
exasperatus, C. larvatus, C. marginatus, C. ornatus, C. pallidus, C. similis; e o “grupo
bocourti”, formado por C. bocourti, C. affinis, C. rathbunae, C. sapidus, e C. amnicola.

Nossos resultados para o marcador COI apresentaram uma configuragdo de linhagens
parecida com a de Robles et al. (2024), ou seja, a presenca das duas linhagens evolutivas
principais com valores de suporte moderado, mas com algumas diferengas na composigao dos
grupos. Na linhagem correspondente ao “grupo danae”, além das espécies ja mostradas no
trabalho de Robles et al. (2024), a espécie C. bellicosus foi a linica exce¢do, pois nao se
agrupou em nenhuma das linhagens dos grupos. O "grupo bocourti” também apresentou
configuracdo semelhante com as identificadas por Robles et al. (2024), com excecdo de C.
affinis, cuja auséncia de sequéncias disponiveis nos bancos de dados impossibilitou sua
inclusdo em nossa analise.

De modo geral, as espécies analisadas em nosso estudo (C. bocourti, C. danae, C.
exasperatus ¢ C. ornatus) conseguiram formar grupos monofiléticos na maioria dos

marcadores analisados, com exce¢do das espécies C. marginatus € C. larvatus, que exibiram
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um padrdo de ndo monofiletismo. Os resultados indicam que as populacdes de C. danae
correspondem a uma uUnica linhagem evolutiva, apresentando monofiletismo (com suporte
moderado e alto) na maioria dos marcadores analisados. A rede de hapldtipos em forma de
estrela indica auséncia de estrutura genética ao longo de sua distribui¢do. Esse resultado
corrobora com os achados de Peres et al. (2022) que identificou esse mesmo padrao em C.
danae ao longo do litoral brasileiro. Embora o marcador 16S tenha revelado a formacao de
um subclado (com suporte moderado e alto) entre amostras do Maranhao e Para, esse padrao,
por si s6, ndo ¢ suficiente para caracterizar linhagens evolutivas distintas.

A espécie C. exasperatus também formou grupos monofiléticos (com suporte
moderado e alto) consistentes em todos os marcadores moleculares analisados (COI, Cyt b,
125, 16S). Essa consisténcia observada nos resultados de diferentes regides gendomicas sugere
a presenca de uma linhagem genética bem definida. A rede de haplétipos revelou um formato
de estrela com amostras do Maranhdo representadas tanto por hapldtipos exclusivos quanto
por haplotipos compartilhados com individuos de outras localidades (Sdo Paulo e Estados
Unidos), indicando conectividade com outras populacdes. No caso dos métodos de
delimitacdo de espécie, todos os modelos analisados recuperaram uma uUnica unidade
taxondmica, sugerindo que as amostras pertencem a uma Unica linhagem evolutiva.
Entretanto, a interpreta¢do sobre uma aparente homogeneidade genética requer cautela devido
ao numero limitado de sequéncias depositadas para outras localidades que impossibilita uma
visdo mais ampla sobre a real estrutura populacional desta espécie, fato que reforga a
necessidade de estudos futuros com maior nimero amostral distribuidos por localidades.

De forma geral, os métodos de delimitagdo, em alguns casos, mostraram resultados
divergentes dos encontrados na filogenia. Um exemplo claro disso foi observado nas amostras

de C. danae e C. similis, que na filogenia formaram grupos monofiléticos exclusivos para
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cada espécie, mas na andlise de delimitacdo alguns modelos (ABGD, ASAP e PTP) ndo foram
capazes de recuperar essas duas espécies em MOTUs distintas. As inconsisténcias observadas
entre diferentes métodos, neste caso, podem ser atribuidas a baixa distancia genética que
separam esses dois taxons (1.7%, no gene COI). Os modelos baseados em matrizes de
distancia genética ABGD e ASAP sdo conhecidos por serem limitados na deteccdo de
MOTUs em um cendrio de baixa diferenca genética (ex. Puillandre et al. 2012; YU et al.
2017: Puillandre et al. 2021), e geralmente delimitam menos MOTUs que os métodos PTP e
GMYC (Goulpeau et al. 2022). No caso do modelo PTP, embora ndo seja um padrao comum,
por ser considerado um padrdo menos conservador que os modelos baseados em distancias
(ABGD e ASAP), ja que sua andlise ¢ baseada em comprimentos dos ramos da arvore
filogenética, esse modelo também pode ser ineficiente na delimitacdo de unidades em
contexto de baixa distdncia genética (ex. Ahrens et al. 2016). Em contrapartida, o modelo
GMYC, considerado em alguns casos o modelo mais eficiente entre os métodos de
delimita¢do utilizados (ex. Talavera et al. 2013; Tang et al. 2014) mostrou resultados
consistentes com a filogenia, separando, neste caso, C. danae e C. similis em unidades
evolutivas distintas.

Além disso, foram observadas diferencas entre os proprios métodos de delimitagao.
Um exemplo disso ocorreu na delimitagdo de C. ornatus. Enquanto os modelos ABGD e
ASAP mostraram-se consistentes entre si ¢ com a filogenia, os modelos PTP e GMYC
mostraram configuragdes diferentes entre si. O modelo PTP, por exemplo, provavelmente
superestimou a diversidade ao fragmentar um conjunto de amostras em varias MOTUs. O
modelo GMYC, embora tenha gerado menos subdivisdes em comparagdo ao método PTP,

também pode ter superestimado o nimero de unidades.
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Modelos de delimitacdo que utilizam arvores filogenéticas em suas inferéncias tendem
a ser mais sensiveis as variagdes intraespecificas e podem superestimar as divisdes (Padula et
al. 2016; Bravo et al. 2021; Goulpeau et al. 2022), e essa superestimagao pode estar associada
a diferentes fatores, tais como: a sensibilidade as altas taxas de substituicdo, nimero amostral
desigual, quantidade de espécies analisadas, presenca de singletons nas arvores € nos nao
resolvidos (Tang et al. 2014; Ahrens et al. 2016). Embora em alguns casos os métodos de
delimitagdo de espécies possam apresentar resultados incongruentes, a jungdo de varios

métodos pode ser util para sustentar hipéteses de espécies cripticas (Guo e Kong 2022).

Callinectes marginatus e Callinectes larvatus

Ao contrario do que foi observado para as demais espécies de Callinectes, C.
marginatus ¢ C. larvatus foram as unicas que nao formaram grupos monofiléticos exclusivos.
Isso corrobora os resultados de Robles et al (2024). Os métodos de delimitacdo de espécie
também indicam que essas duas espécies, do ponto de vista do molecular, ainda correspondem
a uma unica unidade evolutiva. Essas duas espécies-irmas ndo puderam ser delimitadas pelo
COI e 16S, provavelmente, porque derivam de uma especiacdo recente e ainda ha
polimorfismo ancestral circulando em ambas as espécies. As espécies comecam a ser
diferenciadas em seu DNA quando ha tempo suficiente, desde a especiacdo, para que
mutacgdes aleatorias sejam fixadas por deriva em cada linhagem de forma independente.
Nestes casos, alguns marcadores, dependendo da sua taxa de evolugdo, podem ndo ser
eficientes para distinguir taxons derivados de especiacdo recente (Rubinoff et al. 2006). Além
disso, como elas possuem distribuicdo simpatrica e ndo divergem geneticamente, ndo ¢
possivel excluir que eventos de hibridizagdo também ocorram.

A histéria taxonomica de C. marginatus e C. larvatus passou por algumas mudangas

em seu percurso. Estudos anteriores baseados em caracteres morfologicos de individuos
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adultos classificaram C. marginatus e C. larvatus como espécies distintas (Manning e
Holthuis, 1981). Embora Williams (1974) tenha considerado C. marginatus com distribuicao
anfiatlantica, Manning e Holthuis (1981) foram os primeiros a fornecer evidéncias da
distribuicdo disjunta dessas espécies, considerando C. marginatus como espécie africana e C.
larvatus como espécie americana.

Contudo, em 2008, as espécies foram consideradas sinénimas mesmo sem uma
analise taxondmica formal que justificasse essa mudanga (Ng et al. 2008). Recentemente,
Koch et al. (2022) voltaram a listar C. marginatus e C. larvatus como espécies distintas. Em
contrapartida, Mufnoz et al. (2024) relatam que essa reclassificagdo deve ser interpretada com
cautela, uma vez que marcadores mitocondriais como COI e 16S podem ndo apresentar
divergéncias genéticas suficientes para delimitar espécies. No entanto, Robles et al. (2024)
consideram que C. marginatus ¢ C. larvatus estdo dentro da faixa de distdncia genética
considerada suficiente para delimitar espécies irmas dentro do género Callinectes.

Diante desse cendrio controverso, embora C. marginatus e C. larvatus sejam
atualmente consideradas espécies distintas (Robles et al. 2024), sua historia evolutiva ainda
ndo estd completamente esclarecida, pois as andlises foram baseadas em marcadores
mitocondriais (ex. Koch et al. 2023; Mufioz et al. 2024; Robles et al. 2024), e esses genes
narram apenas um lado da histéria, o lado materno, que reflete apenas uma visao parcial das
historias evolutivas de C. marginatus e C. larvatus. 1sso mostra a necessidade de uma analise
mais abrangente incorporando mais fontes de dados, especialmente mais marcadores ou dados
gendmicos para compreender melhor os processos evolutivos que influenciaram o historico

dessas duas espécies.
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Divergéncias intraespecificas em C. bocourti e C. ornatus

Apesar do género Callinectes apresentar espécies com ampla distribuicdo geografica,
apenas C. bocourti e C. ornatus apresentaram divergéncia populacional. Os resultados obtidos
para C. bocourti revelam a existéncia de diferentes linhagens evolutivas ao longo de sua area
de distribuicdo. Os resultados para COI indicaram a presenca de trés linhagens distintas: um
subclado formado por amostras do Maranhdo ¢ Amapé; um formado por amostras do
Maranhdo, Colombia, Porto Rico e Costa Rica; e um subclado formado por uma tnica
amostra de S3ao Paulo. O modelo de delimitagdo GMYC corrobora essa configuracao.
Portanto, no Maranhdo ha duas linhagens simpatricas de C. bocourti, que diferem entre si em
1.1 %. O gene do citocromo b também detectou essas linhagens simpatricas, com distancia
genética de 2.6% entre elas.

Em C. bocourti, a rede de hapldtipos revelou a presenca de duas linhagens na costa
amazonica brasileira, ambos presentes no Maranhdo e também formadas por amostras
oriundas do Caribe. Dessa forma, em C. bocourti, os individuos da Costa Norte sao
filogeneticamente mais proximos dos do Caribe do que aqueles do litoral do sudeste do
Brasil. Essa proximidade genética entre as populagdes de C. bocourti do Maranhdo e do
Caribe pode ser explicada pela acdo do Grande Sistema de Recifes da Amazonia (GARS),
uma extensa faixa de recife de corais que possivelmente funcionou como um corredor
ecologico, influenciando a dispersao larval e facilitando a conectividade entre as regides do
Brasil e Caribe, mesmo diante a barreira imposta pela Pluma Amazonia-Orinoco, de forma
semelhante ao que foi observado por Rocha et al. (2002) em populagdo de peixe.

As amostras das duas linhagens que existem no Maranhao foram coletadas em estudrios
proximos, sem a presenca de barreiras geograficas evidentes, sugerindo que elas ocorrem em

simpatria na regido. Um padrdo semelhante foi descrito por Rodrigues et al. (2017) para C.
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sapidus, no qual foram identificadas duas linhagens — uma da América do Sul e a outra da
América do Norte — para COI (2.7% de divergéncia entre elas), coexistindo em varios
estuarios do Brasil. A andlise filogenética de Pfeiler et al. (2005) também identificou a
presenca de duas linhagens coexistentes de C. bellicosus em diferentes regides no leste do
Oceano Pacifico.

Para explicar essa diferenciacdo populacional em C. bocourti algumas hipoteses podem
ser consideradas. A divergéncia entre os animais do Maranhdo e Amapa pode ser relacionada
a acdo de barreiras geograficas que impedem o fluxo génico entre essas populagdes. Apesar
de a costa maranhense receber influéncia direta da Corrente Norte do Brasil, responsavel pela
dispersdo larval de diversos taxons na regido, o efeito da Pluma Amazodnica-Orinoco (POA)
pode interferir nesse processo, servindo de barreira geografica e, assim, impedindo uma maior
conectividade genética entre as populagdes do Maranhdo ¢ Amapa. Devido a grande
quantidade de agua e sedimento langado no oceano, a POA ¢ conhecida por causar a
descontinuidade genética de muitas espécies bentonicas costeiras da regido brasileira e

caribenha (Rocha, 2003; Martins et al. 2022).

A divergéncia entre as populagdes de C. bocourti das costas norte e sudeste do Brasil
também pode ser influenciada pela dindmica das diferentes correntes marinhas prevalentes
nesses dois locais. Contudo, a comparagdo entre populagdes de C. danae ao longo da costa
brasileira e do Caribe ndo apontou diferengas genéticas (a exemplo de Peres et al. 2020),
mostrando que, além da influéncia das correntes marinhas gerando barreiras ao fluxo génico
deve haver outros fatores que podem estar favorecendo ou desfavorecendo o fluxo génico

entre as populagdes das espécies de Callinectes na costa brasileira.

Rodrigues et al. (2017) explicam que, embora as duas linhagens de C. sapidus ocorram

em simpatria nos estudrios do sul do Brasil, elas apresentam historias evolutivas distintas.
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Segundo os autores, uma das linhagens possui origem mais antiga, provavelmente resultante
de um processo antigo de isolamento populacional associado as mudangas geoldgicas
(fechamento do istmo do Panamd) e climdticas (oscilagdo do nivel do mar durante o
Pleistoceno). Por outro lado, a outra linhagem pode ter origem mais recente, associada a
dispersao larval facilitada pelas correntes ocednicas ou pelo transporte maritimo através da
agua de lastro. De forma semelhante, Pfeiler et al. (2005) também associaram a coexisténcia
entre linhagens de C. bellicosus a um evento historico de vicaridncia causado por variagdes no
nivel do mar durante o Pleistoceno.

Outro fator que pode influenciar diretamente as diferencas populacionais de C.
bocourti do Maranhdo sdo as distdncias geograficas. Keskin e Atar (2012), em seu estudo
utilizando o marcador COI, observaram a formacao de diferentes populacdes de C. sapidus ao
longo do Mar Mediterrdneo, e essas diferencas estavam intimamente relacionadas as
distancias geograficas. Além disso, em alguns casos, a diversidade genética também pode ser
impulsionada por variagdes nos gradientes ambientais (comuns em regides estuarinas) (Smith
et al. 2024), o que poderia explicar a distincia intraespecifica encontrada entre amostras de C.
bocourti coletadas na costa Amazonica maranhense.

As divergéncias observadas em nosso estudo para o gene mitocondrial COI (1.1 a
2.3%), em alguns casos, sdo proximas do limite minimo de 2% a 3% considerado para
diferenciagdo entre espécies de animais (Hebert et al. 2003b), embora esse valor possa variar
de acordo com o grupo taxondmico. Em decapodes, por exemplo, a distancia genética entre
espécies do mesmo género (congéneres) pode ser, em média, de 17% no marcador COI (Costa
et al. 2008). No entanto, existem casos em que essa diferenga pode ser ainda menor, como € o

caso das espécies de caranguejos do género Chionoecetes, nas quais as distancias entre os
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congéneres variam abaixo de 4.9% (Costa et al. 2008). No caso de Callinectes, no marcador
COl, a distancia minima e maxima que separa espécies varia de 0.03 a 19%, respectivamente.

Em uma perspectiva mais conservadora, essas trés linhagens de C. bocourti
representam populagdes divergentes que experimentam pouco ou nenhum fluxo génico entre
si. Contudo, estudos morfologicos e ecologicos futuros podem também testar a hipotese,
menos conservadora, de que essas linhagens podem ser trés novas espécies do género. Como
as duas linhagens que coexistem na Costa Norte e no Caribe ocorrem em simpatria (inclusive
no Maranhdo), isso pode sugerir que ha pouco ou nenhum fluxo génico entre elas,
fortalecendo a hipotese de que elas podem ser espécies distintas.

O outro caso de divergéncia intraespecifica ocorreu para C. ornatus que apresenta
diferengas entre linhagens ainda mais pronunciadas do que C. bocourti. A rede de haplotipos
mostra dois grandes grupos, sem haplétipos compartilhados, entre localidades do Brasil
(Maranhdo ao Rio Grande do Sul) + Caribe (Guiana Francesa e Saint Martin) ¢ Estados
Unidos, Trinidade e Tobago, Saint Martin e México. As diferengas genéticas entre essas
linhagens (3%) sdo maiores do que aquelas entre algumas espécies do género (ex: Callinectes
danae e Callinectes similis; Callinectes marginatus e Callinectes larvatus). Esse padrao foi
inicialmente descrito por Peres et al. (2023) e aparenta ser influenciado fortemente pela
barreira imposta pela Pluma Amazonia-Orinoco (POA). Neste caso, a hipdtese de que uma
dessas linhagens corresponda a uma nova espécie ganha bastante forga, tendo em vista que as
analises de delimitag¢do de espécies também apontam nessa direcao.

Essas divergéncias genéticas reveladas para C. bocourti e C. ornatus podem ter
implicagdes na area da ecotoxicologia. Isso porque as espécies do género Callinectes,
especialmente C. bocourti e C. ornatus, sio amplamente utilizadas como organismos

bioindicadores em analises de toxicidade ambiental (Pereira Righi et al. 2022; Arouche-Lima
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et al. 2024). Quando populacdes (ou talvez espécies cripticas) geneticamente distintas sdao
tratadas como uma TUnica unidade bioldgica pressupdem-se, equivocadamente, que
apresentardo a mesma sensibilidade aos contaminantes (Rocha-Olivares et al. 2004). No
entanto, estudos recentes em populacdes de Procambarus clarkii (Girard, 1852) mostram que
diversidade genética intraespecifica influencia diretamente nas respostas aos estressores
ambientais (Raffalli et al. 2024).

No caso especifico de C. bocourti, a presenca de diferentes linhagens evolutivas
coexistindo em simpatria sugere que essas populacdes podem apresentar sensibilidades
ecoldgicas distintas, podendo subestimar ou superestimar as respostas ecotoxicoldgicas, e
podendo fornecer dados pouco representativos para programas de monitoramento ambiental.
Isso reforca a importancia de compreender a diversidade criptica, uma vez que a sua
descoberta pode implicar em diferentes estratégias de manejo e conservagdo e de
monitoramento ambiental.

Os resultados para C. bocourti e C. ornatus apontam para a necessidade de uma nova
revisdo taxondmica que possa definir se essas linhagens se qualificam como novas espécies
ou ndo. Independentemente disso, a singularidade evolutiva dessas linhagens esta estabelecida
e deve ser levada em conta em decisdes que afetem o uso econOmico desses recursos
pesqueiros e medidas voltadas para sua conservacao. As constantes ameagas antropicas que os
ambientes estuarinos local vem sofrendo (ex. construgdes de portos, poluicdo e outras
intervencgodes antropicas) reforcam a necessidade de medidas de manejo e conservagdo para
mitigar esse problema. Compreender a dindmica evolutiva de uma populagdo/espécie pode
servir como forte aliada para tomadas de decisdo neste processo. Diante do que foi
apresentado, nossos resultados nao s6 preenchem uma lacuna historica sobre o conhecimento

dos Callinectes no litoral Amazdnico, mas também fornecem fundamentos para pesquisas
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futuras, além de servir de subsidios para estratégias de manejo e conservagdo desse

importante grupo de portunideos.
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Codigo - GENBANK E BOLD

Especie Localidade ColI 16S 128 CYTB ATP/ADP
Callinectes affinis Brazil (CE) DQ407699.1
Callinectes affinis Brazil (RN) DQ407700.1
Callinectes amnicola Ghana MG462523.1
Callinectes amnicola Costa Rica
Callinectes arcuatus Costa Rica KY940211.1 KY940141.1 KC886533.1
Callinectes arcuatus Honduras MG462539.1
Callinectes arcuatus Nicaragua MG462538.1 DQ407668.1 DQ407687.1
Callinectes arcuatus Mexico MG462555.1 DQ407669.1 DQ407688.1 AY465910.1
Callinectes arcuatus Mexico AY465914.1
Callinectes bellicosus Mexico MG462555.1 DQ407671.1 DQ407690.1/
DQ407689.1
Callinectes bocourti Brazil (MA) JCABRO002-25 PV759706.1 PV807601.1
Callinectes bocourti Brazil (MA) JCABRO003-25
Callinectes bocourti Brazil (MA) JCABRO006-25
Callinectes bocourti Brazil (MA) JCABRO007-25
Callinectes bocourti Brazil (MA) JCABRO008-25
Callinectes bocourti Brazil (AP) KY940214.1 KY940144.1
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Cédigo - GENBANK E BOLD

Espécie Localidade GOl T6s ~TP/ADP
Callinectes bocourti Brazil (SP) JX123451.1

Callinectes bocourti Venezuela MG462540.1 AJ298181.1 DQ407697.1

Callinectes bocourti Costa Rica KY940209.1 KY940139.1

Callinectes bocourti Colombia MG462552.1

Callinectes bocourti Puerto Rico MNS811228.1

Callinectes bocourti United States

Callinectes danae Brazil (MA) JCABRO009-25 PV759707.1 PV807602.1
Callinectes danae Brazil (MA) JCABRO10-25 PV759708.1 PV807603.1
Callinectes danae Brazil (MA) JCABRO12-25

Callinectes danae Brazil (PA) KY940195.1 KY940126.1

Callinectes danae Brazil (AP) KY940215.1 KY940145.1

Callinectes danae Brazil (CE) KY940191.1 KY940122.1

Callinectes danae Brazil (BA) KY940184.1 KY940115.1

Callinectes danae Brazil (PE) KY940188.1 KY940119.1

Callinectes danae Brazil (SE)

Callinectes danae Brazil (RN) KY940160.1 KY940091.1

Callinectes danae Brazil (AL) KY940180.1 KY940111.1

Callinectes danae Brazil (ES) KY940171.1 KY940102.1
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Codigo - GENBANK E BOLD

Espécie Localidade COI 16S 128 CYTB ATP/ADP
Callinectes danae Brazil (RJ) KY940202.1 KY940133.1
Callinectes danae Brazil (SP) KY940216.1 KY940146.1 DQ407706.1
Callinectes danae Brazil (PR) KY940179.1 KY940110.1
Callinectes danae Brazil (RS) KY940203.1 KY940134.1
Callinectes danae Brazil (SC) KY940197.1 KY940128.1
Callinectes danae Colombia KY940213.1 KY940143.1
Callinectes danae Saint-Martin
Callinectes danae Panama MN184215.1 MK971656.1
Callinectes danae Saint Lucia
Callinectes danae Trinidad and Tobago
Callinectes danae Venezuela DQ407705.1
Callinectes danae United States MT272190.1
Callinectes exasperatus Brazil (MA) JCABRO13-25 PV759709.1 PV658810.1 PV807604.1
Callinectes exasperatus Brazil (MA) JCABRO14-25 PV759710.1 PV658811.1
Callinectes exasperatus Brazil (MA) JCABRO15-25 PV759712.1
Callinectes exasperatus Brazil (MA) JCABRO16-25 PV759713.1
Callinectes exasperatus Brazil (MA) JCABRO17-25
Callinectes exasperatus Brazil (SP) KX060222.1 KX060432.1
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Espécie Localidade Codigo - GENBANK E BOLD
COI 16S 128 CYTB ATP/ADP
Callinectes exasperatus Venezuela DQ407682.1 DQ407708.1
Callinectes exasperatus United States MG462545.1
Callinectes larvatus Brazil (RN) KY940158.1 KY940089.1
Callinectes larvatus Panama MN184148.1 MKO971586.1
Callinectes larvatus Saint Lucia
Callinectes larvatus Venezuela DQ407678.1 DQ407702.1
Callinectes larvatus United States
Callinectes marginatus Brazil (MA) JCABRO020-25 PV759714.1
Callinectes marginatus Brazil (MA) JCABRO021-25
Callinectes marginatus Brazil (MA) JCABRO022-25
Callinectes marginatus Brazil (RN) MWO081984.1
Callinectes marginatus United States KT365694.1
Callinectes ornatus Brazil (MA) JCABROO01-25
Callinectes ornatus Brazil (MA) JCABRO18-25
Callinectes ornatus Brazil (MA) OP817089.1
Callinectes ornatus Brazil (PE) KY940189.1 KY940120.1
Callinectes ornatus Brazil (SE) MT272163.1
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Espécie Localidade Cédigo - GENBANK E BOLD
COI 16S 128 CYTB ATP/ADP

Callinectes ornatus Brazil (RN) KY940161.1 KY940092.1

Callinectes ornatus Brazil (ES) MT272169.1

Callinectes ornatos Brazil (RJ) MT272152.1

Callinectes ornatus Brazil (SP) MT272168.1 AJ298186.1 DQ407703.1

Callinectes ornatus Brazil (RS) MT272170.1

Callinectes ornatus Brazil (SC) MT272151.1

Callinectes ornatus French guiana MNS811215.1

Callinectes ornatus Saint-Martin MT272158.1

Callinectes ornatus Trinidad and Tobago KY940204.1 KY940135.1

Callinectes ornatus Venezuela DQ407679.1 DQ407704.1

Callinectes ornatus Mexico BACQ374-16

Callinectes ornatus United States MK308332.1 U75268.1

Callinectes pallidus Ghana MG462536.1

Callinectes rathbunae Mexico DQ407673.1 DQ407693.1

Callinectes rathbunae United States MG462524.1

Callinectes sapidus Brasil (SP) JX123477.1

Callinectes sapidus Brasil (RS)

Callinectes sapidus Costa Rica KY940210.1 KY940140.1
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Espécie Localidade Cédigo - GENBANK E BOLD
COI 16S 128 CYTB ATP/ADP
Callinectes sapidus Saint Lucia
Callinectes sapidus Mexico AY465916.1 KC886580.1
Callinectes sapidus United States AY465915.1 KR030248.1 DQ407691.1
Callinectes sapidus Italy OK513033.1
Callinectes sapidus Turkey MN759043.1
Callinectes similis Mexico KC886533.1
Callinectes similis United States KU905928.1 KY940138.1 DQ407692.1
Callinectes similis United States KY940205.1
Callinectes similis United States KY940208.1
Callinectes toxotes Nicaragua MG462541.1
Callinectes toxotes Equador MN811231.1
Callinectes toxotes Honduras DQ407681.1
Arenaeus cribrarius MHO087696.1 JX123469.1 DQ407686.1
Charybdis helleri MG462541.1 AJ298191.1 MF693857.1
Charybdis granulata
Portunus pelagicus
Portunus trituberculatus KM921660.1
Sceylla paramamosain KF709943.1

Processo Associado: 23129.003275/2026-00

Pagina 121/149



107

CAPITULO II

Primeiro registro do siri-azul Callinectes marginatus (A. Milne-Edwards, 1861)

(Decapoda, Portunidae) para o estado do Maranhao, Norte do brasil

Este manuscrito foi escrito nas normas da revista Acta Amazonica

Print version ISSN 0044-5967 | On-line version ISSN 1809-4392
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no BOLD Systems (Barcode of Life Data System) com o cddigo de identificagdo JCABR020-

25; JCABRO21-25, JCABRO022-25.
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Primeiro registro do siri-azul Callinectes marginatus (A. Milne-Edwards, 1861)
(Crustacea, Portunidae) para o Estado do Maranhio, Norte do Brasil

Abstract
This study presents the first record of Callinectes marginatus (A. Milne-Edwards, 1861) on
the Brazilian Amazon coast. The specimens were collected in the municipalities of Sdo José
de Ribamar and Paulino Neves, Maranhdo State (Northeastern Brazil). Specimen
identification was done through morphology and DNA analysis. Although the molecular data
were inconclusive regarding the taxonomic identity of the specimens, the morphological
identification points to C. marginatus. This new record updates the occurrence map of C.
marginatus on the Brazilian coast and expands the diversity of species of the genus
Callinectes present on the Brazilian Amazon coast.
Key words: Crustaceans; Decapod; New occurrence; Diversity of species
Primeiro registro do siri-azul Callinectes marginatus (A. Milne-Edwards, 1861) na costa
amazonica brasileira
Resumo
Este estudo apresenta o primeiro registro de Callinectes marginatus (A. Milne-Edwards,
1861) na costa amazonica brasileira. Os espécimes foram coletados nos municipios de Sao
José de Ribamar e Paulino Neves, Maranhao (Norte do Brasil). A identificagdo dos espécimes
foi feita através da morfologia e analise do DNA. Embora os dados moleculares tenham sido
inconclusivos quanto a identidade taxonomica dos espécimes, a identificacdo morfoldgica
aponta para C. marginatus. Este novo registro atualiza o mapa de ocorréncia de C. marginatus
no litoral brasileiro e amplia a diversidade de espécies do género Callinectes presentes no
litoral amazodnico brasileiro.

Palavras-chave: Crustaceos; Decapodes; Nova ocorréncia; Diversidade de espécies
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Os siris-azuis do género Callinectes Stimpson, 1860 sdo conhecidos por sua
importancia ecoldgica, pois atuam como estabilizadores da cadeia alimentar, influenciando
diretamente a abundancia de espécies locais e contribuindo para a ciclagem de nutrientes por
meio da bioturbacdo (Braga et al. 2021; Farrell et al. 2024). O género ¢ composto por 15
espécies reconhecidas (Robles et al. 2024), com oito ocorrendo ao longo da costa brasileira
(Melo, 1996; Coelho et al. 2008; Boos et al. 2012). No estado do Maranhao, costa Amazonica
brasileira, quatro espécies foram documentadas: Callinectes danae, Smith 1869; Callinectes
bocourti A. Milne-Edwards, 1878; Callinectes ornatus Ordway, 1863; e Callinectes
exasperatus, Gerstaecker, 1856 (Coelho ¢ Ramos-Porto 1980; Sousa et al. 2015). Este artigo
relata a primeira ocorréncia de Callinectes marginatus (A. Milne-Edwards, 1861) no estado
do Maranh3o, litoral norte do Brasil

O litoral norte brasileiro (do estado do Amapa ao Maranhdo) possui numerosos
estuarios, baias e enseadas, sendo fortemente influenciado pelo Delta do Rio Amazonas (Rosa
Filho et al., 2018). O litoral maranhense ¢ parte fundamental dessa regido, atuando como zona
de transicdo entre duas regides biogeograficas: a Guianense e a Brasileira (Coelho e Ramos-
Porto, 1980), e abriga a maior extensdo continua de manguezais do mundo (Nascimento et al.,
2013). Esse habitat abriga diversos organismos bentdnicos, incluindo caranguejos do género
Callinectes.

Trés espécimes de C. marginatus foram coletados no Estado do Maranhdo: dois foram
capturados em uma poga de maré rochosa na Praia do Barro Vermelho, no municipio de
Paulino Neves (2°39'17"S 42°36'31"W); e um foi adquirido em um mercado local no
municipio de S3o José de Ribamar (02°31'48.41"S 44°05'04.70"W) (Figura 1). Os

caranguejos foram eutanasiados por resfriamento em gelo e transportados para o laboratdrio.
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Figura 1. Mapa de distribuicdo da espécie Callinectes marginatus. Os pontos vermelhos
representam os locais de coleta das amostras.

A identificacdo morfologica foi baseada em Fransen (2014), Rodriguez (1982) e
Manning e Holthuis (1981). Apds a remogao de tecido muscular fresco para analise de DNA,
os espécimes foram fixados em formalina a 10%, preservados em etanol a 70% e depositados
na cole¢do biologica do CoFauMa (Colecdo de Tecidos e DNA da Fauna Maranhense) da
Universidade Estadual do Maranhdo (nimero de registro: CFMCRO075; CFMVRI110;
CFMCRI111).

A extracdo de DNA seguiu o método de Aljanabi e Martinez (1997). Um fragmento do
gene mitocondrial COI (Citocromo ¢ oxidase subunidade) foi amplificado por PCR (reagdo
em cadeia da polimerase) utilizando os primers LCO1490/HCO2198 (Folmer et al., 1994) e
COL6b/COH6 (Schubart e Huber, 2006). As amplificagdes foram realizadas em 35 ciclos:

desnaturagdao a 94 °C por 5 minutos, anelamento a 45 °C e 50 °C, respectivamente, por 40
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85  segundos, e extensdo a 72 °C por 1 minuto. Apos a purificagdo, os produtos de PCR foram
86  sequenciados (sequenciamento Sanger) por um servigo terceirizado. As sequéncias geradas
87 (BOLD: JCABR020-25; CABR021-25, JCABRO022-25) foram comparadas com as sequéncias
88  da mesma espécie disponiveis nos bancos de dados publicos BOLD Systems (Barcode of Life

89  Data Systems) e Genbank para confirmar o status taxondmico dos espécimes.

90 A identificagdo morfologica dos trés espécimes apontou para C. marginatus. Todos os

91  trés espécimes eram machos adultos com larguras de carapaca variando de 84 a 87 mm e

92  pesos umidos variando de 13,5 a 37,5 g. A descrigdo a seguir ¢ adaptada de Rodrigues (1982):

93  carapaca grosseiramente granulada; frente com quatro dentes frontais, com o par medial tendo

94  menos da metade do comprimento do par lateral; oito dentes laterais distintos (incluindo os

95  orbitais externos) direcionados para frente e seguidos por um forte espinho lateral; coloragao

96  da carapaga predominantemente marrom-claro e preto formando um padrdo marmorizado em

97  toda a superficie; quelipedes variando de azul-escuro a azul-acinzentado-claro (Figura 2 a, c,

98 e). Os gondpodes eram curtos e separados uns dos outros (Figura 2 b, d,f).

99 A identificagdo do DNA foi inconclusiva, pois os indices de similaridade foram altos
100  para C. marginatus (98,88%) e C. larvatus (99,84%). Esses resultados corroboram a arvore
101  filogenética de Robles et al. (2024) com base nos genes ribossomais mitocondriais 12S e 16S,
102 mostrando que ambas as espécies formam um Unico clado. Isso indica que C. marginatus e C.
103 larvatus sdo espécies irmas, provavelmente derivadas de um processo de especiagdo recente.
104  Assim, o nivel de polimorfismo do COI ndo permite diferenciar essas espécies com esse

105  marcador, portanto, outros marcadores com melhor resolucdo devem ser testados.

106 Apesar dessa limitacdo molecular, Manning e Holthuis (1981) ja haviam demostrado

107  diferencas morfolédgicas entre C. marginatus e C. larvatus. Contudo, houve mudanga na
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historia taxondmica destes individuos, por um periodo, alguns autores consideraram essas
espécies como sindnimas (ex. Ng et al. 2008; Coelho et al. 2008; Silva et al. 2020).
Entretanto, a proposta de sinonimia, posteriormente foi questionada por Robles et al (2024),
devido a auséncia de uma andlise taxonOmica formal que a sustentasse. Embora a nossa
analise molecular ndo tenha sido conclusiva sobre a identidade taxondOmica, avaliagdo
morfoldgica demostrou de forma consistente de que os espécimes pertencem a C. marginatus.
Assim, este estudo apresenta o primeiro registro de ocorréncia da espécie C. marginatus no
estado do Maranhdo, litoral norte do Brasil, atualizando seu mapa de distribui¢do na costa
brasileira e ampliando a diversidade de espécies do género Callinectes conhecidas para a

costa Amazonica brasileira.
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10 mm

118  Figura 2. Fotografia de espécimes de Callinectes marginatus. A, C, E - Vista dorsal. B, D, F -

119  Vista ventral (o zoom indica os gondépodes dos machos).
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CAPITULO III

Primeiro registro de canibalismo no caranguejo azul Callinectes ornatus Ordway, 1863

(Decapoda: Portunidae) observado na costa Amazonica Maranhense

Este manuscrito foi escrito nas normas da revista Acta Biologica Colombiana
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PRIMEIRO REGISTRO DE CANIBALISMO NO CARANGUEJO-AZUL Callinectes

ornatus ORDWAY, 1863 (DECAPODA: PORTUNIDAE)

PRIMER REGISTRO DE CANIBALISMO EN EL CANGREJO NATADOR AZUL

Callinectes ornatus ORDWAY, 1863 (DECAPODA: PORTUNIDAE)

RESUMO

Relatamos um caso de canibalismo ndo induzido em Callinectes ornatus Ordway, 1863, na
costa Amazonica brasileira. O estdgio inicial de desenvolvimento da presa e sua ecdise
recente podem ter aumentado suas chances de predagdo; além disso, o aumento da densidade
populacional na poga de maré¢ durante a maré baixa também pode ter facilitado a interacao
alimentar. Esta descoberta contribui para uma melhor compreensdo da ecologia populacional
de C. ornatus, esclarecendo um mecanismo envolvido em sua regula¢do populacional.
Palavras-chaves: Ecologia de crustidceos, ecdise, predacdo intraespecifica, regulacio
populacional

RESUMEN

Reportamos un caso de canibalismo no inducido en Callinectes ornatus Ordway, 1863, en la
costa amazonica brasilena. El desarrollo temprano de la presa y su reciente ecdisis podrian
haber aumentado sus posibilidades de depredacion; ademas, la mayor densidad poblacional en

la poza de marea durante la marea baja también podria haber facilitado las interacciones
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alimentarias. Este hallazgo contribuye a una mejor comprension de la ecologia poblacional de
C. ornatus, aclarando un mecanismo involucrado en su regulacién poblacional.
Palabras clave: Ecologia de crusticeos, ecdisis, depredacion intraespecifica, regulacion

poblacional

O canibalismo ¢ comum entre crustdceos decapodes (caranguejos, lagostas e lagostins)
(Houghton et al., 2017; Romano e¢ Zeng, 2016; Crane ¢ O’Connor, 2021). No entanto, a
maioria dos estudos ¢ conduzida em cativeiro ou na natureza por algum método induzido (por
exemplo, amarracdo) (ex. Peery, 1989; Ryer et al., 1997; Romano e Zeng, 2016). Além disso,
muitos registros ndo sdo observagdes diretas (ex. Marshall et al., 2005). Em caranguejos-
nadadores-azuis do género Callinectes Stimpson, 1860, os registros sdo restritos a Callinectes
sapidus Rathbun, 1869 em cativeiro ou na natureza por amarra¢do (Hines e Ruiz, 1995; Ryer
et al., 1997; Moir e Weissburg, 2009; Bromilow e Lipcius, 2017). Experimentos de amarra¢ao
podem alterar o comportamento natural dos individuos, deixando-os mais vulneraveis a
ataques de predadores ou prejudicando sua capacidade de escapar e buscar abrigo (Ryer et al.,
1997); portanto, os resultados podem ndo refletir interagdes naturais. Aqui, relatamos o
primeiro registro de canibalismo em Callinectes ornatus Ordway, 1863 na natureza sem

amarracao.

Os dois espécimes machos de C. ornatus foram observados fortuitamente sob uma
rocha em uma pog¢a de maré na praia de Panaquatira (02°28°18.51”°S 44°03°25.15”W) no
estado do Maranhao (Costa Amazonica Brasileira) em 5 de outubro de 2024 (15:00) no pico
da maré baixa (Fig. 1). O comportamento foi registrado em fotos e video. Os individuos
foram eutanasiados em gelo e identificados seguindo Williams (1974) e Melo (1996). Tecidos
musculares de quelipodos foram armazenados em etanol 100% para analise de DNA. Os

espécimes foram fixados em formalina 10%, preservados em etanol 70% e depositados em
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uma colecdo bioldgica (Vouchers: CFMCRI114/CFMCRI115; CoFauMa, Universidade

Estadual do Maranhao).

® Sampling site
24,400 ~44,200 44,000

Fig. 1 Localizagdo da Praia de Panaquatira, Estado do Maranhdo (Costa Amazdnica
Brasileira), onde ocorreu o registro de canibalismo em Callinectes ornatus.

O DNA foi extraido seguindo Aljanabi & Martinez (1997). Um fragmento do gene
Citocromo c oxidase subunidade I foi amplificado pelo método de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) usando os primers LCO1490/HCO2198 (Folmer et al., 1994) como segue:
94 °C por 5 minutos; 35 ciclos iniciando 94 °C por 30 segundos, 45 °C por 40 segundos e 72
°C por 1 minuto; 72 °C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram sequenciados e a
sequéncia produzida (BOLD Systems: JCABROO1-25) foi comparada com aquelas
disponiveis nos bancos de dados BOLD Systems (Barcode of Life Data System) e Genbank

(National Center for Biotechnology Information) para confirmar o status taxonomico.
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A identificacdo morfolégica s6 foi possivel para o predador (Fig. 2a-b) porque a
carapaca da presa estava muito danificada (Fig. 2¢). No entanto, o DNA confirmou a presa
como C. ornatus (indice de similaridade de 99,81% no BOLD e 99,76% no GenBank). O
predador também foi identificado como C. ornatus seguindo a descri¢do adaptada por Melo
(1996): carapaca com quatro dentes frontais de tamanhos desiguais, em que o par lateral ¢
mais proeminente que o mediano — as vezes rudimentar; dois espinhos laterais de
comprimento moderado na carapaga; margens anterolaterais da carapaca com dentes
extensivamente arqueados (exceto os orbitais externos e os espinhos laterais); a superficie da
carapaca tem granulagdes maiores na metade anterior ¢ menores nas regides cardiaca e
metagastrica; o carpo do quelipede ¢ quase liso (Fig. 2a); os gondpodes do macho sdo curtos,
quase alcangando a sutura entre os esternitos toracicos VI e VII (segmentos do exoesqueleto

na regido ventral), cruzando-se proximo a base, mas divergindo distalmente (Fig. 2b).

Os individuos diferiam em tamanho, estagio de desenvolvimento e integridade
corporal. O predador tinha um comprimento de carapaga e largura medindo 31 e 66 mm,
respectivamente. Todos os pereidpodes estavam intactos, exceto por um quelipede direito
ausente (pinga) (Fig. 2a-b). A presa tinha um comprimento de carapaca e largura medindo 27
e 45 mm, respectivamente. Metade da parte dorsal da carapaca estava danificada, alguns
pereidopodes estavam ausentes e outros estavam parcialmente amputados (possivelmente pelo
predador), um dos quais o predador estava se alimentando. Um dos pereidpodes era mole e
pouco desenvolvido, mostrando que este macho havia passado recentemente por uma muda
(ecdise) (Fig. 2c-d). A presa também mostrou uma aderéncia do pleon (se¢do abdominal),
uma indicacdo de seu estdgio inicial de desenvolvimento em compara¢do com o predador
(Fig. 2c-d). Durante a predagdo, a presa permaneceu imével, ndo demonstrando nenhuma

tentativa de defesa, possivelmente morta (veja o Video em https://youtu.be/In4Ud9htArS).
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84 Este ¢ o primeiro registro de canibalismo em uma espécie de Callinectes na natureza
85 sem condi¢des de amarragdo. Em condi¢des induzidas na natureza ou em cativeiro, esse
86  comportamento ja foi relatado para C. sapidus (Peery, 1989; Ryer et al., 1997; Bromilow e
87  Lipcius, 2017). Em condi¢des de amarragdo, os individuos sdo capturados e monitorados (ex.
88  Peery, 1989; Ryer et al., 1997; Ferner e Chang, 2005); portanto, os resultados podem nao
89  refletir as condi¢des naturais que poderiam diminuir o risco de predagdo, como a presenca de

90  refugios (Peery, 1989, Ryer et al., 1997, Ferner e Chang, 2005).

91 A disponibilidade de refugios pode diminuir a vulnerabilidade ao canibalismo
92  (Marshall et al., 2005). No caso relatado, o comportamento foi observado sob uma rocha em
93  uma poga de maré cheia de refugios rochosos; no entanto, a presen¢a de refligios ndo garante
94  seguranga contra predadores, uma vez que a alta densidade populacional nesses ambientes
95 pode facilitar interagdes agressivas (Mansour e Lipcius, 1991; Clark et al., 1999). A
96  observagao foi feita durante a maré baixa, quando o tamanho e a profundidade das pogas de
97 maré estavam em seu minimo, o que pode ter aumentado a densidade de C. ornatus e
98  contribuido para o avistamento e o ataque. E também na maré baixa que os intestinos desses
99  animais estdo majoritariamente vazios, o que também pode estimular o canibalismo em

100 contextos de alta densidade populacional (Ryer, 1987).

101 Os diferentes estagios de desenvolvimento de predador e presa também podem ter sido
102 decisivos, uma vez que o maior estava predando o menor. O mesmo ocorreu para C. sapidus,
103  no qual foi demonstrada uma relacdo entre tamanho corporal e predacdo intraespecifica
104 (Peery, 1989; Bromilow e Lipcius, 2017). Uma dinamica hierdrquica baseada no tamanho
105  corporal parece ser responsavel pelo comportamento agressivo comum das espécies de
106  Callinectes, em que individuos maiores tendem a ser mais agressivos com os menores (Clark

107 et al.,, 1999), aumentando o risco destes ultimos serem canibalizados. Individuos de C.
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108  sapidus com tamanhos corporais maiores tém maior sobrevivéncia (Bromilow e Lipcius,
109  2017). Em outro caranguejo-azul, Portunus pelagicus Linnaeus, 1758, individuos menores
110  também sdo mais vulnerdveis ao canibalismo (Marshall et al., 2005). A mortalidade por
111  predacdo ¢ menor em individuos maiores de Callinectes porque sua carapaca mais dura e
112 espinhos mais proeminentes dificultam sua captura e manipulagdo; além disso, individuos
113 maiores tendem a ser mais agressivos € combativos na presenca de um predador em potencial

114  (Hines e Ruiz, 1995).

115 Outro fator relevante para o evento de canibalismo relatado aqui ¢ que a presa havia
116  passado por ecdise recentemente. Durante a ecdise, os crustaceos perdem seu antigo
117  exoesqueleto para permitir o crescimento, mas o novo exoesqueleto, inicialmente macio,
118  aumenta a vulnerabilidade a predacdo (Ryer et al., 1997). Por exemplo, C. sapidus ¢ mais
119  vulneravel ao canibalismo durante a ecdise (Ryer et al., 1997); o mesmo ocorre com P.
120  pelagicus (Marshall et al., 2005). Além de seu exoesqueleto macio, os individuos em muda
121  liberam substincias quimicas na agua que podem ser detectadas por predadores (Zi et al.,
122 2023).

123 O canibalismo pode ser uma importante fonte de regulacdo do tamanho populacional
124 em espécies de Callinectes (Hines e Ruiz, 1995). Em C. sapidus, ¢ uma causa de mortalidade
125  ainda mais dominante do que a predacdo interespecifica (Hines e Ruiz, 1995; Bromilow e
126  Lipcius, 2017). Nosso estudo contribui para uma melhor compreensao da ecologia do género
127  Callinectes em condi¢des naturais, lancando luz sobre um possivel mecanismo fundamental

128  de regulagdo de suas populacdes.

129
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125

Fig. 2 Fotografia dos espécimes de Callinectes ornatus envolvidos no canibalismo. a - Vista

dorsal do predador. b - Vista ventral do predador (zoom do gondpode macho). ¢ - Vista dorsal

da presa. d - Vista ventral da presa (a seta branca indica um pereidpode mole e pouco

desenvolvido).
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