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MAGALHAES, Tatiana. Revisio Taxonomia dos caranguejos marinhos do género
Pilumnus Leach, 1815 (Decapoda: Brachyura) do Atlantico ocidental, baseados em
dados morfolégicos e moleculares. 2017. 193f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
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O género Pilumnus apresenta um total de 143 espécies validas sendo representado por
caranguejos distribuidos em oceanos tropicais e temperados. Estudos anteriores acerca da
sistematica do género evidenciam um alto grau de incertezas quanto a sua classificagdo,
provavelmente decorrente do pouco conhecimento sobre as espécies, somada a abundancia de

seus representantes. A classificagdo inicial do género foi baseada em caracteres morfologicos,

compartilhados por diversos géneros de Brachyura, inclusive posicionados em

familias distintas. A utilizagdo de ferramentas moleculares tem se mostrado bastante eficaz,
principalmente quando em conjunto com estudos morfologicos, no auxilio de trabalhos
taxondmicos e contribuindo na constru¢do de hipdteses filogenéticas mais robustas para os
crustaceos decapodos. Além de uma andlise comparativa empirica das espécies de Pilumnus
do Atlantico ocidental, foram realizadas andlises moleculares baseadas nos genes
mitocondriais 16S rRNA e o Citocromo Oxidase I (COI) (mesma sequéncia do barcoding)
que resultaram em 17 espécies distintas, incluindo duas espécies novas. Foi observado uma
possivel estruturagdo genética entre populacdes de P. reticulatus provenientes de diferentes
regides zoogeograficas (Caribe e Brasil), e a auséncia de estruturacdo nas espécies P.
caribaeus, P. dasypodus, P. floridanus e P. vinaceus que apresentam uma ampla distribuicao.
Os dados morfologicos e moleculares permitiu a avaliar o status taxondmico de 21 espécies
de ocorréncia no Atlantico ocidental em que foi corroborada a proposicao de P. brasiliensis
como sindnimo junior de P. caribaeus. Ademais, os nomes P. dasypodus e P. vinaceus devem
ser considerados validos, sendo necessdrio a ressurreicdo do ultimo, considerado
anteriormente sindnimo junior de P. dasypodus. Com base na nossa revisdo, 20 espécies sao
consideradas validas e a distribuicdo reportada de P. diomedeae, P. longleyi e P.

spinosissimus € restrita.

Palavras-chave: Brachyura; Taxonomia; COI — 165 mtRNA; Distancia Genética;

Analise Filogenética.
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MAGALHAES, Tatiana. Taxonomic Review of the marine crabs of the genus
Pilumnus Leach, 1815 (Decapoda: Brachyura) from the western Atlantic, based in
morphological and molecular data. 2017. 193f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdao Preto, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirao Preto, 2017.

The genus Pilumnus has 143 valid species being represented by crabs distributed in tropical
and temperate oceans. Previous studies about the systematics of the genus evidenced a high
degree of uncertainty regarding its classification, probably due to the lack of knowledge about
the species, in addition to the abundance of its representatives. The initial classification of the
genus was based on morphological characters, shared by several genera of Brachyura, even in
different families. The use of molecular tools has been shown to be very effective, especially
when combined with morphological studies, in the aid of taxonomic works and contributing
to the construction of more robust phylogenetic hypotheses for decapod crustaceans. In
addition to an empirical comparative analysis of Pilumnus species from the western Atlantic,
molecular analyzes based on mitochondrial 16S rRNA and Cytochrome Oxidase I (COI)
genes were performed, resulting in 17 distinct species, including two new species. It was
observed a possible genetic structuring between P. reticulatus populations from different
zoogeographic regions (Caribbean and Brazil), and the absence of genetic structuring in the
species P. caribaeus, P. dasypodus, P. floridanus and P. vinaceus that present a wide
distribution. The morphological and molecular data allowed evaluating the taxonomic status
of 21 species with occurrence in the western Atlantic in which the proposition of P.
brasiliensis as a junior synonym of P. caribaeus was corroborated. In addition, the names P.
dasypodus and P. vinaceus should be considered valid, being necessary the resurrection of the
last, previously considered junior synonym of P. dasypodus. Based on our review, 20 species
are considered valid and the reported distribution of P. diomedeae, P. longleyi and P.

spinosissimus 1s restricted.

Keywords: Brachyura; Taxonomy; COI - 16S rRNA; Genetic Distance; Phylogenetic
Analysis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Indicacdo das caracteristicas com maior variabilidade interespecifica entre as espécies de
Pilumnus do Atlantico ocidental. A e B — regido anterolateral da superficie dorsal da carapaca; Ce D —
Tipo de pilosidade da superficie dorsal da carapaga; E e F — Proposcao de espinhos e/ou granulos na
superficie externa da palma do quelipodo maior; G e H — Presenca ou auséncia de espinhos e granulos
nas pernas ambulatdrias. Chave cor de rosa indica margem anterolateral da carapaca; Chave amarela
indica margem superorbital; Seta verde indica regiao superhepatica; Seta roxa indica margem externa
da palma do quelipodo maior. A — Pilumnus holosericus, USNM 19705; B e H — Pilumnus spinosissimus,
USNM 69063; C — Pilumnus floridanus — ULLZ 12563; D e F — Pilumnus longleyi, USNM 62569; E e G —
Pilumnus pannosus, USNM 13814...........cccviviiiniininiiiiiiiiiniinisi s s 23

Figura 2. Espécies de Pilumnus com pubescéncia cobrindo carapaga e pernas ambulatdrias. Vista
dorsal. A - Pilumnus holosericus (LC 7,78mm) USNM 14705; B - Pilumnus gemmatus (foto de Joseph
Popin) (LC 11,5mm); C - Pilumnus lacteus (LC 8,4mm) MCZ 2461; D - Pilumnus pannosus (LC 12,0mm)
USNM 13814; E - Pilumnus nudimanus (LC 7,9mm) USNM 23770; F - Pilumnus reticulatus (forma
fragosa) (LC 11,5mm) CCDB 5391; G - Pilumnus reticulatus (forma tesselata) (LC 10,6mm) CCDB

Figura 3. Espécies de Pilumnus com cerdas rigidas na carapaca, ou pubescéncia cobrindo apenas parte
da superficie dorsal; presenga ou auséncia total de espinhos. A - Pilumnus caribaeus (LC 14,2mm)
CCDB 5180; B - Pilumnus floridanus (LC 9,68mm) CCDB 5919; C - Pilumnus longleyi (LC 14,4mm)
USNM 62569; D - Pilumnus marshi (LC 5,65mm) USNM 23771; E - Pilumnus dasypodus; (7,5mm) EMU
1103; F - Pilumnus vinaceus (LC 8,7mm) CCDB 4593; G - Pilumnus spinosissimus (LC 9,9mm) USNM
69063; H - Pilumnus sayi (LC 21,5mm) ANHM 991; I - Pilumnus quoii (LC 23,4mm) MNHN-IU-2000-
4318; ] - Pilumnus miersii (LC 7,9mm) MNH-TU-2000-2820......c..cccertertrtereeirrenenenterenerteneeseeneeieeeseeeeseeneas 25

Figura 5. Histograma de distancia-p entre os pares de espécimes de Pilumnus para o gene Citocromo
Oxidase I (COI). Seta preta indica valores intermediarios aos valores intra e interespecificos para os
espécimes de Pilumnus morfologicamente bem definidos analisados. ARG: Argentina; BRA: Brasil;
EUA: Estados Unidos; GUA: Guadalupe; PAN: Panama..........cccocovvivininiiinnnnnnncs 29

Figura 6. Histograma de distancia-p entre os pares de espécimes de Pilumnus para o gene 165 rRNA
(16S). Seta preta indica valores intermedidrios aos valores intra e interespecificos para os espécimes de
Pilumnus morfologicamente bem definidos analisados. ARG: Argentina; BRA: Brasil; EUA: Estados
Unidos; México; GUA: Guadalupe; PAN: Panama........cccccovvevirviriniininnnnicreeeeeeeeseeeeseeeeeesee e 31

Figura 7. Filograma gerado por Neighbor-joining para espécies de Pilumnus e selecionado grupo
externo, baseado no gene mitocondrial COI. Valores de bootstrap < 70% nao sao apresentados. ARG:
Argentina; BA: Bahia; BEL: Belize; BRA: Brasil; BUL: Bulgaria; CE: Ceara; COR: Coréia; CRO: Croacia;
CVE: Cabo Verde; ES: Espirito Santo; ESP: Espanha; EUA: Estados Unidos da América; FL: Flérida;
FRA: Franca; GFR: Guiana Francesa; GOM: Golfo do México; GUA: Guadalupe; GUIL: Guiné
Equatorial; HAV: Havai; IRA: Ird; IVB: Ilhas Virgens Britanicas; JAP: Japao; LA: Louisiana; MNO: Mar
do Norte; MEX: México; PAC: Pacifico; PAL: Palau; PAN: Panama; PE: Pernambuco; PFR: Polinésia
Francesa; POR: Portugal; R]: Rio de Janeiro; SC: Santa Catarina; SP: Sdo Paulo; TUN: Tunisia; TX:
Texas. Espécimes com aspas (“”) foram identificados a priori como indicado na tabela 1........................ 34

Figura 8. Filograma gerado por Neighbor-joining para espécies de Pilumnus e selecionado grupo
externo, baseado no gene mitocondrial 16S. Valores de bootstrap < 70% nao sao apresentados. ARG:
Argentina; BEL: Belize; BRA: Brasil; CE: Ceara; COR: Coréia; CVE: Cabo Verde; EUA: Estados Unidos



da América; FL: Florida; FRA: Franca; GUA: Guadalupe; IVB: Ilhas Virgens Britanicas; MEX: México;
PAN: Panama; SP: Sdo Paulo; TX: Texas. Espécimes com aspas (“”) foram identificados a priori como
INAICAdO NA tADELA T...ouiiiiiiiiiiiiic s 36

Figura 9. Arvore de Maxima Verossimilhanca para espécimes de Pilumnus e selecionado grupo
externo, baseado nos genes mitocondriais COI e 16S concatenados. Valores representam bootstrap
expressos em porcentagem. Valores < 50 nao sdo apresentados. ARG: Argentina; BA: Bahia; BEL:
Belize; BRA: Brasil; BUL: Bulgaria; CE: Ceard; COR: Coréia; CRO: Croacia; CVE: Cabo Verde; ES:
Espirito Santo; ESP: Espanha; EUA: Estados Unidos da Ameérica; FL: Fléorida; FRA: Franca; GFR:
Guiana Francesa; GOM: Golfo do México; GUA: Guadalupe; GUI: Guiné Equatorial; HAV: Havai;
IRA: Ira; IVB: Ilhas Virgens Britanicas; JAP: Japao; LA: Louisiana; MNO: Mar do Norte; MEX: México;
PAC: Pacifico; PAL: Palau; PAN: Panama; PE: Pernambuco; PFR: Polinésia Francesa; POR: Portugal;
RJ: Rio de Janeiro; SP: Sao Paulo; SC: Santa Catarina; TUN: Tunisia; TX: TeXasS.......cccevueeeevreeeevrerrrennenne 38

Figura 10. Holdtipo de Pilumnus caribaeus, 14 (LC 26,0mm), MNHN-IU-2000-18828 (= MNHN-
B18828). A-vista dorsal do corpo inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe
das pernas ambulatdrias, setas indicam auséncia de espinhos no propodo...........cccoveeevevevvvvrverreneene 62

Figura 11. Variacdo dos espinhos anterolaterais de P. caribaeus, vista dorsal. A-Holédtipo de P. caribaeus
MNHN-IU-2000-18828 (= MNHN-B18828). B-Espécime de P. caribaeus (CCDB 4595). C-Espécime de P.
caribaeus (CCDB 5180). D-Espécime de P. caribaeus (ULLZ 13393). E-Espécime de P. caribaeus (CCDB
5384). F-Espécime de P. caribaeus (MNHN-IU-2013-9442). G-Espécime de P.caribaeus (MNHN-IU-2013-
18494). H-Holotipo de P. brasiliensis BMINH-1884.31.........c.ccooriiiiiiiciccee e 63

Figura 12. Hol6tipo de Pilumnus brasiliensis, 13 (LC 10,4mm), BMNH-1884.31. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolateriais e da
orbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas
AMNDULALOTIAS. ...t s st 64

Figura 13. Espécime de Pilumnus dasypodus, 18 (LC 6,3mm), MZUSP 33215. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolateriais e da
orbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas
AMDULALOTIAS. ....cvviiiei s 69

Figura 14. Espécime de Pilumnus dasypodus, 19 ov., (LC 7,84mm), ULLZ 4346. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolateriais e da
orbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas
AMNDULALOTIAS. ...ttt 70

Figura 15. Holotipo de Pilumnus diomedeae, 19 (LC 14,47mm), USNM 9526. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolateriais e da
orbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas ambulatorias.

Figura 16. Representacdo da espécie “Pilumnus diomedeae”, retirado do trabalho de Holthuis (1959)....75

Figura 17. Espécime de “Pilumnus diomedeae”, retirado do trabalho de Takeda & Okutani (1983)......... 75



Figura 18. Espécime de Pilumnus floridanus, 12 (LC 9,16mm), ULLZ 12563. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaga. C-vista dorsal, detalhe fronte. D-vista ventral, detalhe
quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas ambulatOrias............ccoooeueieiicieieiiiiciiiicec e 79

Figura 19. Espécime de Pilumnus floridanus, 1@ (LC 9,68mm), CCDB 5919. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaga. C-vista dorsal, detalhe fronte. D-vista ventral, detalhe
quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas ambulatorias............cccoiiniiininniiiiice, 80

Figura 20. Espécime de Pilumnus gemmatus, 19ov. (LC 11,5mm), foto de Joseph Popin. A-vista dorsal
do corpo inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe fronte. D-vista ventral,
detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas ambulatdrias. Detailed information: Pilumnus
gemmatus - Guadelupe, Karubenthos 2012, det. J. Poupin October 2013, 1 Fov 8.9x11.5 mm, st GB12 (14
m), JL774. Copyright POUPIN......cccoiiiiiiiiiiiiiici s 83

Figura 21. Holétipo de Pilumnus gracilipes, 120v. (LC 18,8mm), MCZ 2974. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaga. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolateriais, da
orbita superior e fronte. D-vista dorsal, detalhe pernas ambulatdrias...........cccoceeinivcuccniiiincencicicene. 87

Figura 22. Espécime de Pilumnus gracilipes, 14 (LC 8,36mm), NHMLA 1694-9. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolateriais e da
orbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas ambulatorias.
F-vista mesial, detalhe do Gondpodo (PIedpodo 1).......ccccvuiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiniincceees 88

Figura 23. Espécime de Pilumnus gracilipes?, 13 (LC 17,5mm), USNM 298316. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolateriais e da
orbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas ambulatdrias.
F-vista mesial, detalhe do Gondpodo (PIedpodo 1).......ccccceuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiceeas 89

Figura 24. Holotipo de Pilumnus holosericus, 14 (LC 7,78mm), USNM 14705. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolateriais e da
orbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas
AMDULALOTIAS. ....vviiie e 94

Figura 25. Hol6tipo de Pilumnus holosericus, 14 (LC 7,78mm), USNM 14705 (A, C, E). Pilumnus
gemmatus, 1Qov. (LC 12,95mm), USNM 56900 (B, D, F). A, B-vista dorsal da carapaga. C, D-vista
dorsal, detalhe da margem anterolateral e regido hepatica. E, F-vista dorsal, detalhe das pernas
ambulatdrias. Seta preta indica presenca de espinhos ou dentes espinhosos na regiao hepatica; seta
branca indica presenga de espinhos NO PrOPOAO..........c.ccuiieiiiiiiiieiiictc s 95

Figura 26. Espécime de Pilumnus lacteus, 13, (LC 8,4mm), MCZ 2461. A-vista dorsal do corpo inteiro
do animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe fronte. D-vista ventral, detalhe
quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas ambulatorias............cccocovivviiinininniiiiniiiiie 99

Figura 27. Holdtipo de Pilumnus longleyi, 19 (LC 14,4mm), USNM 62569. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe das pernas ambulatdrias, setas
indicam auséncia de espinhos N0 PIOPOAO..........crueiiiuiiiiiiiiieieie s 103



Figura 28. Espécime de Pilumnus longleyi, 14 (LC 14,9mm), ULLZ 11154. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolaterais e
regiao hepatica. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe das pernas
ambulatdrias. F-vista ventral, detalhe extremidade do gonopodo (pledpodo 1).......cccceeiiiierereinncen. 104

Figura 29. Holodtipo de Pilumnus longleyi, 19 (LC 14,4mm), USNM 62569 (A, C, E). Holdtipo de
Pilumnus caribaeus, 13 (LC 26.0mm), MNHN-IU-2000-18828 (= MNHN-B18828) (B, D, F). A, B-vista
dorsal da carapaca. C, D-vista dorsal, detalhe da margem anterolateral e regidao hepatica. E, F-vista
dorsal, detalhe das pernas ambulatorias. Seta preta indica presenga de espinhos ou dentes espinhosos
na regido hepatica; seta branca indica presenca de espinhos no propodo.........c.ccccceeueuccvccccerivcuenenee 105

Figura 30. Holotipo de Pilumnus marshi, 13, (LC 5,65mm), USNM 23771. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaga. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolaterais e da
orbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe perna ambulatéria. F-
vista mesial, detalhe do Gondépodo (Pledpodo 1) direito.........coeeueiiuieieiiiiccieiiicccee 109

Figura 31. Lectotipo de Pilumnus miersii, 19 (LC 7,9mm), MNH-IU-2000-2820 (= MNHN-B2820). A-
vista dorsal do corpo inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaga. C-vista dorsal, detalhe dos
espinhos anterolateriais e da drbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal,
detalhe pernas ambulatOrias...........ccoviiiiiiiiiiiiiii s 112

Figura 32. Holotipo de Pilumnus nudimanus, 19 ov. (LC 7,9mm), USNM 23770. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaga. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolaterais e da
orbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas
AMDUIALOTIAS. ... s 115

Figura 33. Holdtipo de Pilumnus pannosus, 13, (LC 12,0mm), USNM 13814. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaga. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolaterais e da
orbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas ambulatorias.
F-vista mesial, detalhe do Gondpodo (P1e0podo 1)........cceueiiiueieiiiiciciiecc e 119

Figura 34. Espécime de Pilumnus pannosus, 14, MNHN-IU-2000-4329 (= MNHN-B4329). A-vista dorsal
do corpo inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos
anterolaterais e da drbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe
pernas ambUIAtOTIAS. ........cciiiiiiii s 120

Figura 35. Holdtipo de Pilumnus quoii, 18 (LC 23,4 mm), MNHN-IU-2000-4318 (= MNHN-B4318). A-
vista dorsal do corpo inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaga. C-vista dorsal, detalhe dos
espinhos anterolaterais e da orbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal,
detalhe pernas ambULAtOTIAS. .......cocveiriiririiiii st 124

Figura 36. Espécime de Pilumnus reticulatus (forma fragosa), 14 (LC 11.5mm), CCDB 5391. A-vista
dorsal do corpo inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaga. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos
anterolaterais e da drbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe
PErnas aMBDUIALOTIAS. ....c.c.cuiueuiuiiiiiiiicce e 129

Figura 37. Espécime de Pilumnus reticulatus (forma tesselata), 14 (LC 10,6mm), CCDB 5379. A-vista
dorsal do corpo inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaga. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos
anterolaterais e da drbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe
pernas ambUIAtOTIAS. ........c.iuiuiiiiiiiii b 130



Figura 38. Espécime de Pilumnus sayi, 13 (LC 21,5mm), ANHM 991. A-vista dorsal do corpo inteiro do
animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolaterais e da orbita
superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas ambulatérias....... 134

Figura 39. Holotipo de Pilumnus spinosissimus, 13 (LC 9,9mm), USNM 69063. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaga. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolaterais e da
orbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas ambulatdrias.
F-vista mesial, detalhe do Gondpodo (P1e6podo 1)........cceueieieieiiiiciciic e 137

Figura 40. Espécime de Pilumnus vinaceus, 13, (LC 9.9mm), MNHN-IU-2000-4322 (= MNHN-B4322).
A-vista dorsal do corpo inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaca. C-vista dorsal, detalhe dos
espinhos anterolaterais e da orbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal,
detalhe pernas ambULAtOTIAS. ........ocveiriiririiii et 141

Figura 41. Espécime de Pilumnus vinaceus, 13, (LC 9.9mm), CCDB 4598. A-vista dorsal do corpo
inteiro do animal. B-vista dorsal da carapaga. C-vista dorsal, detalhe dos espinhos anterolateriais e da
orbita superior. D-vista ventral, detalhe quelipodo maior. E-vista dorsal, detalhe pernas
AMNDULALOTIAS. ... ettt et 142

Figura 42. Estruturas usadas na chave de identificagdo. A — margem anterolateral com dentes; B —
margem anterolateral com espinhos; C — Superficie dorsal com pubescéncia; D — Superficie dorsal com
cerdas rigidas; E — Quelipodo maior com menos de 2/3 da superficie externa da palma espinhosa; F -
Quelipodo maior com mais de 2/3 da superficie externa da palma espinhosa; G - Pernas ambulatorias
com granulos; H — Pernas ambulatdrias com espinhos; I — Perna ambulatéria com espinhos achatados
verticalmente; ] — Pernas ambulatorias com fileira de espinhos achatados lateralmente, inseridos par a
par. Chave cor de rosa indica margem anterolateral da carapaga; Chave amarela indica margem
superorbital; Seta verde indica regido superhepatica; Seta roxa indica margem externa da palma do
QUEHIPOAO TNAIOT ..ottt 156

Figura 46. Pilumnus reticulatus forma fragosa. A-Margem anterolateral; B-Perna ambulatéria; C-

QUELTPOAO NAIOT......oiiiiiiiiii bbb s 161

Figura 47. Pilumnus reticulatus forma tesselata. A-Margem anterolateral; B-Perna ambulatdria; C-

QUELTPOAO MAIOT. ..ottt 162



Figura 48. Pilumnus nudimanus. A-Margem anterolateral; B-Perna ambulatéria; C-Quelipodo maior.......

............................................................................................................................................................................... 162
Figura 49. Pilumnus pannosus. A-Margem anterolateral; B-Perna ambulatéria; C-Quelipodo maior..........
............................................................................................................................................................................... 163
Figura 50. Pilumnus lacteus. A-Margem anterolateral; B-Perna ambulatéria; C-Quelipodo maior..............
............................................................................................................................................................................... 163
Figura 51. Pilumnus longleyi. A-Margem anterolateral; B-Perna ambulatéria; C-Quelipodo maior............
............................................................................................................................................................................... 164
Figura 52. Pilumnus quoii. A-Margem anterolateral; B-Perna ambulatéria; C-Quelipodo maior.................
............................................................................................................................................................................... 164
Figura 53. Pilumnus caribaeus. A-Margem anterolateral; B-Perna ambulatoria; C-Quelipodo maior..........
............................................................................................................................................................................... 165
Figura 54. Pilumnus marshi. A-Margem anterolateral; B-Perna ambulatdria; C-Quelipodo maior..............
............................................................................................................................................................................... 165
Figura 55. Pilumnus miersii. A-Margem anterolateral; B-Perna ambulatdria; C-Quelipodo maior..............
............................................................................................................................................................................... 166
Figura 56. Pilumnus gracilipes. A-Margem anterolateral; B-Perna ambulatoria; C-Quelipodo maior..........
............................................................................................................................................................................... 166
Figura 57. Pilumnus sayi. A-Margem anterolateral; B-Perna ambulatdria; C-Quelipodo maior...................
............................................................................................................................................................................... 167
Figura 58. Pilumnus diomedeae. A-Margem anterolateral; B-Perna ambulatéria; C-Quelipodo maior.........
............................................................................................................................................................................... 167



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Lista de caracteres morfoldgicos utilizados durante a revisao taxonémica dos exemplares
O GENETO PillUTHIIUS. ...ttt ea e e easene 9

Tabela 2. Primers utilizados para amplificagdo das SeqUENCIas..........ccccueueueucucerecceeeieeiecrceeeeeeeenens 11

Tabela 3. Espécimes de caranguejos usados nas analises moleculares com respectivo local de coleta,
numero de catdlogo de colecdo e nimero de acesso do banco de dados genético (Genbank) para os
genes COI e 16S. (CCDB - Colegao de Crustaceos do Departamento de Biologia, FFCLRP, USP; CNCR
— Coleccion Nacional de Crustaceos, Instituto de Biologia, UNAM; MZUSP — Museu de Zoologia da
Universidade de Sao Paulo; UF- University of Florida; ULLZ — University of Louisiana at Lafayette’s
Zoology Collection; USNM - United States National Museum - Smithsonian, Washington DC/USA);
ZRC - Zoological Reference Collection, The Raffles Museum of Biodiversity, National University of
Singapore. BRA — Brasil; COL — Coloémbia; CRI — Costa Rica; EUA — Estados Unidos; HON -
Honduras; MAR - Marrocos; MEX — México; PAN — Panama; VNZ - Venezuela. Nome das espécies

entre aspas (“”) indica identificacdo equivocada descrita nas etiquetas das institui¢des...........c.ccecu..... 14

Tabela 4. Matriz de divergéncia genética para o gene Citocromo Oxidase I (COI) entre as espécies de
Pilumnus. ARG: Argentina; BA: Bahia; BEL: Belize; BUL: Bulgaria; CE: Ceara; COR: Coréia; CRO:
Croacia; CS: Carolina do Sul; ES: Espirito Santo; ESP: Espanha; FL: Florida; FRA: Franga; GFR: Guiana
Francesa; GOM: Golfo do México; GUA: Guadalupe; GUI: Guiné Equatorial; IVB: Ilhas Virgens
Britanicas; JAP: Japao; LA: Louisiana; MEX: México; PAC: Pacifico; PAL: Palau; PAN: Panama; PE:
Pernambuco; PFR: Polinésia Francesa; POR: Portugal; RJ: Rio de Janeiro; SP: Sao Paulo; SC: Santa
Catarina; TUN: TUNISIA, TX: TOXAS.....ciouiiiiiiiiieieieeeeetee ettt et eette et eaeeesaesstaessseessesssteesaesssseesssessaeesssesnneenses 30

Tabela 5. Matriz de divergéncia genética para o gene 165 rRNA entre as espécies de Pilumnus. ARG:
Argentina; BEL: Belize; CE: Ceara; COR: Coréia; FL: Flérida; FRA: Franga; GUA: Guadalupe; IVB:
Ilhas Virgens Britanicas; MEX: México; PAC: Pacifico; PAN: Panamad; SP: Sao Paulo; TX: Texas........... 33



8.
9.

SUMARIO

INTRODUGAO.......uonrrerrressensssssessassssssessasssesssssasssesssssasssasssssssssasssessasssasssesses 1
1.1. Contextualizagdo do género Pilumnus............coevvvvrrirvrviesnirerennenes 1
1.2.  Género Pilumnus: caracteristicas gerais e classificacio............... 3

OBJETIVOS...iiieniiinsssisisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 7

MATERIAL & METODOS......ccommnsisssssmmsssnnssssssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssens 8
3.1. Obtengdo dos dados morfolOgicos......uvrervrerererervrnnrnnesnanan, 8
3.2. Obtencio dos dados moleculares...........ecueeerevvrcresvreeseresensessunsnnns 10
3.3.  Andlises MOrfolOGiCAS.......uuuuuririruvirriririsirisriririisissssisisisissssssesissssssns 12
3.4.  AnAlises MOlECUIATES......uuuceevuvvvririiririiririsisisisissisiisisissssssiisssssseseaes 13

RESULTADOS......utrrrnnirnrnnnnnnnsssssssissssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 21
4.1.  Andlises mMOTfoOlOGiCAS.....cuuuurerirererererererererererererereresensreseesensssssssssaenens 21
4.2,  AnAlises MOLECUIATES........uueuevrererurriirriririrsiisiiisiiscsissisissssesnssesisaeaees 27

DISCUSSAOQ......cmsnsnssssssssssssssssssssssmmssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssss 39

CONCLUSAO.ccccunnnnsessssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 55

SISTEMATICA..nnerrrvsssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 56

REFERENCIAS.....oocommnssismmmmmssnsiissssssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 143

CHAVE DE IDENTIFICACAO........ovvunrrrmssrsssessasisassssssssssssssssssssssssssssasssnes 156

10. ANEXO..ucuiiiitiiitininininiincnininninininisnisinisinssisssssisisisissessssssssessesss 170



8. INTRODUCAO




1.1. Contextualizag¢do do género Pilumnus
Dentre os decapodos, a infraordem Brachyura (Latreille, 1803) é a que possui a maior

diversidade morfologica reconhecida para os representantes viventes. Esses animais
habitam ambientes terrestres, desde 2.000 metros acima do nivel do mar até zonas
abissais abaixo de 6.000 metros de profundidade (Ng et al., 2008). A grande
diversidade morfoldgica dos Brachyura é um dos fatores que contribuem para o
cenario controverso acerca das diversas propostas de classificacao do grupo (Ahyong
et al., 2007).

O formato da carapaga e quadro bucal foram caracteres amplamente utilizados
no passado para embasar propostas de classificagdo dos Brachyura (H. Milne-
Edwards, 1834; Balss, 1957) e, baseado nestes, o grupo foi subdividido em Dromiacea
(sponge crabs e relativos), Oxyrhyncha (spider crabs), Oxystomata (box crabs, pebble
crabs e relativos), Cancridea (cancer crabs) e Brachyrhynca (short fronted crabs). Guinot
(1979) apontou que tais estudos se baseavam majoritariamente em caracteres
morfoldgicos pouco informativos, e que estruturas com semelhancgas superficiais
estavam sendo erroneamente tratadas como homologas.

Com o intuito de elucidar o controverso cendrio da classificacdo dos braquitiros,
Guinot (1977, 1978, 1979) propds uma grande mudanca na taxonomia do grupo, com
uma hipdtese de classificagdo baseada, dentre outros caracteres, na posi¢ao dos
orificios genitais (gonoporos) dos machos e das fémeas, separando os taxons em trés
grupos: os Podotremata com abertura coxal nos machos e fémeas, Heterotremata
com abertura coxal nos machos e esternal nas fémeas e Thoracotremata com abertura
esternal em machos e fémeas (Melo, 1996). Contudo, muitos taxonomistas norte-
americanos nao se basearam em tal classificacao, e utilizaram sistemas distintos. Eo
caso, por exemplo, de Williams (1984), que utilizou a classificagdo de Glaessner
(1969), sugerindo que as propostas de Guinot e de outros autores ainda deveriam ser
avaliadas. Esta falta de consenso € refletida nas diferencas substanciais da
classificagao dos Brachyura em diferentes trabalhos (Hendrickx, 1998; Guinot et al.,

2013).



Inserido no problematico grupo dos Brachyura, Pilumnidae Samouelle, 1819
também possui controvérsa sistemadtica, sendo as diferengas encontradas nas
classificagoes entre as subfamilias e géneros provavelmente decorrem do uso de
apenas caracteres morfologicos de individuos adultos, que sao muito semelhantes
(Takeda & Miyake, 1968). Baseando-se em caracteres morfologicos externos como
formato da carapaca e quelipodos, Samouelle (1819) erigiu Pilumnidae para a
alocacao do género Pilumnus Leach, 1815. No entanto, ao longo dos anos Pilumnus foi
alocado em diferentes familias como Eriphidae MacLeay, 1838, Cancridae Latreille,
1802 e Xanthidae MacLeay, 1838 sensu lato, aventando a possibilidade de Pilumnidae
nao ser um taxon valido (Stimpson, 1871, Kingsley, 1878, Miers, 1886). Devido a
constante mudanga na alocagao de Pilumnus em distintas familias, em 1956 por uma
decisao da Comissao Internacional de Nomenclatura Zoologica Pilumnidae nao
deveria ser utilizado e estabeleceu-se preferéncia a Xanthidae, exceto para
pesquisadores que tratassem Pilumnus Leach, 1915 e Xantho Leach, 1914, como
pertencentes a familias distintas, com Pilumnus como membro exclusivo da primeira
(Manning & Holthuis, 1981). Contudo, trabalhos subsequentes passaram a adotar
Pilumnus como membro da familia Xanthidae e superfamilia Xanthoidea (Glaessner,
1969). Apods as inovadoras propostas de classificagio de Guinot (1979), o género
passou a ser novamente alocado na familia Pilumnidae, porém ainda inserida na
superfamilia Xanthoidea, secao Heterotremata (Melo, 1996).

A inclusao de Pilumnidae na superfamilia Xanthoidea que até recentemente era
aceito, passou a ser questionado (Stevéi¢, 2005). O reconhecimento de uma linhagem
distinta tem sido aventado e o género tem sido inserido na superfamilia Pilumnoidea
com base em dados morfoldgicos e moleculares (Ng et al., 2008; Lai et al., 2011;
Schubart & Aichinger, 2014). Ademais, as subfamilias reconhecidas em Pilumnoidea
sao muito distintas morfologicamente e poderiam ser reconhecidas como familias

(Ng et al., 2008).



1.2. Género Pilumnus: caracteristicas gerais e classificacio
Os caranguejos conhecidos como bristle ou hairy crabs (caranguejos com cerdas ou

peludos) habitam fundos de areia, cascalho, conchas, corais e lama, podendo ser
encontrados também dentro de esponjas, desde entre marés até cerca de 340 metros
de profundidade (Melo, 1996). De acordo com a checklist mais recente sobre os
Brachyura (Ng et al., 2008), este tdxon apresenta um total de 143 espécies validas,
amplamente distribuidas em aguas marinhas, ocorrendo em todos o0s oceanos
tropicais e temperados (Takeda & Miyake, 1968). O pouco conhecimento sobre as
espécies que compdem o género somada a abundancia e semelhanca entre elas,
contribuem para um estado de problemas na sistematica do grupo (Takeda &
Miyake, 1968). Estudos anteriores sobre a sistematica do género mostraram que este
grupo sofreu mudangas taxonomicas e que ainda persistem incertezas quanto a sua
classificacao (Schubart & Aichinger, 2014).

O género Pilumnus foi descrito por Leach em 1815 com base em espécime
identificado como P. hirtellus (Lennaeus, 1761). De acordo com o autor,
representantes do género apresentavam carapaga tranversal, margem anterior semi-
inclinada, escondendo a margem truncada; olhos nao mais grossos que os
pedunculos, que sao curtos; antena externa setosa, sub-alongada, inserida no angulo
interno dos olhos obliquamente; palpo no vértice interno do mero do terceiro
maxilipedo; abdomen em ambos o0s sexos com sete somitos. Quelipodos bastante
desiguais, com dois dedos dentados; pares de pernas ambulatorias com garras de
extremidades afiadas e nuas. Ainda de acordo com o Leach (1815), todas as espécies
observadas por ele eram cobertas por cerdas arrepiadas, mais proeminentes nas
pernas. Além disso, o autor comenta que os espécies de P. hirtellus no qual se baseou
por monotipia para descricao do género apresenta as vezes carpo e quela bastante
lisos, diferentes da caracteristica essencial proposta por Linnaeus para a espécie, que
era a granulagao das quelas.

Por anos, diferentes espécies de caranguejos que compartilhassem as

caracteristicas palpo interno do terceiro maxilipede, antena obliqua dentro da drbita,



olhos da mesma largura do pedunculo e algum tipo de pilosidade, seja na carapaca
inteira ou apenas nas pernas ambulatdrias, bem como granulagao ou nao nas quelas,
eram inseridos no género Pilumnus. No entanto, uma diversidade enorme de
caranguejos marinhos compartilham essas caracteristicas, ao mesmo tempo em que
outras, como formato do gondpodo, formato do rostro, da carapaga, da Orbita,
presenca de ornamentagao ou nao, etc, que hoje os diferenciam do taxon Pilumnus.
Assim, espécies que atualmente estao alocadas em diferentes géneros de diferentes
familias, como Actumnus Dana, 1851, Eupilumnus Kossmann, 1877, Parapilumnus
Kossmann, 1877, Heteropilumnus De Man, 1895, Neopilumnoplax Serene, 1969,
Aniptumnus Ng, 2002, Glabropilumnus Balss, 1932, Latopilumnus Tirkay &
Schuhmacher, 1985, Lobopilumnus A. Milne-Edwards, 1880, Lophopilumnus Miers,
1886, Nanopilumnus Takeda, 1974, etc, da familia Pilumnidae; Rhithropanopeus
Rathbun, 1898 da familia Panopeidae Bronn, 1862; Forestia Guinot, 1976, Heteractaea
Lockington, 1877, Pilodius Dana, 1851, Cymoida Alcock, 1898, Garthiope Guinot, 1990,
Microcassiope Guinot, 1967, Micropanope Stimpson, 1871, etc, da familia Xanthidae,
foram todos considerados previamente um Pilumnus (Ng et al., 2008).

De acordo com A. Milne-Edwards (1880) a identificacdo das espécies de
Pilumnus € bastante dificil devido a grande semelhanca de caracteres e a variagao
(incluindo intraespecifica) do nimero de espinhos nas pernas e na superficie da
carapaga. No entanto, as cerdas do corpo apresentam um aspecto particular, e a
carapaga ¢ normalmente convexa e as regioes sao distintas. Ainda, segundo o autor,
essas espécies apresentam fronte com dois lébulos mais ou menos arredondados,
Orbita as vezes inteira e as vezes com fissuras, sendo exatamente essa caracteristica
utilizada por Kossmann (1877) para separar Pilumnus (com uma fenda orbital) e
erigir Parapilumnus (sem fenda orbital) e Eupilumnus (com duas fendas orbitais).
Inicialmente, quando foi descrito por Leach (1815), o género compreendia trés
espécies de caranguejos, duas provenientes da Europa, P. hirtellus e P. villosissimus

(Rafinesque, 1814), e uma encontrada na Asia P. vespertilio (Fabricius, 1793) (Schubart



& Aichinger, 2014). Posteriormente, mais de 164 espécies foram descritas e inseridas
nesse género Pilumnus, mas destas 143 sao consideradas validas (Ng et al., 2008).

De acordo com a literatura, é registrada a ocorréncia de 17 espécies de Pilumnus
na costa do Atlantico ocidental (Rathbun, 1930; Lemaitre, 1981; Williams, 1984; Melo,
1996; Ng et al., 2008; Felder et al., 2009): Pilumnus caribaeus (Desbonne em Desbonne &
Schramm, 1867); P. dasypodus Kingsley, 1879; P. diomedeae Rathbun, 1894; P. floridanus
Stimpson, 1871; P. gemmatus Stimpson, 1860; P. gracilipes A. Milne-Edwards, 1880; P.
holosericus Rathbun, 1898; P. lacteus Stimpson, 1871; P. longleyi Rathbun, 1930; P.
marshi Rathbun, 1901; P. miersii A. Milne-Edwards, 1880; P. nudimanus Rathbun, 1901;
P. pannosus Rathbun, 1896; P. quoii H. Milne-Edwards, 1834; P. reticulatus Stimpson,
1860; P. sayi Rathbun, 1897; e P. spinosissimus Rathbun, 1898. Essas espécies sao
separadas de acordo a morfologia da fronte e a disposi¢ao dos espinhos/granulos e
cerdas nos quelipodos e na carapaga (Rathbun, 1930; Williams, 1984; Melo, 1996). No
entanto, a grande similaridade morfoldgica das espécies nao permite muitas vezes
uma correta identificacdo dos exemplares. As chaves de identificacao disponiveis
apresentam caracteres subjetivos que dificultam a separacao destas (e.g., margem dos
lobulos frontais mais ou menos convexa) e auséncia de imagens que facilitem a
identificagao. Além disso, € verificada a presenca de caracteres varidveis na diagnose
de cada espécie (e.g., nimero de espinhos ao redor da drbita) (Rathbun, 1930; Melo,
1996).

Alguns trabalhos abordando os problemas de status de espécies deste género
tém sido realizados no intuito de contribuir para a sistematica e relagdes filogenéticas
do grupo, seja por meio de dados morfoldgicos apenas (Takeda & Miyake, 1968;
Spivak & Rodriguez, 2002) ou aliados a dados moleculares (Oliveira-Biener et al.,
2010; Schubart & Aichinger, 2014). No entanto, é evidente a auséncia de trabalhos
sistematicos devotados para o género Pilumnus com espécies de ocorréncia no
Atlantico ocidental ou continente Americano como um todo.

Dentre as 17 espécies de Pilumnus com ocorréncia no Atlantico ocidental, seis

apresentam uma distribuicdo desde o sudeste dos Estados Unidos, do Golfo do
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Meéxico até o Brasil (Melo, 1996). No entanto, o alto grau de endemismo relatado para
espécimes provenientes da provincia Texana (Golfo do México) (Powers, 1977;
Mouton & Felder, 1995; Staton & Felder, 1995) poderia indicar um equivoco em
relacdo ao padrao continuo de distribuicdo ou presenca de grupos cripticos para
algumas espécies. Tais caracteristicas qualificam os representantes do género como
potencial modelo de estudo para se avaliar o padrao distribucional das espécies em
diferentes dreas zoogeograficas nas Américas.

Os exemplos acima citados ilustram o atual panorama, confuso e instavel, sobre
a identificacdo e a taxonomia das espécies de Pilumnus provenientes do Atlantico
ocidental, atualmente baseadas apenas em dados morfologicos. Devido a grande
similaridade morfoldgica das espécies, como no caso de espécies cripticas, um estudo
taxonomico baseado apenas em caracteres morfologicos, muitas vezes nao permite
uma correta separagao das espécies (Hebert et al., 2004). Outro problema oriundo da
classificacdo baseada somente nos dados morfoldgicos, que se configuram como
marcadores complexos com grandes intervalos de variagao, é a possibilidade de se
super- ou subestimar a diversidade atual (Lefébure et al., 2006). Desta forma, o uso de
ferramentas moleculares aliado a morfologia tem se mostrado bastante eficaz na
resolucao de problemas taxondmicos em decapodes, consequentemente contribuindo
para a construgao de hipdteses de relagdes filogenéticas para seus diferentes
subgrupos (e.g., Schubart et al., 2000a; Munasinghe et al., 2003; Robles et al., 2007;
Tsang et al., 2014; Magalhaes et al., 2016; Terossi et al., 2017)

Tendo em vista a existéncia de um confuso cendrio no que se refere a
classificagao de Pilumnus, um estudo sistematico envolvendo as dezessete espécies
do Atlantico ocidental, incluindo uma ampla andlise de caracteres morfologicos e
moleculares e utilizando-se de metodologias variadas, torna-se fundamental para
auxiliar na classificacao e também nas relagoes filogenéticas entre as espécies que

compdem o género e consequentemente a familia Pilumnidae.






Baseado no relato anterior, demonstrando um acumulo de incertezas sobre a
sistemdtica dos caranguejos pertencentes a este grupo, a presente tese tem como
objetivo principal realizar uma andlise taxonomica das espécies do género Pilumnus
distribuidas na costa do Atlantico ocidental utilizando dados morfoldgicos e
moleculares. Para isso, foram realizados os seguintes objetivos especificos:

- avaliar as hipdteses postuladas na literatura para a proposigao de sinonimias
entre algumas espécies do género a partir de andlises morfologicas (caracteres
corporeos classicos e dos gonopodos, busca por outros caracteres informativos)
comparadas entre os espécimes com distribui¢ao Atlantico ocidental;

- avaliar as hipoteses postuladas na literatura para a proposi¢ao de sinonimias
entre algumas espécies do género, utilizando andlise de cluster, baseada nas
distancias genéticas entre as sequéncias nucleotidicas dos genes mitocondriais
16SmtRNA e Citocromo Oxidase I (COI);

- avaliar as hipdteses postuladas para a ocorréncia continua das espécies de
Pilumnus no Atlantico ocidental, por meio da verificacao de estruturacao genética
entre as populagoes, utilizando o gene mitocondrial Citocromo Oxidase I (COI).

Tao quanto possivel, o contexto do projeto foi complementado com uma analise
de espécimes de outras regides zoogeograficas no intuito de melhor contextualizar as

espécies alvo desta proposta.



&) MATERIAL & METODOS




3.1. Obtengdo dos dados morfoldgicos
O material analisado foi obtido por meio de coletas, empréstimo, doagdes e

visitas as coleg¢Oes carcinoldgicas de diversas institui¢Oes cientificas. As coletas foram
realizadas por meio de barcos de pesca equipado com redes do tipo “otter trawl” ou
por coleta manual durante atividades de mergulho (Scuba) ou em areas intermareais.
Os animais obtidos foram devidamente identificados, etiquetados, armazenados em
alcool etilico 80% e depositados na Colecao de Crustdceos do Departamento de
Biologia (CCDB) do Laboratério de Bioecologia e Sistematica de Crustaceos (LBSC),
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto, Universidade de Sao
Paulo (FFCLRP/USP).

Empréstimos, doagdes ou visitas in loco para andlise e obtengao de material
foram realizadas nas cole¢Oes carcinologicas das seguintes instituicdes: AMNH —
American Museum of Natural History, Nova Iorque, Nova lorque, Estados Unidos;
CNCR/UNAM - Coleccion Nacional de Crustaceos da Universidad Nacional
Autonoma de México, Cidade do México, México; EMU - Coleccion da Estacion de
Mazatlan da Universidad Nacional Auténoma de México, Mazatlan, Sinaloa, México;
HBG - Crustacean Collection of the Florida International University, Florida,
Estados Unidos; MCZ - Museum of Comparative Biology-Harvard, Boston,
Massachusetts, Estados Unidos; MNHN — Muséum National d'Histoire Naturelle,
Paris, Franga; MHNCI — Museu de Historia Natural Capao da Imbuia, Capao da
Imbuia, Curitiba, Brasi, MHNMC - Museo de Historia Natural Marina de
Colombia-Makuriwa del Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras de
Colombia — Invemar, Santa Marta, Colombia;, MNR]J - Museu Nacional da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil;
MZUSP - Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Sao Paulo
Brasil, MZUESC - Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Santa Cruz,
IIhéus, Bahia, Brasil, NHM - Natural History Museum, Londres, Inglaterra; NHMLA
— Natural History Museum of Los Angeles County, Los Angeles, Estados Unidos;
SAM - Iziko South African Museum, Cidade do Cabo, Africa do Sul; UFRGS —



Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasi, UNAM -
Universidad Autonoma de Meéxico, Cidade do México, México, UNMAP -
Univesidad Nacional de Mar del Plata, Mar del Plata, Argentina; USNM - United
States National Museum, Whashington D.C, Estados Unidos; UFPE — Universidade
Federal do Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil; UF — University of Florida,
Gainesville, Flérida, Estados Unidos; ULLZ - University of Louisiana-Lafayette
Zoological collection, Lafayette, Louisiana, Estados Unidos.

A identificagdo preliminar dos exemplares foi baseada em caracteres
morfologicos previamente propostos na literatura (H. Milne-Edwards, 1834;
Stimpson, 1860, 1871; Desbonne em Desbonne & Schramm, 1867; Kingsley, 1879; A.
Milne-Edwards, 1880; Rathbun, 1894, 1896, 1897, 1898, 1901, 1930; Williams, 1965,
1984; Melo, 1996), os quais juntamente com outros caracteres levantados durante as
andlises foram reunidos e listados na tabela I, servindo de guia para as analises
morfoldgicas.

Foram analisados, quando possivel, exemplares adultos de machos, fémeas
ovigeras e nao ovigeras e também juvenis, utilizando os caracteres presentes na lista
da tabela I. Posteriormente foi realizada uma andlise comparativa (empirica) dos

caracteres, identificando aqueles de maior variagao interespecifica.

Tabela 1 - Lista de caracteres morfoldgicos utilizados durante a revisdo taxondmica dos exemplares
do género Pilumnus.

Caracteres Morfologicos

Carapaca: Comprimento e largura; presenca e disposi¢do de cerdas, granulos ¢ espinhos;

Terceiro Maxilipede: presenca e disposicdo de cerdas e granulos;

Quelipodo: forma e tamanho; propor¢édo dos articulos; presenca, niimero e disposi¢do de espinho e cerdas;

Fronte: formato e presenca de dentes, granulos e espinhos;

Patas ambulatérias: proporgio dos articulos, presenca de cerdas e espinhos;

Espinhos ou granulos na carapaca e quelipodos: nimero e formato;

Gonépodo: forma e comprimento; presencga e distribuicdo de cerdas;




As andlises morfoldgicas realizadas no LBSC-FFCLRP/USP foram feitas sob
estereomicroscopio M205 C LEICA®. As imagens de alguns caracteres foram obtidas
com camera digital LEICA® DFC300 FX acoplada ao estereomicroscopio M205 C
LEICA® com o software Leica Application Suite LAS V3.3. Os exemplares foram
mensurados com paquimetro digital STARRETT® 727 (+ 0,01 mm) e a largura da
carapaca (LC), largura frontorbital (LFO) e o comprimento da margem anterior foram

comparadas entre os espécimes (CMA).

3.2. Obtengio dos dados moleculares

Escolha de marcadores

Para as andlises moleculares foram utilizados como marcadores um fragmento
parcial de 16S rRNA (16S), um gene com regides conservativas e taxa de evolugao
lenta, amplamente utilizado em reconstrugoes filogenéticas e verificacdo de status
taxondmicos (Schubart et al., 2000a; Mantelatto et al., 2009), um fragmento parcial do
gene Citocromo Oxidase subunidade I (COI utilizando mesma sequéncia do DNA
barcode), que possui taxas de evolucdo rapida, permitindo acesso a estrutura
populacional (Moritz et al., 1987; Negri et al., 2012). Ambos os genes mitocondriais
tém sido amplamente utilizados em estudos de muitos invertebrados (Lefébure et al.,
2006; Feng et al., 2011; Thoma et al., 2013). Mais especificadamente para os crustaceos
decapodos, ambos os genes tém sido usados em projetos como Barcoding (Costa et
al., 2007; Terossi & Mantelatto, 2012; Silva et al., 2012) e o Tree of Life (Buhay &
Crandall, 2008; Bracken-Grissom et al., 2014) focando na delimitacao de espécies e
esclarecendo as relagdes evolutivas das espécies entre diversos grupos de crustaceos

decapodos.

Extracdo de DNA
A partir dos exemplares obtidos, o DNA gendmico foi extraido do tecido
muscular dos quelipodos, seguindo em linhas gerais os protocolos de Schubart et al.

(2000b) com modificacdes de acordo com Mantelatto et al. (2006) e Robles et al. (2007)
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e alguns ajustes para o grupo alvo, posteriormente armazenado em freezer a -20°C.
As concentragdoes das amostras de DNA extraido foram mensuradas por meio de

espectrofotometro NanoDrop2000/2000c (Thermo Scientific®).

Amplificagdo de DNA

A amplificagao foi realizada por meio da técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) no termocicladores Veriti thermal cycler system (Applied Biosystem®),
utilizando iniciadores (primers) universais testados previamente para as espécies de

Pilumnus em questao (Tab. 2).

Tabela 2. Primers utilizados para amplificacao das sequéncias.

Primer Sequéncia
1472 (H2)* 5-AGATAGAAACCAACCTGG-¥
16L2 (L2)** 5-TGCCTGTTTATCAAAAACAT-3
COH6*** 5-TADACTTCDGGRTGDCCAAARAAYCA-3
COL6b*** 5-ACAAAATCATAAAGATATYGG-3

*Crandall & Fitzpatrick, 1996; **Schubart ef al., 2002; ***Schubart & Huber, 2006

Os ciclos termais utilizados foram: desnaturagao inicial por 5min a 94-95°C;
anelamento por 35-40 ciclos: 45seg a 94-95°C, 45seg a 42-48°C, 1min a 72°C; extensao
final de 5min a 72°C. Os resultados obtidos foram observados em eletroforese com
gel de agarose 1,5% e fotografados com camaras digitais C-7070 Olympus® e SX520
Canon® em transluminadores UV M20 UVP®e UV 302 Kasvi®.

Purificacdo e amplificagio do produto da PCR

A purificagao dos produtos de PCR foi feita por meio do kit SureClean Plus®
(Bioline USA Inc.), seguindo protocolo do mesmo. A reacao de sequenciamento foi
realizada para um volume total de 20uL seguindo protocolo de Schubart et al. (2000b)

e Pileggi & Mantelatto (2010) e o produto foi armazenado em freezer a -20°C.
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Sequenciamento do DNA

Os sequenciamentos foram realizados em sequenciadores automatizados ABI
Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®) no Laboratério Multiusudrio
Centralizado para Sequenciamento de DNA em Larga Escala e Analise de Expressao
Génica do Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterindrias de Jaboticabal, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho” (UNESP).

3.3. Andlises morfologicas

As analises morfoldgicas foram realizadas preferencialmente no Laboratdrio de
Bioecologia e Sistematica de Crustaceos (LBSC), na Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirao Preto (FFCLRP) da Universidade de Sao Paulo (USP).

A partir da disponibilidade e abundancia de algumas espécies de Pilumnus
obtidos por empréstimos, visitas em instituicbes ou depositados na colecao de
crustdceos desse departamento, foram realizadas as andlises morfoldgicas
comparativas em alguns espécimes, a priori identificados como representantes das 17
espécies de distribui¢ao no Atlantico ocidental (P. caribaeus, P. diomedeae, P. dasypodus,
P. floridanus, P. gemmatus, P. gracilipes, P. holosericus, P. lacteus, P. longleyi, P. marshi, P.
miersii, P. nudimanus, P. pannosus, P. quoii, P. reticulatus, P. sayi e P. spinosissimus).
Além disso, com o intuito de ampliar o enfoque do trabalho e melhorar a
contextualizacao das espécies-alvo propostas, individuos de Pilumnus de outras
regides zoogeograficas foram incorporados as andlises. Espécimes do Pacifico
oriental (P. depressus Stimpson, 1871, P. fernandezi Garth, 1973, P. gonzalensis Rathbun,
1894, P. limosus Smith, 1869, P. pygmaeus Boone, 1927, P. stimpsonii Miers, 1886, P.
spinohirsutus (Lockington, 1877), P. tectus, Rathbun, 1933 e P. townsendi Rathbun,
1923), do Pacifico ocidental (P. acutifrons Rathbun, 1906, P. nuttingi Rathbun, 1906),
do Oceano Indico (P. longicornis Hilgendorf, 1878 e P. minutus De Haan, 1835) e do

Mediterraneo (P. hirtellus (Linnaeus, 1761)) também foram incorporados as analises.
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Foi elaborada uma tabela com dados compilados das espécies analisadas,
baseado em caracteres da literatura (H. Milne-Edwards, 1834; Stimpson, 1860; 1871;
Desbonne em Desbonne & Schramm, 1867; Kingsley, 1879; Rathbun, 1896, 1897, 1898,
1901, 1930; Williams, 1984; Melo, 1996) juntamente com os dados obtidos durante
esse estudo, selecionando os caracteres morfologicos de maior variabilidade no
género (Tab. 1). A distribuicao fornecida para as espécies foi gerada a partir de dados

da literatura juntamente com os espécimes analisados no presente estudo.

3.4. Andlises moleculares

Edicao das sequéncias

Ambas as fitas (senso e antisenso) das sequéncias obtidas de fragmentos dos genes
mitocondriais 16S e COI foram sequenciadas para maior confiabilidade. A edicao e a
geracao de uma fita consenso foram realizadas utilizando-se o software BioEdit 7.2.6
(Hall, 2005). Todas as sequéncias consensos obtidas foram previamente submetidas
ao alinhamento com a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) no
intuito de compara-las com a base de banco de dados do Genbank, disponiveis no
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias foram alinhadas no programa
ClustalW (Thompson et al., 1994), com interface no BioEdit, para a eliminacao de
possiveis erros que pudessem interferir no resultado das andlises. As sequéncias
provenientes de genes tradutores de proteinas foram traduzidas no intuito de
verificar a existéncia de pseudogenes, os quais poderiam prejudicar as analises, a
partir da verificacao da presenga de stop cddons no quadro de leitura.

Foram analisadas sequéncias de 24 espécies previamente identificadas como
Pilumnus. Destas foram geradas: Atlantico ocidental: Pilumnus caribaeus, P. dasypodus,
P. diomedeae, P. floridanus, P. gemmatus, P. holosericus, P. lacteus, P. longleyi, P. marshi, P.
nudimanus, P. pannosus, P. sayi; Atlantico oriental: Pilumnus hirtellus; P. stebbingi;
Pacifico oriental: Pilumnus fernandezi Garth, 1973; Pacifico ocidental: Pilumnus
minutus De Haan, 1835; P. orbitospinis Rathbun, 1911; P. ohshimai Takeda & Miyake,

1970; P. thaithensis de Man, 1890; Mar Mediterraneo: Pilumnus wvillosissimus
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(Rafinesque, 1814) e Golfo Pérsico: Pilumnus longicornis Hilgendorf, 1878. Além disso,
foram incluidas nas analises sequéncias do género e do grupo externo obtidas no
GenBank: P. aestuarii Nardo, 1869, P. hirtellus, P. longicornis, P. spinifer H. Milne-
Edwards, 1834, P. wvespertilio (Fabricius, 1793), P. villosissimus, Chaceon ramosae
Manning, Tavares & Albuquerque, 1989, Dracryopilumnus rathbunae Balss, 1932,
Dairoides kusei (Sakai, 1938), Eriphia gonagra (Fabricius, 1781), Eupilumnus africanus (A.
Milne-Edwards, 1867) e Menippe nodifrons Stimpson, 1859. Vouchers genéticos
encontram-se depositados nas respectivas cole¢oes de origem, conforme indicado na
tabela 3. Durante as andlises moleculares os nomes dos espécimes foram mantidos
como na etiqueta das cole¢des no intuito de ilustrar a dificuldade de identificacao

desses animais. No entanto, apods cautelosa identificacdo, nomes considerados

£Lr 77

identificagOes incorretas foram colocados entre aspas ( ”’) como se encontra na

tabela 3.

Tabela 3. Espécimes de caranguejos usados nas analises moleculares com respectivo local de
coleta, nimero de catdlogo de colecao e nimero de acesso do banco de dados genético (Genbank) para
os genes COI e 16S. (CCDB - Colegao de Crustaceos do Departamento de Biologia, FFCLRP, USP;
CNCR - Colecciéon Nacional de Crustaceos, Instituto de Biologia, UNAM; MZUSP - Museu de
Zoologia da Universidade de Sao Paulo; UF- University of Florida; ULLZ — University of Louisiana at
Lafayette’s Zoology Collection; USNM - United States National Museum - Smithsonian, Washington
DC/USA); ZRC - Zoological Reference Collection, The Raffles Museum of Biodiversity, National
University of Singapore. BRA — Brasil; COL — Colombia; CRI — Costa Rica; EUA — Estados Unidos;
HON - Honduras; MAR — Marrocos; MEX — México; PAN — Panama; VNZ — Venezuela. Nome das

“ur

espécies entre aspas (“”) indica identificagdo equivocada descrita nas etiquetas das institui¢oes.
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Ne de acesso GenBank

Espécie Localidade Ne° de catalogo

CcoI 16S
Pilumnus aestuarii Nardo, 1869 Bulgaria - HG328358 -
gi';;’l ’Z‘; ;zlgii‘rzlzib;’;‘:; e Belize ULLZ 11140 - MF504045
Pilumnus caribacus Desbonne em Guadalupe MNHN-IU-2013-14497 MF504082  MF504043
Desbonne & Schramm, 1867
g Z'S‘Z) ’Z‘;;Z’gii‘;i:b;’;‘:; o Panama ULLZ 13393 MF504087  MF504044
];i ’Z - zrsli{ﬁin Ef’fg;’;me e Panamé CCDB 3550 MF504097  MF504047
gi;’gﬁ:;’g’g’i?;g:bi’gg e Guiana Francesa MNHN-1U-2014-9442 MF504088 -
gi;’gﬁ’;;’;i’g’i?;g:bi’gg; e Guiana Francesa MNHN-1U-2014-18494 MF504084 -
gzzg; ’Z’;;Z’Z’Z?;E:bfgz; em Pernambuco, Brasil UFPE 15331 MF504094 -
"Pilumnus dasypodus” Kingsley, 1879 Texas, EUA ULLZ 4432 MF504155 MF504076
Pilumnus dasypodus Kingsley, 1879 Flérida, EUA ULLZ 17141 MF504095 -
Pilumnus dasypodus Kingsley, 1879 Flérida, EUA AMNH 17848 MF504101 -
Pilumnus dasypodus Kingsley, 1879 Ilhas Virgens Britanicas ULLZ 16263 MF504098 MF504046
Pilumnus dasypodus Kingsley, 1879 Belize USNM 1277893 MF504096 -
Pilumnus dasypodus Kingsley, 1879 Guadalupe MNHN-IU-2014-7412 MF504100 MF504048
"Pilumnus dasypodus” Kingsley, 1879 Cear4, Brasil CCDB 5383 MF504152 -
"Pilumnus dasypodus” Kingsley, 1879 Cear4, Brasil CCDB 5383 MF504154 -
"Pilumnus dasypodus” Kingsley, 1879 Cear4, Brasil CCDB 5383 MF504156 -
Pilumnus dasypodus Kingsley, 1879 Bahia, Brasil MZUSP 29171 MF504099 -
"Pilumnus dasypodus” Kingsley, 1879 Espirito Santo, Brasil MZUSP 32326 MF504153 -
"Pilumnus dasypodus” Kingsley, 1879 Rio de Janeiro, Brasil MNR] 18367 MF504151 -
"Pilumnus dasypodus” Kingsley, 1879 Sao Paulo, Brasil CCDB 5382 MF504148 MF504075
"Pilumnus dasypodus” Kingsley, 1879 Sao Paulo, Brasil CCDB 4593 MF504150 -
"Pilumnus diomedeae” Rathbun, 1894 Pernambuco, Brasil UFPE 15329 MF504085 -
"Pilumnus diomedeae” Rathbun, 1894 Sao Paulo, Brasil CCDB 4595 MF504081 MF504074
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N¢ de acesso GenBank

Espécie Localidade Ne° de catalogo

CcoI 16S
"Pilumnus diomedeae” Rathbun, 1894 Sao Paulo, Brasil CCDB 5180 MF504093 -
"Pilumnus diomedeae” Rathbun, 1894 Sao Paulo, Brasil CCDB 3717 MF504080 -
"Pilumnus diomedeae” Rathbun, 1894 Sao Paulo, Brasil CCDB 3615 MF504090 -
"Pilumnus diomedeae” Rathbun, 1894 Sao Paulo, Brasil CCDB 3717 MF504083 -
Pilumnus fernandezi Garth, 1973 Panamé ULLZ 12000 MF504103 MF504049
Pilumnus floridanus Stimpson, 1871 Belize ULLZ 12563 MF504105 MF504051
Pilumnus floridanus Stimpson, 1871 Golfo do México ULLZ 14354 MF504106 -
"Pilumnus floridanus” Stimpson, 1871 Golfo do México ULLZ 7343 - EU863403
Pilumnus floridanus Stimpson, 1871 México ULLZ 7317 - HM637980
Pilumnus floridanus Stimpson, 1871 Guiana Francesa MNHN-IU-2013-2502 MF504108 -
Pilumnus floridanus Stimpson, 1871 Sao Paulo, Brasil CCDB 5919 MF504104 MF504050
"Pilumnus gemmatus” Stimpson, 1860 Belize ULLZ 9921 MF504114 -
Pilumnus gemmatus Stimpson, 1860 Guadalupe MNHN-IU-2013-14558 MF504110 MF504052
Pilumnus gemmatus Stimpson, 1860 Panama ULLZ 13462 MF504109 MF504053
Pilumnus hirtellus (Linnaeus, 1761) Mar do Norte MT03177 KT209207 -
Pilumnus hirtellus (Linnaeus, 1761) Franca USNM 1277896 MF504111 MF504054
Pilumnus hirtellus (Linnaeus, 1761) Franca - - AM946023
Pilumnus hirtellus (Linnaeus, 1761) Portugal - HG328360 -
Pilumnus holosericus Rathbun, 1898 Panama CCDB 3552 MF504112 -
Pilumnus holosericus Rathbun, 1898 Panama ULLZ 13578 MF504113 MF504055
Pilumnus lacteus Stimpson, 1871 Belize ULLZ 15465 MF504115 MF504056
"Pilumnus lacteus” Stimpson, 1871 Flérida, EUA ULLZ 8637 MF504124 MF504062
"Pilumnus lacteus” Stimpson, 1871 Flérida, EUA ULLZ 8373 MF504125 MF504063
Pilumnus longicornis Hilgendorf, 1878 Persia USNM 1277904 MF504116 -
Pilumnus longicornis Hilgendorf, 1878 - - - KJ132612
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N¢ de acesso GenBank

Espécie Localidade N° de catalogo
CcoI 16S

"Pilumnus longleyi” Rathbun, 1930 Belize ULLZ 11154 MF504117 MF504057
"Pilumnus longleyi” Rathbun, 1930 Sao Paulo, Brasil CCDB 3615 MF504089 MF504041
"Pilumnus longleyi” Rathbun, 1930 Sao Paulo, Brasil CCDB 3615 MF504079 -
Pilumnus marshi Rathbun, 1901 Belize ULLZ 17643 MF504118 MF504059
Pilumnus marshi Rathbun, 1901 Guadalupe MNHN-IU-2014-7461 MF504119 MF504058
Pilumnus minutus De Haan, 1835 Coréia USNM 1277854 MF504120 MF504060
"Pilumnus nudimanus” Rathbun, 1901 Florida, EUA ULLZ 14342 MF504086 MF504042
Pilumnus nudimanus Rathbun, 1901 Panama ULLZ 13466 MF504121 MF504061
Pilumnus orbitospinis Rathbun, 1911 Japao USNM 120711 MF504122 -
Pilumnus pannosus Rathbun, 1896 Texas, EUA ULLZ 11213 MF504123 -
"Pilumnus pannosus” Rathbun, 1896 Guadalupe MNHN-1U-2013-16321 MF504144 MF504071
Pilumnus pannosus Rathbun, 1896 Panama USNM 1277859 MF504126 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Belize ULLZ 12562 MF504140 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Panama ULLZ 13589 MF504141 MF504070
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Pernambuco, Brasil UFPE 13508 MF504127 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Rio de Janeiro, Brasil MNRJ 21462 MF504134 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Sao Paulo, Brasil CCDB 3617 MF504142 MF504065
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Sao Paulo, Brasil CCDB 3617 MF504129 MF504066
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Sao Paulo, Brasil CCDB 3617 MF504139 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Sao Paulo, Brasil CCDB 5391 MF504135 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Sao Paulo, Brasil CCDB 5391 MF504137 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Sao Paulo, Brasil CCDB 4323 MF504128 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Sao Paulo, Brasil CCDB 4323 MF504136 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Santa Catarina, Brasil MZUSP 23490 MF504133 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Argentina CCDB 5379 MF504130 MF504067
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Ne de acesso GenBank

Espécie Localidade N° de catalogo
CO1 16S
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Argentina CCDB 5379 MF504132 MF504068
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Argentina CCDB 5379 MF504131 MF504069
Pilumnus sayi Rathbun, 1897 Florida, EUA ULLZ 14405 - MF504072
Pilumnus sayi Rathbun, 1897 Flérida, EUA ULLZ 6938 - GU144435
"Pilumnus sayi” Rathbun, 1897 Ilhas Virgens Britanicas ULLZ 4346 MF504102 -
Pilumnus sp. Belize ULLZ 10033 MF504143 -
Pilumnus spinifer H. Milne Edwards, 1834 Croécia - HG328359 -
"Pilumnus spinosissimus” Rathbun, 1898  Sao Paulo, Brasil CCDB 4598 - MF504078
"Pilumnus spinossissimus” Rathbun, 1898 Rio de Janeiro, Brasil MNRJ 17249 MF504092 -
"Pilumnus spinossissimus” Rathbun, 1898 Rio de Janeiro, Brasil MNRJ 17257 MF504107 -
. L Ilha de Ano-Bom, Guiné
Pilumnus stebbingi Capart, 1951 . USNM 1277872 MF504146 -
Equatorial
Pilumnus thaitensis de Man, 1890 Moorea, Polinésia Francesa USNM 266710 MF504147 -
Pilumnus vespertilio (Fabricius, 1793) ) ) ) K]132627
Pilumnus villosissimus (Rafinesque, 1814) Espanha HG328357 -
Pilumnus villosissimus (Rafinesque, 1814) Tunisia USNM 1277963 MF504145 -
Grupo externo
Chaceon ramosae Manning, Tavares & Brasil . KC676779 KC676756
Albuquerque, 1989
Dacryopilumnus rathbunae Balss, 1932 Japao ZRC 1999.1291 HM638027 HM637971
Dairoides kusei (Sakai, 1938) Hawaii, EUA ULLZ 9183 HM638030 HM637979
Eriphia gonagra (Fabricius, 1781) Flérida, EUA ULLZ 5463 HM638035  HM637964
1 1 A. Milne-Edward
fgg;l)”’""”s africanus (A Milne-Edwards, -\ 'y g6 ULLZ 11966 KC771025  KC771007
Menippe nodifrons Stimpson, 1859 México ULLZ 4351 HM638050 HM637975

Em anexo segue a tabela 3 com as identifica¢des corrigidas.
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Analise de distancia genética

As andlises de distancia genética para as espécies de Pilumnus foram realizadas
considerando a identificagao prévia presente nas etiquetas fornecidas, com posterior
avaliacdo da validade desta identificacdo (i.e., se os espécimes foram identificados
corretamente ou nao). Isso permitiu avaliar a dificuldade de identificagio dos
espécimes desse género.

Distancia genética tem sido usada por muitos autores no auxilio aos
problemas sistematicos em crustaceos (Weber et al., 2000; Munasinghe et al., 2003,
Ocampo et al., 2013). A presenca de gaps entre os niveis intra e interespecificos no
DNA barcoding pode ser utilizada como um limite entre as espécies, colaborando,
juntamente com os caracteres morfoldgicos, na identificacao de espécies (Hebert et al.,
2004; Kerr et al., 2009).

Para ajudar na elucidacdao do status taxondmico das espécies de Pilumnus,
foram realizados calculos de distancia genética utilizando o programa MEGA 5
(Tamura et al., 2011) e as matrizes de distancia foram calculadas por meio de
distancia nao corrigida (distancia p), baseado nas sequéncias de COI e 16S. A
distancia p é comumente utilizada uma vez que evita super parametrizacao e nao ha
necessidade de usar medidas de distancias complexas ao estudar sequéncias
estreitamente relacionadas (Nei & Kumar, 2000; Collins et al., 2012). No intuito de
acessar as distancias genéticas intra e interespecifica, foram construidos histogramas
de frequéncias com pares de sequéncias de COI e 16S. Além disso, foram criados
dendrogramas para ilustrar a relacdo de distancias entre as espécies analisadas, por
meio do método de Neighbor joining no programa MEGA 5 e a consisténcia interna
dos ramos foi avaliada pelo método de “bootstrap” (Felsenstein, 1985) com 1000

réplicas, e apenas valores de confianga acima de 70% foram apresentados.

Andlise filogenética
A andlise filogenética para as espécies de Pilumnus foi realizada incorporando as

corregdes na identificagdo dos espécimes.
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No intuito de testar as rela¢des internas das espécies do Atlantico do género
Pilumnus, foi realizada analise concatenada com base em 1247pb (660 para COI e 587
para 16S). O melhor modelo evolutivo para as sequéncias dos genes concatenados foi
determinado pelo software JModeltest 2.1.4. (Posada, 2008) e selecionado pelo
método de Critério de Informagao Akaike (AIC). O melhor modelo evolutivo para o
nosso conjunto de dados foi o GTR+I+G, (General Time Reversible) com sitios
invariaveis (I) e taxas de substitui¢des desiguais sob a distribuicao gama (G). As
frequéncias nucleotidicas foram: A = 0,3502; C = 0,1573; G = 0,1210; T = 0,3716; taxas
de substituicao dos nucleotideos foram: A-C = 0,6358; A-G = 13,7491; A-T = 1,4495; C-
G = 0,4564; C-T = 13, 2775; G-T = 1.0000; proporcao de sitios invariaveis: I = 0,5080;
distribuicao gama = 0, 6300.

A andlise filogenética foi realizada utilizando o critério de Maéxima
Verossimilhanga (MV) para os genes mitocondriais 165 e COI concatenados. O
método de MV estima a verossimilhanga de um conjunto de dados por meio da
busca pela arvore que maximiza a probabilidade de observagao dos dados, ou seja,
calcula a arvore de maior probabilidade de ocorréncia, podendo levar em
consideragao parametros como taxa de substituicao e frequéncia de bases, a partir de
um modelo evolutivo escolhido (Russo et al., 2001; Hall, 2011). Para a analise de MV,
o modelo evolutivo selecionado foi utilizado na base do RAXML 8.2.10 (Stamatakis,
2014), através do portal CIPRES (Cyberinfrastructure for Phylogenetic Research,
www.phylo.org) (Miller et al., 2010). A consisténcia interna dos ramos foi avaliada pelo
método de “bootstrap” e apenas valores de confianga acima de 70% foram
apresentados.

Juntamente com a arvore filogenética foram incluidas figuras com parte da
carapaga dos caranguejos, as quais apresentam diferencas e representam as linhagens

indicadas pela mesma coloragao.
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>SS, RESULTADOS




4.1.Andlises morfoldgicas

Com base nas analises morfologicas de todos os espécimes de Pilumnus analisados,
foi verificado que as estruturas morfoldgicas mais informativas para identificacao de
adultos do género do Atlantico ocidental sao carapaga [ntimero, tipo de agregacao,
formato de espinhos, granulos e tubérculos; tipo de cerda com pubescéncia cobrindo
toda ou parte da carapaca ou cerdas rigidas e espacadas; nimero e formato de
espinhos anterolaterais (3, 4, 5 ou 6); formato do rostro (convexo, obliquo ou reto)],
quelipodo (margem externa do quelipodo maior (lisa e nua ou coberta por espinhos,
granulos ou tubérculos e/ou cerdas) e pernas ambulatdrias (presencga ou auséncia de
espinhos, granulos ou tubérculos) (Fig. 1).

Com base na pubescéncia e espinhos da carapaga e pernas, os espécimes do
Atlantico ocidental podem ser separados em ao menos dois grandes grupos. As
espécies que compartilham pubescéncia cobrindo toda ou parte da carapaca e
presenca de pubescéncia, tubérculos e/ou granulos nas pernas ambulatdrias (P.
holosericus, P. gemmatus, P. lacteus, P. nudimanus, P. pannosus e P. reticulatus) (Fig 2).
Neste grupo, P. holosericus, P. gemmatus e P. nudimanus, e P. lacteus e P. pannosus, a
primeira vista, sao muito semelhantes, além disso, verificamos dois morfotipos para
a espécie P. reticulatus. As espécies que constituiem o outro grupo compartilham
presenca de cerdas rigidas, espacadas e/ou pubescéncia na regiao anterior
escondendo ou nao a superficie dorsal, presenca ou auséncia total de espinhos nas
pernas ambulatdrias (P. caribaeus, P. dasypodus, P. diomedeae, P. floridanus, P. gracilipes,
P. longleyi, P. marshi, P. miersii, P. quoii, P. sayi, P. spinosissimus e P. vinaceus) (Fig. 3).
Entre as espécies deste grupo, P. caribaeus e P. longleyi, P. dasypodus e P. vinaceus e P.
diomedeae e P. gracilipes também a primeira vista sdo muito semelhantes entre si.
Ademais, neste ultimo grupo algumas espécies apresentam algumas caracteristicas
diferentes da maioria dos espécimes de Pilumnus analisados. Pilumnus marshi
apresenta a carapa¢a mais subquadrada com apenas trés espinho na margem
anterolateral, a menor razao entre LC e LFO = 1 e a maior razao entre LC e CMA =5,

possuindo uma largura fronte orbital maior e a margem anterolateral mais estreita do
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Tabela 3. Espécimes de caranguejos usados nas analises moleculares com respectivo local de
coleta, nimero de catalogo de colecdo e nimero de acesso do banco de dados genético (Genbank) para
os genes COI e 16S. (CCDB - Colecao de Crustaceos do Departamento de Biologia, FFCLRP, USP;
CNCR - Coleccion Nacional de Crusticeos, Instituto de Biologia, UNAM; MZUSP - Museu de
Zoologia da Universidade de Sao Paulo; UF- University of Florida; ULLZ — University of Louisiana at
Lafayette’s Zoology Collection; USNM - United States National Museum - Smithsonian, Washington
DC/USA); ZRC - Zoological Reference Collection, The Raffles Museum of Biodiversity, National
University of Singapore. BRA — Brasil; COL — Coldmbia; CRI — Costa Rica; EUA - Estados Unidos;
HON - Honduras; MAR — Marrocos; MEX — México; PAN — Panamd; VNZ — Venezuela.
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Ne° de acesso GenBank

Espécie Localidade N de catalogo
col 165

Pilumnus aestuarii Nardo, 1869 Bulgéria - HG328358 -
gé:t’z)”:j :Z’g‘zi‘:ai:b;’;:; em Belize ULLZ 11140 - MF504045
g’lg‘t’z’ ”;‘; :Z’gi;”;g:b;’g;‘; em Guadalupe MNHN-IU-2013-14497 MF504082  MF504043
gé:t’z)”:j :Z’g‘zi‘:ai:b;’g:; em Panamé ULLZ 13393 MF504087  MF504044
E’Z:g; ”:; :Z’g‘g‘;g:bfg:; em Guiana Francesa MNHN-1U-2014-9442 MF504088 -
glzgl”:; :Z’Zii’:a:z:b;’gg em Guiana Francesa MNHN-1U-2014-18494 MF504084 -

E’Z:g; ”:; :Z’g‘g‘;g:bfg:; em Pernambuco, Brasil UFPE 15331 MF504094 -

g’l;‘gﬁ) ”r: :Z’Zi;”:a:z:b;’;;‘; em Pernambuco, Brasil UFPE 15329 MF504085 -
gi:t’z)”:ﬁ :Z’g‘g‘;i:bfg:; em S&o Paulo, Brasil CCDB 4595 MF504081  MF504074
g’lg‘g; ”;;:Z’gii‘;g:bi’g:; em S&o Paulo, Brasil CCDB 5180 MF504093 -
gé:l’z)”:j :Z’g‘ii‘;i:b;’g:; em S&o Paulo, Brasil CCDB 3717 MF504080 -

g’lg‘g; ”;;:Z’gii‘;g:b;’g:; em S&o Paulo, Brasil CCDB 3615 MF504090 -
gé:t’z)”:j :Z’g‘zi‘:ai:b;’;:; em S&o Paulo, Brasil CCDB 3717 MF504083 -

g’lg‘t’z’ ”;;:Z’gii‘;g:bi’g:; em S&o Paulo, Brasil CCDB 3615 MF504089  MF504041
gé:t’z)”:j :Z’g‘zi‘:ai:b;’g:; em S&o Paulo, Brasil CCDB 3615 MF504079 -
gé:t’z)”:j :Z’g‘zi‘:ai:b;’;:; em Flérida, EUA ULLZ 14342 MF504086  MF504042
gé:t’z)”:j :Z’g‘zi‘:ai:b;’;:; em llhas Virgens Britanicas ~ ULLZ 4346 MF504102 -
Pilumnus dasypodus Kingsley, 1879 Panama CCDB 3550 MEF504097 MF504047
Pilumnus dasypodus Kingsley, 1879 Flérida, EUA ULLZ 17141 MF504095 -
Pilumnus dasypodus Kingsley, 1879 Flérida, EUA AMNH 17848 MF504101 -
Pilumnus dasypodus Kingsley, 1879 Tlhas Virgens Britanicas ULLZ 16263 MF504098 MF504046
Pilumnus dasypodus Kingsley, 1879 Belize USNM 1277893 MF504096 -
Pilumnus dasypodus Kingsley, 1879 Guadalupe MNHN-TU-2014-7412 MF504100 MF504048
Pilumnus dasypodus Kingsley, 1879 Bahia, Brasil MZUSP 29171 MF504099 -

Pilumnus fernandezi Garth, 1973 Panama ULLZ 12000 MF504103 MF504049
Pilumnus floridanus Stimpson, 1871 Belize ULLZ 12563 MF504105 MF504051
Pilumnus floridanus Stimpson, 1871 Golfo do México ULLZ 14354 MF504106 -
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N¢ de acesso GenBank

Espécie Localidade Ne¢ de catalogo

COI 16S
"Pilumnus floridanus” Stimpson, 1871 Golfo do México ULLZ 7343 - EU863403
Pilumnus floridanus Stimpson, 1871 México ULLZ 7317 - HM637980
Pilumnus floridanus Stimpson, 1871 Guiana Francesa MNHN-1U-2013-2502 MF504108 -
Pilumnus floridanus Stimpson, 1871 Sao Paulo, Brasil CCDB 5919 MF504104 MF504050
Pilumnus floridanus Stimpson, 1871 Rio de Janeiro, Brasil MNR]J 17257 MF504107 -
Pilumnus gemmatus Stimpson, 1860 Guadalupe MNHN-IU-2013-14558 MF504110 MF504052
Pilumnus gemmatus Stimpson, 1860 Panama ULLZ 13462 MF504109 MF504053
Pilumnus hirtellus (Linnaeus, 1761) Mar do Norte MT03177 KT209207 -
Pilumnus hirtellus (Linnaeus, 1761) Franca USNM 1277896 MF504111 MF504054
Pilumnus hirtellus (Linnaeus, 1761) Franca - - AM946023
Pilumnus hirtellus (Linnaeus, 1761) Portugal - HG328360 -
Pilumnus holosericus Rathbun, 1898 Belize ULLZ 9921 MF504114 -
Pilumnus holosericus Rathbun, 1898 Panama CCDB 3552 MF504112 -
Pilumnus holosericus Rathbun, 1898 Panama ULLZ 13578 MF504113 MF504055
Pilumnus lacteus Stimpson, 1871 Belize ULLZ 15465 MF504115 MF504056
Pilumnus longicornis Hilgendorf, 1878 Persia USNM 1277904 MF504116 -
Pilumnus longicornis Hilgendorf, 1878 - - - KJ132612
Pilumnus longleyi Rathbun, 1930 Belize ULLZ 11154 MF504117 MEF504057
Pilumnus marshi Rathbun, 1901 Belize ULLZ 17643 MF504118 MF504059
Pilumnus marshi Rathbun, 1901 Guadalupe MNHN-1U-2014-7461 MF504119 MF504058
Pilumnus minutus De Haan, 1835 Coréia USNM 1277854 MF504120 MF504060
Pilumnus nudimanus Rathbun, 1901 Panama ULLZ 13466 MF504121 MF504061
Pilumnus orbitospinis Rathbun, 1911 Japao USNM 120711 MF504122 -
Pilumnus pannosus Rathbun, 1896 Texas, EUA ULLZ 11213 MF504123 -
Pilumnus pannosus Rathbun, 1896 Florida, EUA ULLZ 8637 MF504124 MF504062
Pilumnus pannosus Rathbun, 1896 Florida, EUA ULLZ 8373 MF504125 MF504063
Pilumnus pannosus Rathbun, 1896 Panamé USNM 1277859 MF504126 -
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Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Belize ULLZ 12562 MF504140 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Panama ULLZ 13589 MF504141 MF504070
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Pernambuco, Brasil UFPE 13508 MF504127 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Rio de Janeiro, Brasil MNR] 21462 MF504134 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Sao Paulo, Brasil CCDB 3617 MF504142 MF504065
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Sao Paulo, Brasil CCDB 3617 MF504129 MF504066
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Sao Paulo, Brasil CCDB 3617 MF504139 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Sao Paulo, Brasil CCDB 5391 MF504135 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Sao Paulo, Brasil CCDB 5391 MF504137 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Sao Paulo, Brasil CCDB 4323 MF504128 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Sao Paulo, Brasil CCDB 4323 MF504136 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Santa Catarina, Brasil MZUSP 23490 MF504133 -
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Argentina CCDB 5379 MF504130 MF504067
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Argentina CCDB 5379 MF504132 MF504068
Pilumnus reticulatus Stimpson, 1860 Argentina CCDB 5379 MF504131 MF504069
Pilumnus sayi Rathbun, 1897 Florida, EUA ULLZ 14405 - MF504072
Pilumnus sayi Rathbun, 1897 Flérida, EUA ULLZ 6938 - GU144435
Pilumnus sp1 Belize ULLZ 10033 MF504143 -
Pilumnus sp 2 Guadalupe MNHN-IU-2013-16321 MF504144 MF504071
Pilumnus spinifer H. Milne Edwards, 1834 Croacia - HG328359 -
Pilumnus stebbingi Capart, 1951 E:Sizrj;?o'mm’ Guiné  onm 1277872 MF504146 -
Pilumnus thaitensis de Man, 1890 Moorea, Polinésia Francesa USNM 266710 MF504147 -
Pilumnus vespertilio (Fabricius, 1793) ) ) KJ132627
Pilumnus villosissimus (Rafinesque, 1814) Espanha HG328357 -
Pilumnus villosissimus (Rafinesque, 1814) Tunisia USNM 1277963 MF504145 -
Pilumnus vinaceus A.Milne-Edwards, 1880 Sao Paulo, Brasil CCDB 4598 - MF504078
Pilumnus vinaceus A.Milne-Edwards, 1880 Rio de Janeiro, Brasil MNR] 17249 MF504092 -
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Pilumnus vinaceus A.Milne-Edwards, 1880 Texas, EUA ULLZ 4432 MF504155 MF504076
Pilumnus vinaceus A. Milne-Edwards, 1880 Ceard, Brasil CCDB 5383 MF504152 -
Pilumnus vinaceus A.Milne-Edwards, 1880 Cear4, Brasil CCDB 5383 MF504154 -
Pilumnus vinaceus A.Milne-Edwards, 1880 Cear4d, Brasil CCDB 5383 MF504156 -
Pilumnus vinaceus A. Milne-Edwards, 1880 Espirito Santo, Brasil MZUSP 32326 MF504153 -
Pilumnus vinaceus A.Milne-Edwards, 1880 Rio de Janeiro, Brasil MNR]J 18367 MF504151 -
Pilumnus vinaceus A.Milne-Edwards, 1880 Sao Paulo, Brasil CCDB 5382 MF504148 MF504075
Pilumnus vinaceus A.Milne-Edwards, 1880 Sao Paulo, Brasil CCDB 4593 MF504150 -
Grupo externo
Chaceon ramosae Manning, Tavares & X
Brasil - KC676779 KC676756
Albuquerque, 1989
Dacryopilumnus rathbunae Balss, 1932 Japao ZRC 1999.1291 HM638027 HM637971
Dairoides kusei (Sakai, 1938) Hawaii, EUA ULLZ 9183 HM638030 HM637979
Eriphia gonagra (Fabricius, 1781) Florida, EUA ULLZ 5463 HM638035 HM637964
i s afri A. Milne-Edwards,
fg’g;l)”m"”” africanus (A Milne-Edwards, o\ e de ULLZ 11966 KC771025  KC771007
Menippe nodifrons Stimpson, 1859 México ULLZ 4351 HM638050  HM637975
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