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RESUMO

A teoria de reflgios prevé que a distribuicdo dos organismos foi influenciada pelas oscilacdes
climatico-vegetacionais durante o Quaternario, de modo que locais menos afetados por essas
modificag¢fes constituiram verdadeiros reflgios tanto de fauna quanto da flora que passaram a
sofrer processo de especiacdo. Dentre esses reflgios, tém-se o Planalto da Ibiapaba um dos
brejos de altitude no Nordeste brasileiro. Nesse brejo € registrada a ocorréncia de um caranguejo
dulcicola de origem amazonica, habitando em pequenos locais de altitudes elevadas. O objetivo
desse trabalho é analisar por meio de genes mitocondriais, morfometria tradicional possiveis
modificacfes na forma, gondpodo e genética dessa espécie de caranguejo, no intuito de
encontrar diferencas significativas entre a populacdo relictual da Ibiapaba e seus congéneres da
bacia amaz6nica, além de serem abordados comentarios sobre a conservacgdo e ecologia dessa
populacéo relictual no Planalto da Ibiapaba. Esta tese esta estruturada da seguinte forma: No
primeiro capitulo (Capitulo 1), avaliamos as areas onde essa populagéo de caranguejo relictual
esté distribuida ao longo da Area de Protecdo ambiental da Bica do Ipu, tendo como titulo: A
distribuicdo do caranguejo de &gua doce, Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897) (Brachyura,
Pseudothelphusidae) em uma area de protecdo ambiental no Planalto da Ibiapaba com novos
registros e comentarios sobre sua conservacdo. No segundo capitulo (Capitulo 2) proposto para
esta Tese, temos como titulo: Estrutura populacional e biologia reprodutiva de um caranguejo
de agua doce em um relicto de floresta tmida no Nordeste do Brasil. Além disso, para o terceiro
capitulo (Capitulo 3), aborda sobre o crescimento relativo e primeira maturidade sexual
morfolégica de um caranguejo de agua doce em uma area de enclave umido do Nordeste do
Brasil. Por fim, para o quarto capitulo (Capitulo 4), abordamos sobre aspectos filogeograficos
para a espécie em estudo onde tratamos possiveis divergéncias morfoldgicas e moleculares para
a populacdo da Serra da Ibiapaba. Os resultados encontrados nesse trabalho mostram que a
populagéo relictual de caranguejo da Serra da Ibiapaba, sofreu processo de isolamento,

subsequentemente diferenciando-se dos seus congéneres da Bacia Amazonica.

Palavras-chave: caranguejo de agua doce; Brejos de altitude; diferenciagdo morfoldgica;

diferenca genética; conservacao.



ABSTRACT

The refuge theory predicts that the distribution of organisms was influenced by climatic-
vegetation oscillations during Quaternary, so that places less affected by these changes
constituted true refuges for both fauna and flora that began to undergo a process of speciation.
Among these refuges, there is Ibiapaba Plateau, one of the “brejos de altitude” in the
Northeastern of Brazil. In this brejos, the occurrence of a freshwater crab of Amazonian origin,
living in small places at high altitudes is registered. The objective of this study is to analyze
through mitochondrial genes, traditional morphometry possible changes in shape, gonopod and
genetics of this crab species, in order to find significant differences between the relictual
population of Ibiapaba and its congeners in Amazon basin, in addition to being addressed
comments on the conservation and ecology of this relictual population in the Ibiapaba Plateau.
This thesis is structured as follows: In the first chapter (Chapter 1), we evaluate the areas where
this relictual crab population is distributed throughout the Environmental Protection Area of
Bica do Ipu, with the title: The distribution of freshwater crab , Fredius reflexifrons (Ortmann,
1897) (Brachyura, Pseudothelphusidae) in an environmental protection area in the Ibiapaba
Plateau with new records and comments on its conservation. In the second chapter (Chapter 2)
proposed for this Thesis, we have the title: Population structure and reproductive biology of a
freshwater crab in a relic humid forest in Northeastern Brazil. Finally, for the fourth chapter
(Chapter 4), we discussed phylogeographic aspects for the species under study where we deal
with possible morphological and molecular divergences for the population of Serra da Ibiapaba.
The results found in this study show that the relictual crab population of Serra da Ibiapaba,
suffered an isolation process, subsequently differing from its congeners in the Amazon Basin.

Keywords: freshwater crab; Brejos de altitude; morphological differentiation; genetic

difference; conservation.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figural — A-B Rotas de dispersio entre a Floresta Atlantica e a

AMAZONIA <o e e e e e e e e e e e e e e e ae e e e e e e e ——aaaaaaaaes 17

Figura2 — Modelos de distribuicdo atual e de 21 M.A da distribui¢io da Floresta

Amazonica e Floresta Tropical AtIAntica ..........ccccvvveeeiiiieiieeeiie e 18

Figura3 — Fredius reflexifrons recentemente capturado na Area de Protecio Ambiental

daBiCa dO IPU ..ceviieiiece e e s 21

Figure4 — A freshwater crab, Fredius reflexifrons from the Ibiapaba

PLAtEAU. ...t 28
Figure 5 - Sites with occurrence of Fredius reflexifrons in APA Bica do Ipu on the
Ibiapaba Plataul ..........ccccuiieiiiiiiie et 29

Figura 6 — Porcentagem de espécimes de caranguejo de agua doce, Fredius reflexifions

(Ortmann, 1897), coletados ao longo do periodo de estudo ...........cccceevveennnnne 38

Figura7 — Variagdo do tamanho médio de Largura da carapaga (LC) de machos e fémeas

para Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897) ao longo do periodo de estudo ........ 39

Figura 8 — Fémea de caranguejo de agua doce, Fredius reflexifrons, transportando ovos

EITL SEU ADTOINIENN ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeseeeeeeeeanaaaeaaaeaee 41

Figura9 - Relagdo morfométrica entre machos e fémeas de F. reflexifrons, indicando
trajetorias ontogenéticas distintas entre machos e fémeas. a) relagdo
morfométrica do comprimento do prépodo em resposta ao comprimento da
carapaga; b) relagdo morfométrica da altura do prépodo em resposta ao
comprimento da carapaca; ¢) relacdo morfométrica da largura do propodo em

resposta ao comprimento da carapaca; d) relagdo morfométrica da largura do

abdomen em resposta a0 comprimento da carapaga ...........occeeeveerveeneeeiieennnenne. 55
Figura 10 — LC50 para caranguejos fémeas de Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897) ......... 57
Figura 11 — LC50 para caranguejos machos de Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897) ........ 57

Figure 12 — (A-E) Mid-altitude, naturally isolated, humid forested patch nested within the
vast semiarid Caatinga domain. Sitio Caranguejo, Ipu, Ceara, 04°18'50" S,

40°44'47"W, 729 meters high, type locality of Fredius ibiapaba n. sp. Note



Figure 13 —

Figure 14 —

Figure 15 —

Figure 16 —

Figure 17 —

Figure 18 —

in (E) burrow (arrow) of Fredius ibiapaba n. sp. among the leaf litter. (E-F)
Lowland, surrounding semiarid Caatinga forest. (E) View from above from

Ipu. (F) Detail of a dry-stream channel ..............cccooceeviiiiiieniieiienieceeeee

(A-B) Semi-diagrammatic view of the first male gonopod in abdominal and
sternal views, respectively, with the terminology used in the descriptions. Cl,
cephalic lobe; cs, cephalic spine; fas, field of apical spines; mal, marginal

lobe; mas, marginal suture; mel, mesial lobe; sab, subapical bulge ...................

(A-D) Fredius ibiapaba n. sp., male cl 36 mm, cw 53mm (MZUSP 39710).
(A-B) Habitus, dorso and ventral views, respectively. (C) Cephalothorax,
frontal view. (D-E) Right and left chelipeds in lateral view, respectively.
Scales: A—E, TO M. ....oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e eeeeeeeeeeeaes

(A—F) First right male gonopod (G1) in abdominal (tilted left), lateral and
mesial views from A—C and D-F, respectively. (A—C) Fredius ibiapaba n. sp.,
male cl 36 mm, cw 53mm (MZUSP 39710). (D-F) Fredius reflexifrons
(Ortmann, 1897), male cl 73.8 mm, cw 53 mm (MZUSP 13178). Note in (B,
C) the G1 remarkably swollen, sloping abruptly downwards anteriorly to a
nearly right-angular shoulder (arrow), and in (E, F) the G1 shoulder clearly

more gently sloping distally (ArTOW). .....c.eeeeeiieiiiiieeriieeeeeeeee e,

(A-D) First right male gonopod (G1) in sternal and apical views from A to B
and C to D, respectively. (A, C) Fredius ibiapaba n. sp., male cl 36 mm, cw
53mm (MZUSP 39710). (B, D) Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897), male
cl 73.8 mm, cw 53 mm (MZUSP 13178). Note in (A) and (C) the G1 apex
much less tilted so that the mesial lobe is not visible in sternal view (arrow),
and the subapical bulge markedly less swollen (arrow), respectively. Note the

opposite N (B) and (D)......coocviieeiiiiie e

(A-H) First right male gonopod (G1) in sternal, lateral, mesial, and abdominal
views from A-D and E-H, respectively. (A—D) Fredius ibiapaba n. sp., male
cl 36 mm, cw 53mm (MZUSP 39710). (E-H) Fredius reflexifrons (Ortmann,
1897), male ¢l 73.8 mm, cw 53 mm (MZUSP 13178) .....oevvviieieieieeeieeecee,

(A-E) Fredius ibiapaba n. sp., paratype, male cl 41.2 mm, cw 62.6 mm
(MZUSP 39742). Scanning electron microscopy of the first right male

66

68

73

75

76

71



gonopod in mesial (tilted right), sternal, apical, lateral, and mesial views.

Scales: A—E, 1T INIM. ..ooooiiiiiiiiiiiicc e e 78

Figure 19 — Phylogeny inferred from the partial mitochondrial DNA sequence of the 16S
rDNA gene. Note the sister taxon relationship between Fredius ibiapaba n.

sp. and F. reflexifrons (Ortmann, 1897) ......cccceevvveviiieiiieniieiieie e 79



Tablel -

Tabela2 —

Tabela3d —

Tabelad —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

Table 7 -

Table 8 -

Table 9 —

LISTA DE TABELAS

Locations surveyed for Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897) on The
Ibiapaba Plateau, Nordeasthern Brazil, with their respective elevations and

ANITOPNIC TMPACES. ...eveeniieeiieeiieiie ettt ettt et et e bt e seeeebeestaeenbeessaeenseesaseens

Classes de tamanho para a populagéo de F. reflexifrons (Ortmann, 1897)
coletados no Planalto da Ibiapaba.............cc.cecevieiiieniieiiciceeeceee e,

Abundancia total de especimes coletados para F. reflexifrons no Planalto da
Ibiapaba, Nordeste do Brasil...........cccocveiiiiiiiie i

Variaveis utilizadas na andlise de crescimento relativo para a populagéo de
caranguejo de agua doce, Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897)...................

Resultado do estado de alometria para a populacdo de caranguejo de dgua
doce Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897)........ccccoviiiiiininiiienenenescie

Resultado da Anaélise de Covariancia — ANCOVA, das relacGes
morfométricas estudadas na populacéo de F. reflexifrons (Ortmann, 1897)...

Species of Fredius Pretzmann, 1967, Prionothelphusa Rodriguez, 1980 and
Trichodactylus Latreille, 1828 used in the phylogenetic analyses, with
respective sample locality and GenBank accession number...............cccceev..

Pairwise distance matrix from the portion of the mitochondrial 16S rRNA
DASEA 0N ~560DP......c.eiieiiiiiiee

Geographic and altitudinal distributions for the species of Fredius
Pretzmann, 1067 ...

27

40

40

54

55

56

69

70



1.1
1.2
1.3
1.4
1.5

2.1
2.2
2.2.1
2.2.2
2.3
24

31
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.2.4
3.2.5
3.2.6
33

SUMARIO

INTRODUCAO GERAL ........c.ooooiviiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 16
Teoria dos refli@ios ...............ooovviiiiiiiiiii s 16
Brejos de altitude ... 18
Modelo biol0gico do eStudo .............cooeiiiiiiiiiiiiiiieee e 19
DNA mitocondrial e morfologia ....................ccoooiiiiiiiiiiiii e 22
Pergunta e hipoOteses ..............ccooviiiiiiiiiiie e 23

CAPITULO I - THE DISTRIBUTION OF THE FRESHWATER CRAB
FREDIUS REFLEXIFRONS (ORTMANN, 1897) (BRACHYURA,
PSEUDOTHELPHUSIDAE) IN AN ENVIRONMENTAL PROTECTION
AREA OF THE PLANALTO DA IBIAPABA - NORTHEASTERN
BRAZIL, WITH NEW RECORDS AND COMMENTS ON ITS

CONSERVATION ..ot e 24
INtroduction ............oooiiiiiiiii e e e e 25
Material and methods................cooiiiiiiiiiiii e 26
STUAY APOA ...ttt et 26
Field procedures .......................occoovevuiiiiiiieiiiieiiieeeieeee ettt 27
RESUILS ..o 27
DIESCUSSION ....ooeiiiiiiiiiiiiiice ettt s 29

CAPITULO 11 - ESTRUTURA POPULACIONAL E BIOLOGIA
REPRODUTIVA DE UM CARANGUEJO DE AGUA DOCE EM UM
RELICTO DE FLORESTA UMIDA NO NORDESTE DO

BRASIL ..ot ettt ettt e ettt et neas 33
INErOAUCAOD ..o e e e ae s 35
Material @ MELOdOS .............oooiiiiiiiiiiiie e 36
Coletas de FE reflexifrons no planalto da Ibiapaba ...................................... 36
Identificacdo por sexo e obtencdo de dados morfométricos ............................. 37
Tratamento dos dados .......................c.ccocceevvuimviiniiiiiiiniiiiiieieneeeeeee e 37
Estrutura populacional ...........................c..ccccoooviieeiiieiiiieeiie e 37
Razdio sexual ....................ccc.ooccoiiiiiiiiiiiiiit e 37
Biologia reprodutiva ........................ccccociiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 38
ReSUItAdOS ..o 38



3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.4

3.4.1
3.4.2
3.4.3

4.1
4.2
4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.3
4.3.1
4.4
4.4.1
4.4.2

5.1
5.2
5.3
5.4
54.1
54.2

Estrutura populacional ..............................cccooviiiieiiiieiiiieeie e 38
Razdio sexual ...................c.c.cocoiiiiiiiiiiiiiiiiii e 40
Biologia reprodutiva ............................coccviiiiiiiiiiiiiiiie e 41
DIESCUSSAO ...ttt ettt et 41
Estrutura populacional ..............................ccccooviiieiiiiaiieeeie e 41
Razdio sexual ...................ccc.cocoiiiiiiiiiiiiiiiiit e 43
Periodo reprodutivo ...........................ccccooviiiiiiiiiiiie e 44

CAPITULO IIl- CRESCIMENTO RELATIVO E PRIMEIRA
MATURIDADE SEXUAL MORFOLOGICA DE UM CARANGUEJO
DE AGUA DOCE EM UMA AREA DE ENCLAVE UMIDO DO

NORDESTE DO BRASIL ...ttt s 49
] A oo [N oF Vo TS ST 51
Material € MELOdOS .............ooiiiiiiiiiii e 52
Coletas de FE reflexifrons no planalto da Ibiapaba ...................................... 52
Identificacdo por sexo e obtencdo de dados morfométricos ............................. 52
Tratamento dos dados e andlises estatisticas ......................ccoocceevveeeviueennncennne. 53
RESUITATOS ...t 54
Crescimento relatiVO ..........cooeviiiiiiei s 54
DISCUSSAD ...ttt ettt r e r et 58
Maturidade MOrfolOQICa .........eevveiviiieiiece e 58
Crescimento relatiVo ..o 59

CAPITULO IV- GENETIC AND MORPHOLOGICAL
DIFFERENTIATION OF A FRESHWATER CRAB IN HUMID FOREST
AREA, IN THE PLANAUTO DA IBIAPABA — NORTHEASTERN

BRAZIL ...ttt ettt e et e e e et e e e e s aaaeeesssabeaeeensaeaeeenneees 63
] 8 oo 11! [ o 1SS 65
Material and MEthOAS ..........ccoiieiiiee s 68
RESUITS ...ttt ae s 71
DISCUSSION ...ttt sttt ettt sttt et et e et eneenbeenne e 78
Phylogenetic analysis.....................ooouiiiiiiiii i 78
Z00geographical ROLeS ......................c.ouuuiiiuiiii it 80
CONSIDERACOES FINAIS ..ot 90

REFERENCIAS ..o s s s s s s s s nanas 91



16

1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Teoria dos refugios

Sabe-se que fatores historicos e biogeograficos, varidveis ambientais em escala local e
mudangas no clima influenciaram nas rotas de dispersdo tanto da fauna quanto da flora (DE
OLIVEIRA; BARRETO; SUGUIO, 1999; SOBRAL-SOUZA; LIMA-RIBEIRO; SOLFERINI,
2015; TUMINI et al., 2016; THOME et al., 2016). Ao logo da histéria geoldgica do Planeta
Terra, 0 periodo Quaternario que corresponde aos ultimos 2,6 milhdes de anos, sendo dividido
em duas épocas: Pleistoceno e Holoceno (HEWITT, 2011), foi um dos periodos caracterizado
por pulsacdes climaticas que afetaram a distribuicdo da biota (CARNAVAL; MORITZ, 2008;
CARNAVAL et al., 2009; RODRIGUES; RIBEIRO, 2009).

Essas modificacdes foram responsaveis pela dispersao de diversos taxons como plantas
(SANTOS et al., 2007), aves (BATALHA-FILHO; MIYAKI, 2016; TRUJILLO-ARIAS et al.,
2018), lagartos (PRATES et al., 2016) e serpentes (QUIJADA-MASCARENAS et al., 2007).
De acordo com esses mesmos autores, o tempo dessa dispersdo € variavel, dependendo das
condicGes paleoclimaticas do habitat e particularidades de cada grupo. Além do mais, rotas de
dispersdo entre a Floresta Amazonica e a Floresta Atlantica foram sugeridas na década de 60
(RIZINI, 1963). Essa rota ligou esses dois biomas através de um corredor costeiro. Enquanto
dados mais recentes mostram um corredor interiorano ligando a Amaz6nia e a Mata Atlantica
no Nordeste brasileiro (Figura 1A - B) (DE OLIVEIRA; BARRETO; SUGUIO, 1999; LEDO;
COLLI, 2017).

Devido a modificacdes no clima, durante o Quaternario, houve retracdo e expansdo da
floresta amazobnica, o que levou a um isolamento e consequentemente a especiacdo do tipo
alopétrica nas manchas florestais ou “refugios ecologicos” em populagdes de aves (HAFFER,
1969). Estes refugios foram caracterizados como areas que foram menos afetadas pelas
mudancas ambientais quando comparados com regifes adjacentes (WRONSKI; HAUSDOREF,
2008). Entretanto, hipoteses alternativas se opdem a teoria dos refugios na tentativa de explicar
a diversidade da Amaz6nia, como: Hipdtese da Densidade do Dossel, Hipotese do Museu,
Hipdtese Paleogeografica, Hipotese do Lago, Hipdtese do Arco e Hipotese dos Rios como
barreiras (veja HAFFER, 2008; RULL, 2008; PIRANI et al., 2019).
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Figura 1- A - B- Rotas de dispersdo entre a Floresta Atlantica e Amazonia.
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Fonte: De Oliveira et al., 1999; Ledo; Colli, 2017, respectivamente, com adaptacdes.

Inicialmente aplicada as regides tropicais somente durante o Quaternario, a teoria dos
reflgios, foi estendida ao terciario pela influéncia dos ciclos de Milankovitch sobre os biomas
de todo o mundo (HAFFER; PRANCE, 2002; HAFFER, 2008). Posteriormente, a teoria foi
aplicada a Floresta Atlantica baseada em modelagens paleoclimaticas associadas a distribuicdo
de espécies com inferéncias fitogeograficas comparativas com refugios do pleistoceno,
associados também, a dados genéticos (CARNAVAL; MORITZ, 2008; CARNAVAL et al.,
2009; THOME et al., 2014).

A regido Nordeste do Brasil passou por periodos de mudancas no clima, durante o
Pleistoceno e Holoceno, vivenciando condi¢des semelhantes as de hoje, embora periodos mais
umidos fossem observados, levando a expansdo da floresta Umida (Figura 2) (SOBRAL-
SOUZA; LIMA-RIBEIRO; SOLFERINI, 2015). Durante esse periodo, ocorreu conexao entre
a Floresta Amazonica e a Floresta Tropical Atlantica e que no Nordeste sdo separadas pela
diagonal seca, denominada Caatinga (DE OLIVEIRA; BARRETO; SUGUIO, 1999;
BEHLING et al., 2000; SANTOS et al., 2007; PERES; SILVA; SOFERINI, 2017). Os
intervalos mais Umidos criaram rotas florestais no Nordeste do Brasil, provocando
significativos deslocamentos. Assim, as conexdes entre essas florestas foram responsaveis por
promover o intercambio da biota, favorecendo a migracéo e especiacdo da fauna e da flora,
embora nos dias atuais a migracdo da fauna e da flora entre essas duas regides sejam dificultadas
pela grande divergéncia do clima e fatores biogeograficos (ANDRADE; LINS, 1964;
ANDRADE-LIMA, 1982; BATALHA-FILHO et al., 2013; BATALHA-FILHO; MIYAKI,
2014).
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Figura 2- Modelos de distribuicdo atual e de 21 M.A da
distribuicdo da Floresta Amazénica e Floresta Tropical Atlantica.
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Fonte: Sobral-Souza et al., (2015).

Os periodos mais umidos favoreceram a expansdo das manchas de floresta, por conta
disso, uma maior diversidade e endemismo foram favorecidos, evidenciando assim esses
refagios ao fim do pleistoceno (SILVA; PASSOS, 2009). Devido a essas flutuagdes climaticas
as florestas tropicais ficaram retraidas a pequenas areas de recorréncia de umidade, conhecidos
popularmente como “brejos”; constituindo verdadeiros “refhgios” que possibilitaram as
populacdes a se diferenciarem como resultado desse isolamento (VIADANA; CAVALCANTE,
2006).

1.2 Brejos de altitude

Brejos de altitude sdo enclaves de mata imida, formando ilhas de floresta sob clima
umido em meio a uma regido onde predomina clima semiéarido e vegetacdo de Caatinga, tendo
uma condicdo climatica bastante atipica com relacdo a umidade, temperatura e vegetacéo
guando comparadas com seu entorno (PORTO; CABRAL; TABARELLI, 2004). Possuem
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altitudes superiores a 900m, com o clima podendo variar de Umido a subimido, caracteristicas
vegetacionais do tipo perenifolia ou subperenifdlia recobrindo os topos e as vertentes de serras,
abrigando elementos das areas oriundas do seu entorno (BORGES-NOJOSA; CARAMASCHI,
2003; MORO et. al., 2015). Para o estado do Ceara esses “Brejos” sdo denominados,
frequentemente, de serras frescas ou serras imidas (SOUZA; OLIVEIRA, 2006).

Pertencendo ao grupo de serras imidas (MOURA-FE, 2017), a Serra da Ibiapaba é um
brejo de altitude de localizagédo ocidental perfazendo fronteira com o estado de Piaui, possuindo
380 km de extensao, com formagcéo estratigrafica fazendo parte da bacia sedimentar Maranhéo-
Piaui; por sua localizagdo proxima ao litoral recebe chuvas orograficas, possuindo temperaturas
médias mais baixas que a regido semiarida do estado do Ceard (BORJES-NOJOSA;
CARAMASCHI, 2003; MORO et al., 2015). O Planalto da Ibiapaba é formado por uma
vegetacdo composta por caatingas densas, carrascos e matas plavio nebulares (SANTOS;
SOUSA, 2012).

A érea do enclave umido é estreita e abrange a por¢do setentrional da chamada Serra
Grande, as rochas possuem uma suavidade para o oeste, configurando uma formacao do tipo
“cuesta”, o reverso da cuesta detém de condicdes climaticas bastante amenas, configuradas por
chuvas abundantes e bem distribuidas (SOUZA; OLIVEIRA, 2006). As condicGes
proporcionadas pelo clima imido favorecem a permanéncia de uma expressiva mata de encosta,
caracterizando-se como um verdadeiro brejo de altitude (SANTOS; SOUZA, 2012).

De acordo com Borges-Nojosa; Caramaschi; Rodrigues (2016), entender a importancia
biogeogréfica desses Brejos de altitude € uma forma de compreender o tempo e as condi¢des
ecoldgicas que levaram a disjuncéo de espécies envolvendo a Floresta Amaz6nica e a Floresta
Tropical Atlantica, demonstrando que no passado, essas florestas, em condicGes propicias de
clima foram interligadas. Essa interpretacdo pode ser corroborada, atualmente, pela presenca
de caranguejos da familia Pseudothelphusidae no planalto da Ibiapaba e na Chapada do Araripe
- CE (MAGALHAES et al., 2005; PINHEIRO; SANTANA, 2016).

1.3 Modelo bioldgico do estudo

Na Regido Neotropical os caranguejos de agua doce sdo restritos a duas familias:
Pseudothelphusidae e Trichodactylidae (RODRIGUEZ, 1981; MAGALHAES, 2003;
CUMBERLIDGE; ALVES; VILLALOBOS, 2014). A familia Pseudothelphusidae engloba
cerca de 34 géneros e 264 espécies (CUMBERLIDGE; ALVES; VILLALOBOS, 2014), sendo

a maioria das espécies distribuidas na regido Norte do Brasil, embora haja registros desses
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caranguejos para a regido Nordeste do Brasil em pequenas manchas relictuais de floresta umida
em altitudes elevadas (MAGALHAES et al., 2005; PINHEIRO; SANTANA, 2016; SANTOS
et al., 2020). De acordo com Magalhdes (2016), para o Brasil sdo registrados 21 espécies e 5
géneros de caranguejos Pseudothelphusidae, embora esse nimero aumente continuamente com
a descricdo de novas espécies (veja em: MAGALHAES, 2009; MAGALHAES et al., 2014;
PEDRAZA; TAVARES, 2016; PINHEIRO; SANTANA 2016). Entretanto, essa familia possui
poucas espécies no Brasil quando comparados com a familia Trichodactylidae (MAGALHAES,
1986).

Estudos ecoldgicos para caranguejos pseudotelfusideos sdo escassos (RODRIGUEZ;
MAGALHAES, 2005; MAGALHAES 2016). Torna-se necessario realizar estudos que
englobem aspectos como dindmica populacional, além da biologia e ecologia para as espécies
desse grupo, dado que na literatura ndo ha essas informacgdes para nenhum representante da
familia (MAGALHAES, 2016).

Fredius reflexifrons Ortmann 1897 (Figura 03), é um caranguejo de &gua doce oriundo
da regido Norte do Brasil (RODRIGUEZ; MAGALHAES, 2005), possui distribuicio ao longo
da extensdo do Rio Amazonas, além de outros paises da América do Sul como a Guiana
Francesa e Peru, seu habitat esta relacionado com a floresta de terra firme ou pequenos igarapés
(MAGALHAES; RODRIGUEZ, 2002; CUMBERLIDGE; ALVES; VILLALOBOS, 2014). A
espécie foi registrada pela primeira vez em dois pontos no Planalto da Ibiapaba, Nordeste do
Brasil por Magalhes et al., (2005). Posteriormente sua distribuicdo foi ampliada para a Area
de Protecdo Ambiental da Bica do Ipu, também no planalto da Ibiapaba (SANTOS et al., 2020),
onde esses autores relataram diversos impactos decorrentes da acdo humana, que vao desde o
descarte de residuos sélidos até a canalizacdo de corpos de 4gua e desmatamento nos pontos de
ocorréncia desse caranguejo. A espécie em estudo é considerada semiterrestre, detendo a
capacidade de respirar fora da agua (YEO et al., 2008; CUMBERLIDGE; ALVES;
VILLALOBOQOS, 2014), facilmente sdo vistos alojados em tocas ao longo do solo de floresta no
Planalto da Ibiapaba.

Diante da ocorréncia desse caranguejo de dgua doce no Nordeste brasileiro, Magalhaes
et al., (2005) postularam duas hipdteses para tentar explicar a ocorréncia relictual desse
caranguejo: a primeira estaria relacionada as oscilacdes no periodo quaternario, que em virtude
das pulsacOes climaticas-vegetacionais a especie teria se dispersado do seu centro de origem,
na bacia Amazonica, até o Planalto da Ibiapaba, formando hoje, uma populacéo relictual. A
segunda hipdtese estaria relacionada, a falta de esforco de coleta, ocasionando o hiato

distribucional. A espécie pode estar distribuida na regido Norte, bem como nos estados do
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Maranhdo e Piaui. Apesar das condi¢Bes climaticas serem bem contrastantes na zona de
transicdo entre a regido Norte e o estado do Ceard, e a espécie seja dependente de umidade em
grandes altitudes para conseguir sobreviver e completar seu ciclo de vida. Possivelmente, as
populaces relictuais do Planalto da Ibiapaba estdo isoladas dos seus congéneres da bacia
Amazénica.

Assim, a area onde as espécies sdo encontradas atualmente ird depender de barreiras
ecologicas ou geograficas que os individuos encontraram durante a sua dispersdo. Fenémeno
este bastante dificil de precisar, uma vez que as espécies sdo formadas em diferentes momentos,
e as barreiras ndo séo necessariamente constantes, mas podem aparecer e desaparecer ao longo
do tempo (SLATKIN 1987; SOBEL et al., 2010). Além disso, pode-se afirmar que, a
distribuicdo geografica atual de uma espécie é frequentemente resultado de processos historicos
de ocupacdo e sua persisténcia em determinado local, da-se também devido a fatores ambientais
locais (FANG et al., 2013; TUMINI et al., 2016).

Figura 3- Fredius reflexifrons recentemente capturado na Area de Prote¢do Ambiental da Bica
do Ipu.

Fonte: elaborado pelo autor.

Assim como para 0s demais caranguejos Pseudothelphusidae, informagdes para F.
reflexifrons sdo escassas na literatura. As poucas informacfes contidas estdo relacionadas a
cunho estritamente taxondmico e ampliacdo de distribuicdo geografica (Veja: RODRIGUEZ;
CAMPOS, 1998; MAGALHAES et al., 2005). Portanto, torna-se necessario ampliar 0s
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conhecimentos para essa populacdo relictual de caranguejo de agua doce no Planalto da
Ibiapaba, uma vez que serdo respondidos questionamentos acerca da biologia, ecologia e

filogeografia para essa espécie.

1.4 DNA mitocondrial e morfologia

Apesar da dispersdo e da conectividade de invertebrados aquaticos serem dificeis de
estudar de forma direta, um método alternativo é verificar tanto as semelhancas quanto as
diferengas entre populagfes (TORRES; COLLINS; GIRI, 2014). Uma forma de verificar essas
variacOes seria por meio da técnica de morfometria geométrica, que possui como mecanismo:
testar e caracterizar variacdes na forma do corpo, por intermédio de coordenadas de referéncia,
marcos anatébmicos — do inglés landmarks (ROHLF; MARCUS, 1993; ADAMS; ROHLEF;
SLICE, 2013).

Outra forma de verificar diferencas nas populacdes de caranguejos de agua doce € a
analise do primeiro par de gondpodos (estrutura reprodutora masculina). Estes possuem
estruturas complexas em sua porcao terminal que difere de espécie para espécie (RODRIGUEZ;
MAGALHAES, 2005), e sofre fraca pressio de selecdo externa, porque estdo abrigados na
cavidade abdominal e, ficam expostos somente no periodo de reproducdo ou de muda (VON
STERNBERG; CUMBERLIDGE; RODRIGUEZ, 1999). Dessa forma, encontrar modificacGes
nessas estruturas sao indicios que a espécie vem sofrendo processo de especiacao.

Apesar disso existe uma dificuldade na identificacdo de espécies ditas como cripticas,
pela coincidéncia morfolégica, o que leva a erros de identificacdo de espécies, e
consequentemente perda da biodiversidade (LEBEFURE et al., 2006, PFENNINGER;
SCHWENK, 2007). Uma maneira de evitar esses erros, seria com o auxilio de técnicas
moleculares, que vém sendo incorporadas a taxonomia tradicional como uma forte ferramenta
nesse processo (PFENNINGER; SCHWENK, 2007), ao qual denomina-se taxonomia
integrativa.

Frente a isso, analises de sequéncias de DNA seja direta, ou indiretamente pela analise
de proteinas, podem ser utilizadas para a diferenciacao e identificacdo de espécies (WARD et
al., 2005). Essa identificacdo, se da- por meio do DNA mitocondrial que, em regra, utiliza
marcadores genéticos de diversos genes da regido codificante do DNA mitocondrial. Este € um
filamento duplo de DNA circular com genes de cOpia Unica, tendo como caracteristica:
inexisténcia de combinacdo génica, ineficiéncia nos mecanismos de reparo de mutagdes,

auséncia de regides nao codificadoras ou raras, muta¢des pontuais, constituindo como principal
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fonte de variacdo e heranga geralmente uniparental (VERGAMINI, 2009; MAZZANTI et al.,
2010). Além disso, uma grande disponibilidade de primers para esses genes e seus
sequenciamentos no Genbank, aumentam a preferéncia de genes mitocondriais em estudos
filogenéticos dentro de Crustacea (TOON et al., 2010).

Dentre 0s genes mitocondriais, 0 gene 16S (Small subunit ribossomal DNA) é um gene
estrutural ndo-codificante, cuja combinacdo de regides varidveis e conservadas &,
possivelmente, uma das principais razbes de ser um dos genes mais populares para a
reconstrucdo de filogenias antigas, bem como eventos recentes (SCHUBART et al., 2009).
Consequentemente, espera-se que o isolamento alopatrico ao longo do tempo tenha levado as
populacOes de caranguejos no Planalto da Ibiapaba a apresentarem modificac6es tanto em nivel
de gondpodo, quanto em nivel de DNA mitocondrial Gene 16S. Adicionalmente, por se tratar
de uma populacdo relictual é importante saber como a mesma esta estruturada e como esta o
grau de conservacdo dos locais de ocorréncia da espécie para que possam ser sugeridas
estratégias efetivas para sua conservagao.

1.5 Pergunta e hipoteses

Considerando as informagdes citadas acima, realizamos a seguinte pergunta:

Mesmo com isolamento recente, ha diferencas entre a populacdo relictual do caranguejo
de agua doce, Fredius reflexifrons, do Planalto da Ibiapaba quando comparados com seus
congéneres da bacia Amazénica?

e Os processos apicais do gondpodo terdo modificacbes quando comparados com 0s
espécimes da bacia amazonica.
e Havera diferenciacdo em nivel de DNA mitocondrial (gene 16S) entre as populacdes

Amazonicas e da Ibiapaba

e Mesmo com o isolamento em “refugio” a populacdo do planalto da Ibiapaba tera

estrutura populacional comum a caranguejos de agua doce.
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2

CAPITULO I-
THE DISTRIBUTION OF THE FRESHWATER CRAB FREDIUS REFLEXIFRONS
(ORTMANN, 1897) (BRACHYURA, PSEUDOTHELPHUSIDAE) IN AN
ENVIRONMENTAL PROTECTION AREA OF THE PLANALTO DA IBIAPABA -
NORTHEASTERN BRAZIL, WITH NEW RECORDS AND COMMENTS ON ITS
CONSERVATION

Capitulo submetido e aceito em formato de artigo seguindo as normas da revista: Anais da Academia
Brasileira de Ciéncias (ISSN: 1678-2690)
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THE DISTRIBUTION OF THE FRESHWATER CRAB FREDIUS REFLEXIFRONS
(ORTMANN, 1897) (BRACHYURA, PSEUDOTHELPHUSIDAE) IN AN
ENVIRONMENTAL PROTECTION AREA OF THE PLANALTO DA IBIAPABA -
NORTHEASTERN BRAZIL, WITH NEW RECORDS AND COMMENTS ON ITS
CONSERVATION

ABSTRACT

Freshwater crabs are important components of aquatic ecosystems; however, their distributions
are restricted because of characteristics of their life history, which hinder conservation
strategies. Fredius reflexifrons is a widely distributed freshwater crab of the Amazon basin with
relictual occurrences in small wetlands on the Ibiapaba Plateau in Northeastern Brazil. Habitat
degradation, destruction of forest patches, channeling of water bodies, and the use of land for
legume cropping can seriously impact the species by leading to the extinction of its relic
populations, which have limited distributions in the Area de Protecdo Ambiental (APA;
environmental protection area) Bica do Ipu of the Ibiapaba Plateau. The objectives of this study
were to assess the distribution of F. reflexifrons in APA Bica do Ipu, identify the main impacts
from anthropic activities, suggest potential actions to mitigate these impacts, besides providing
recommendations for the expansion of the APA. Fredius reflexifrons was recorded in eleven
sites in the Ibiapaba Plateau, of which nine are new records and five are not located within the
APA. These findings evidence the need of expanding the APA to encompass the newly known

distribution of F. reflexifrons in order to assure its protection.

Keywords: Brachyura. conservation unit. Northeastern semiarid region. Relictual

distribution.

2.1 Introduction

The family Pseudothelphusidae encompasses primary freshwater crabs exclusive to the
Neotropical Region that complete their entire life cycle independently of salt water
(CUMBERLIDGE et al., 2014; YEO et al., 2008). Primary freshwater crabs have direct
development, by which juveniles hatch from eggs as small versions of the adults with the ability

to breath out of water, and the adult females perform parental care (VOGT, 2013; 2016). The
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distribution of species of the Pseudothelphusidae are strongly influenced by climatic conditions
and local topography (FANG et al., 2013).

Among species of the Pseudothelphusidae, Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897) is
widely distributed in the Amazon basin and in some coastal river basins of northern countries
in South America (MAGALHAES; 2003; CUMBERLIDGE et al., 2014). Magalhies et al.,
(2005) expanded the distribution of the species with records from the Ibiapaba Plateau in
Northeastern Brazil. The occurrence of this crab in the Northeast Region of Brazil raises
questions about its dispersion routes presenting disjunct distribution from its congeners
occurring in the Amazon basin.

Considered as relict (MAGALHAES et al., 2005), the populations of E reflexifrons on
the Ibiapaba Plateau have a high degree of endemism and a low dispersion index, which limit
conservation strategies (YEO et al., 2008). Degradation of forest patches and water sources, as
well as the use of land for agriculture, in areas of occurrence of F. reflexifrons, are factors that
can lead to local extinction of these crustaceans.

Most species of endangered freshwater crabs are found in places of intense deforestation
with altered patterns of water sources and pollution (YEO et al, 2008). This situation,
intensified by the low rate of dispersal of these organisms (VOGT, 2013), may accelerate the
local extinction of populations. Conservation actions for members of the family
Pseudothelphusidae are scarce or absent, especially for F. reflexifrons since there are no
estimates of population structure and biology for this species up to date (MAGALHAES, 2016).
This fact raises concern, because the sites of occurrence of this species are under anthropic
impacts, influencing its population structure.

The objectives of the present study were to assess the distribution of the Fredius
reflexifions, on the Ibiapaba Plateau in the Area de Protegdo Ambiental - APA (environmental
protection area) Bica do Ipu, and to identify the main impacts caused by anthropic activities.

Socio-environmental measures for conservation of the species are also discussed.

2.2 Material and methods
2.2.1 Study area

The study took place in APA Bica do Ipu, located on the Ibiapaba Plateau within the
municipality of Ipu, state of Ceara, Brazil. Encompassing 3,484.66 hectares, APA Bica do Ipu
IS a conservation unit for sustainable use with hillside and areas of high elevation (SEMA/CE

2013). This conservation unit was created to promote awareness and protection of the local
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fauna and flora, and encourage sustainable use of its natural resources by the local community
(CEARA, 1999).

2.2.2 Field procedures

Active searches were conducted in wetlands, streams, and muddy sites. Diurnal active
searches of 40 minutes were performed in August and October 2017. Burrows were used as an
indication of presence of crabs and were checked for the presence or absence of F. reflexifrons.

Temperature, humidity, elevation, and geographic coordinates were measured in every
site. Impacts from anthropic activities, such as deforestation of riparian forest and wetlands, the
presence of solid waste, legume cropping, and the channeling of water bodies were recorded
when observed.

Captured specimens were stored in plastic bags with crushed ice and refrigerated.
Afterwards, they were preserved in 70% alcohol and taken to the Semiarid Crustaceans
Laboratory of the Regional University of Cariri - LACRUSE / URCA. In the laboratory, species
identification was confirmed using the dichotomous key of Magalhédes (2003). The specimens
were deposited in the LACRUSE carcinological collection.

The parameters Extent of occurrence (EOO) and Area of Occupancy (AOQO) — which
refer to the size of the geographic range and the area within the EOO occupied by a species,
respectively (BACHMAN et al., 2011) — were determined for the specimens found in the sites
of the expeditions conducted in Ibiapaba Plateau. The geographic coordinates of the distribution
of the species were used to estimate the EOO and AOO by overlapping a grid of 2x2 km and
summing the area of occupied cells using the software geoCAT (http://geocat.kew.org).

2.3 Results

The occurrence of F. reflexifrons (Figure 4) was confirmed in the 11 sites surveyed
(Table 1).

Table 01- Locations surveyed for Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897) on The Ibiapaba
Plateau, Nordeasthern Brazil, with their respective elevations and antrophic impacts.

Locality Elevation (m) Impacts

1- Gameleira water grove 664 water piping



2- Gameleira backyard 665 water piping, banana plantation
3- Sitio Ipucaba (waterfall) 651 water piping

4- Sitio Ipugaba (water source) 696 water piping

5- Cinta (water source) 717 plantation

6- Sitio Caranguejo (water legume cropping, banana
source) % plantation, water piping

7- Santa Cruz | (water source) 782 banana plantation, water piping
8- Santa Cruz Il (water source) 698 well preserved

9- Taperinha (water source) 786 well preserved

10- Taperinha stream 759 well preserved

11- Santa Luzia stream 542 well preserved

28

Source: prepared by the author
Among the 11 points surveyed, Santa Cruz | and Il (water sources), Taperinha (water
source), Riacho da Taperinha and Riacho da Santa Luzia, were not located within the
boundaries of APA Bica do Ipu and had fewer environmental impacts than the other localities
within the APA.

Figure 4- A freshwater crab, Fredius reflexifrons from the
Ibiapaba Plateau.

Source: prepared by the author.
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Figure 5- Sites with occurrence of Fredius reflexifrons in APA Bica do Ipu on the
Ibiapaba Plateau.
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The results showed that the areas where individuals of F. reflexifrons were found have
the presence of a water source, are at high elevations, and have high humidity. All collecting
sites (Figure 5) were under the influence of some type of anthropic action, such as the presence
of solid waste, deforestation of the original vegetation for legume and fruits crops (e.g., banana),
and the channeling of water sources for domestic use, crop irrigation, and animal watering.

The EOO for F. reflexifrons was estimated at 646,986,065 km2 while the AOO was
estimated at 48,000 km2. Thus, the AOO for F. reflexifrons appears to have been reduced in
the Ibiapaba Plateau.

2.4 Discussion

The relic population of F. reflexifrons on the Ibiapaba Plateau is more widely distributed
than previously known (MAGALHAES et al., 2005). However, the environmental degradation
observed in the sites surveyed in this study, like channeling of water bodies for irrigation, can
lead to extinction of local populations. Although individuals of F. reflexifrons are semi-
terrestrial, and are capable of breathing out of the water, they still require moisture for survival.
Thus, the channeling of water bodies on the Ibiapaba Plateau has the potential to drastically

reduce the size of the populations dwelling in the sampled sites.
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The distribution of F. reflexifrons previously encompassed only two records in the APA
Bica do Ipu: Sitio Caranguejo and Sitio Santa Cruz | (MAGALHAES et al., 2005). Thus, the
present study records nine additional sites. One of the most important actions for conservation
of a species is to identify areas of occurrence in order to guarantee its protection (DALU et al.,
2017). The study of the characteristics of the habitat where these freshwater crustaceans are
found can help the development of conservation strategies for threatened populations (DALU
et al., 2016). Thus, it is necessary to carefully conserve and manage habitat heterogeneity so
that the survival of these crabs is assured (CHUA et al., 2015).

Another factor to be considered is that APA Bica do Ipu does not include all the sites of
occurrence of F. reflexifrons recorded in the present study (i.e., Santa Cruz | and Il (water
sources), Taperinha (water source), Riacho da Taperinha and Riacho da Santa Luzia), which
further weakens the conservation actions for these populations. These sites should be included
within the APA because they are better preserved, which would enable a proper management
of the populations in their occurrence area.

It was not possible to capture crabs in every burrow found in some sites due to the
difficulty of excavating them from their depths in dry, stony soil. This behavior may reflect a
mechanism used by this crustacean to shelter themselves in the terminal portion of their burrows
to prevent dehydration during periods of drought and to avoid potential predators (BLISS, 1968;
ATKINSON; TAYLOR, 1988).

Since anthropic influences are everywhere and almost impossible to avoid
(CUMBERLIDGE et al., 2009), an alternative for minimizing threats would be the partial
channeling of water sources. Such practice would provide water flow in the soil of the areas
where the species is known to occur, especially during the dry season (June to December)
(IPECE, 2017), and thus maintaining a suitable microclimate.

Freshwater crabs comprise a critically endangered fauna. Environmental authorities
need to be cognizant of this (WEHRTMANN, 2016) and, with the help of specialists, seek
strategies for their conservation. The conservation of forest patches, river springs, and water
bodies in the APA Bica do Ipu can help to prevent local extinctions of F. reflexifrons, as well
as allow the species to thrive.

The inclusion of the local community by means of environmental education is another
strong tool for the conservation of this crustacean. Moreover, future studies on its ecology,
reproductive biology, and population structure and dynamics are essential for understanding
the status of the relic populations of the crab on the Ibiapaba Plateau. Lastly, expansion of APA

Bica do Ipu encompassing all sites of occurrence of F. reflexifrons in the region is needed.
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Although Cumberlidge (2008) considers populations of F. reflexifrons to be stable, the
AOOQ for populations from Ibiapaba Plateau indicates that they should be considered Least
Concern (LC), whereas at the local scale the EOO indicates that the species is critically
endangered or threatened. In addition, the unabated advancement of forest degradation from
anthropogenic activities will likely lead to habitat loss, and thus to potential local extinction of
these small relictual populations of F. reflexifrons in the APA Bica do Ipu of the Ibiapaba

Plateau.
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3 CAPITULO II- ESTRUTURA POPULACIONAL E BIOLOGIA REPRODUTIVA DE
UM CARANGUEJO DE AGUA DOCE EM UM RELICTO DE FLORESTA UMIDA NO
NORDESTE DO BRASIL

RESUMO

O conhecimento sobre historia de vida de um organismo é importante para gerar ferramentas
que auxiliem no processo de conservacdo das espécies. Este € o primeiro estudo realizado
acerca da estrutura populacional do caranguejo de agua doce, Fredius reflexifrons (Ortmann,
1897) em um enclave de floresta imida no meio da Caatinga no semiéarido brasileiro. As coletas
foram realizadas bimestralmente durante um ano em uma Area de Protecio ambiental — APA
com o auxilio de armadilhas e por esforco de captura. Um total de 175 espécimes foram
capturados, sendo 75 fémeas e 101 machos. Por conta do seu habito criptico poucas fémeas
ovigeras ou transportando juvenis foram coletadas ao longo do periodo de estudo. O tamanho
médio das fémeas (40,78 £11.41 mm LC) foi significativamente maior que os machos (36,75
111,78 mm LC). Encontrou-se um desvio significativo da proporc¢éo sexual de 1:1 entre machos
e fémeas durante 0os meses de agosto e dezembro, que correspondem ao periodo seco, fato que

pode estar relacionado a ao habito de reflgio das fémeas em periodo de cuidado parental.

Palavras-chave: Brachyura. Historia de vida. Reproducdo. Populacdo relictual.

ABSTRACT

Knowledge about life history an organism is important to create tools that assist in species
conservation process. This is the first study about the population structure of the freshwater
crab, Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897) in a humid forest enclave in the middle of the
Caatinga in Brazilian semiarid region. Samples were collected out bimonthly for one year in an
Environmental Protection Area - APA with the help of traps and by capture effort. A total of
175 specimens were captured, 75 females and 101 males. Due to their cryptic habit, few
ovigerous females or carrying juveniles were collected throughout the study period. The
average size of females (40.78 £ 11.41 mm CW) was significantly larger than the males (36.75
+11.78 mm CW). A significant deviation of the sexual ratio of 1: 1 between males and females



35

was found during the months of August and December, which correspond to dry period, a fact
that may be related to the habit of refuge of females in the period of parental care.

Keywords: Brachyura. Life history. Reproduction. Relict population.

3.1 Introducgéo

Entender os elementos basicos da biologia de um organismo é importante para o
fornecimento de informacgdes indispensaveis para uma ampla diversidade de estudos
(DALOSTO et. al., 2014). Dentre eles, o entendimento das caracteristicas reprodutivas numa
populacdo é essencial para o desenvolvimento de qualquer plano de manejo que tenha como
objetivo a conservacdo da espécie (DAVANSO et al., 2013). Isso se torna importante no estudo
em populacgdes cujos habitats estdo em continuo processo de degradacgéo (e.g; caranguejos de
agua doce) (COLLEN et al., 2014; SILVA et al., 2015). Além disso, compreender o padrdo de
crescimento desses organismos é fundamental para se ter um entendimento de como os fatores
ambientais influenciam na estrutura de populages (SHARIFIAN et. al., 2017).

Pseudothelphusidae  sdo caranguejos exclusivos da Regido Neotropical
(CUMBERLIDGE; ALVAREZ; VILLALOBOS, 2014), sendo encontrados em uma ampla
diversidade de héabitats que vdo desde ambientes Iénticos até manchas de floresta Gmida em
altitudes elevadas (CAMPOS 2005; MAGALHAES, 2005; MAGALHAES et al., 2005; NG;
GUINOT; DAVIE, 2008; CUMBERLIDGE; ALVAREZ; VILLALOBOS, 2014). Assim como
para 0s demais Decapoda, a distribuicdo desses organismos esta relacionada a uma triade de
fatores como: padrdes biogeograficos, fatores histéricos e fatores ambientais em escala local
(TUMINI et al., 2016).

Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897) é um caranguejo de dgua doce primario (VOGT,
2013), oriundo da bacia amazoénica possuindo populacdo relictual no Planalto da Ibiapaba,
Nordeste brasileiro (MAGALHAES et al., 2005, SANTOS et al., 2020). As informacdes para
caranguejos Pseudothelphusidae no Brasil restringem-se a trabalhos sobre status taxondmico
(MAGALHAES, 2005), descricbes de novas espécies (MAGALHAES et al., 2014;
PEDRAZA; TAVARES, 2015; MAGALHAES, 2016; PINHEIRO; SANTANA, 2016),
aspectos reprodutivos (WEHRTMANN et al.,, 2010) e distribuicdo biogeogréfica
(MAGALHAES, 2017). Estudos para essa populagdo relictual no semiérido nordestino s&o

raros, apenas dois trabalhos relacionados ao registro da espécie no Planalto da Ibiapaba
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(MAGALHAES et al., 2005) e a pontos de ocorréncia em uma Area de Protecdo Ambiental
foram relatados (SANTOS et al., 2020).

Informacdes sobre estrutura populacional, razdo sexual e periodo reprodutivo para F.
reflexifrons e outros caranguejos Pseudothelphusidae sdo ausentes na literatura. Essas
informagdes podem auxiliar na criacdo de estratégias para conservacdo dessa populacdo
relictual que esta localizada em uma Area de Protecio Ambiental no Planalto da Ibiapaba, além
de nortear novos trabalhos que enfoquem a biologia reprodutiva e o padréo de distribui¢do dessa
espeécie e de outros Pseudothelphusidae. Diante disso, nosso objetivo foi fornecer informacdes
sobre o caranguejo de &gua doce, F. reflexifrons, registrando aspectos de historia de vida até

entdo ndo descritos para esta espécie.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Coletas de F. reflexifrons no planalto da Ibiapaba

As coletas de F. reflexifrons foram realizadas bimestralmente entre agosto de 2017 e
junho de 2018 em relictos de floresta umida na Area de Protecio Ambiental - APA, localizada
no Planalto da Ibiapaba, Nordeste do Brasil, sob licenca do Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade - SISBIO com o nimero: 605121. Foram realizadas buscas ao
logo da extensdo da APA e em seu entorno, onde 5 locais de ocorréncia da espécie foram
utilizados nesse trabalho: Sitio Santa Cruz (0305 518 E, 952 1411 N), Sitio Caranguejo (0306
142E, 952 2904 N), Grotdo (03 06 146 E, 952 3054N), Sitio Ipucaba (0306 482 E, 952 4330 N)
e Gameleira (0306 298 E, 952 4846 N )

Em cada ponto amostral, os espécimes foram coletados por meio de armadilhas
confeccionadas de garrafas PET, tendo como isca, racdo comercial para gato, misturada com
farinha de peixe conforme sugerido por Bueno; Shimizu; Rocha, 2007. Antes de anoitecer, 0
solo foi escavado e as armadilhas foram instaladas rente ao solo, proximas as tocas dos animais,
bem como na vegetacdo adjacente e, inspecionadas pela manha do dia seguinte. O nimero de
armadilhas colocadas foi dobrado de acordo com a quantidade de tocas disponiveis (ex: 10 tocas
encontradas — 20 armadilhas instaladas). Por fim, um esforco de captura foi realizado por 40
minutos em cada local de coleta ap0s a retirada das armadilhas, para verificar a ocorréncia de

caranguejos no interior das tocas.
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3.2.2 ldentificacéo por sexo e obtencéo de dados morfométricos

Ainda em campo os espécimes foram identificados quanto ao sexo com base na presenca
de gondpodos nos machos e de pledpodes nas fémeas (MAGALHAES; MELO, 2003).
Ademais, as fémeas foram classificadas em ndo ovigeras, ovigeras e transportando juvenis. Por
fim, a largura do cefalotéorax (LC - distancia entre a base dos dois ultimos espinhos

anterolaterais foi mensurada com o auxilio de um paquimetro digital com precisdo de 0,5 mm,

3.2.3 Tratamento dos dados

Os dados morfomeétricos foram inicialmente analisados quanto a sua normalidade e
homocedasticidade, sendo utilizados os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente
(SOKAL; ROHLF, 1985). Dessa forma, os testes estatisticos subsequentes foram aplicados de

acordo com a natureza dos dados, se paramétricos ou ndo paramétricos.

3.2.4 Estrutura populacional

A estrutura populacional foi determinada a partir da observacdo da distribuicdo e
frequéncia dos espécimes ao longo das classes de tamanhos, onde a varidvel morfométrica
largura da carapaca (LC) foi utilizada para o agrupamento dos espécimes em cada classe. O
namero de classes foi obtido através da formula de Sturges (1926) (K = 1 + 3,322 * logN),
onde N é o nimero total de espécimes analisados, e K o nimero de classes de tamanho obtidas.

O teste t de Student foi utilizado para analisar a diferenca morfométrica entre machos e
fémeas, sendo também analisada a diferenca entre os periodos seco e chuvosa. Em sequéncia,
a Analise de Variancia (ANOVA) foi utilizada para inspecionar se houve variacdo

morfométrica entre machos e fémeas entre 0s meses amostrados ao longo do estudo.

3.2.5 Razao sexual

Os espécimes foram distribuidos por sexo, amostragem e periodo sazonal, sendo
considerados os periodos, seco (junho a dezembro) e chuvoso (janeiro a maio) (IPECE, 2017).
O teste de Qui-quadrado (X?) foi utilizado para inferéncia estatistica da razao sexual durante o
periodo de estudo e a cada esforco amostral, bem como por periodo sazonal e dentro de cada

periodo sazonal (seco e chuvoso).
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3.2.6 Biologia reprodutiva

Para a determinacdo do periodo reprodutivo foi considerada a frequéncia absoluta de
fémeas ovigeras ao longo do estudo, bem como a presenca de juvenis aderidos aos pledpodes
das fémeas.

Em todas as andlises estatisticas e inferenciais foi utilizado o software R (R
Development Core Team 2019), sendo adotado o valor de significancia de 5% (ZAR, 2010).

3.3 Resultados

3.3.1 Estrutura populacional

Durante o periodo de estudo, foi coletado o total de 175 espécimes de Fredius
reflexifrons, sendo 101 (57,71%) machos e 75 (42.29%) fémeas. No periodo seco foram
coletados 48 (61.54%) machos e 30 (38.46%) fémeas, e no periodo chuvoso 53 (54.64%)
machos e 44 (45.36%) fémeas, totalizando 78 espécimes no periodo seco e 97 no periodo

chuvoso (Figura 6).

Figura 6- Porcentagem de espécimes de caranguejo de agua doce, Fredius
reflexifrons (Ortmann, 1897), coletados ao longo do periodo de estudo.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Foi observado dimorfismo sexual da largura da carapaca (LC), com as fémeas
apresentando tamanho médio morfometricamente maior em relagdo aos machos (t = 2,2763;

p<0,05). Nos machos a largura da carapaca variou de 11,35 mm a 62,60 mm, com média de
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36,75 (£11,78), ja em fémeas foi observada variacdo entre 11,40 mm e 61,50 mm, com tamanho
médio de 40,78 mm (+11.41). O tamanho médio da LC também diferiu, durante o estudo, para
machos (F=3,293; g.l. = 5; p<0,05) e fémeas (F=2,788; g.l. = 5; p<0,05), com 0s maiores
tamanhos sendo observados no periodo chuvoso tanto para machos quanto para as fémeas
(Figura 7).

Em contraste aos maiores tamanhos observados no periodo chuvoso, foi observada
diferenca significativa no tamanho médio da LC entre periodos, para machos (t = 3,6589;
p<0,001) e fémeas (t = 2,3417; p<0,05). Machos apresentaram LC com tamanho médio de 40.65
mm (£9,19) no periodo chuvoso e 32.43 (x12,87) no periodo seco (Figura 07). Em fémeas, o
tamanho médio da LC no periodo chuvoso foi de 43,42 (£9,23) enquanto no periodo seco foi
de 36,89 (+13,23).

Figura 7- Variacdo do tamanho médio de Largura da carapaca (LC) de machos
e fémeas para Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897) ao longo do periodo de
estudo.

il * Male

Samplmg
Fonte: elaborado pelo autor.

Com base na formula de Sturges, foi obtido um total de nove classes de tamanho, com
amplitude de 5,7 mm. Todas as classes de tamanho foram ocupadas pelos machos, enquanto
as fémeas estiveram ausentes apenas no intervalo entre 17,00 mm e 22,7 mm (Tabela 2), sendo
tambem observado que, 0s machos apresentaram maior abundancia entre o intervalo de 39,8
mm a 45,5 mm, e as fémeas nos intervalos de 39,8 mm a 45,5 mm e, entre 45,5 mm e 51,2 mm.
Além disso, as fémeas foram observadas em maior abundancia apenas nas duas Ultimas classes

de tamanho.
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Tabela 2 - Classes de tamanho para a populacdo de F. reflexifrons (Ortmann, 1897) coletados
no Planalto da Ibiapaba.

Classes Machos Fémeas Razdo  Prop.Machos Prop.Fémeas Prop.Total
11.3]--17.0 8 4 2 66,6666667  33,3333333 100
17.0|--22.7 4 0 - 100 0 100
22.7|--28.4 14 7 2 66,6666667  33,3333333 100
28.4]--34.1 15 10 1,5 60 40 100
34.1|--39.8 15 11 1,363636 57,6923077  42,3076923 100
39.8]--45.5 18 14 1,285714 56,25 43,75 100
45.5[--51.2 17 14 1,214286 54,8387097  45,1612903 100
51.2]--56.9 8 9 0,888889 47,0588235  52,9411765 100
56.9]--61.6 2 5 0,4 28,5714286  71,4285714 100

Total 101 74 1,364865 57,7142857 42,2857143 100

Fonte: elaborado pelo autor.

3.3.2 Razao sexual

A razdo sexual para a abundancia total de machos e fémeas (M:F), na populagéo de
Fredius reflexifrons do Planalto da Ibiapaba foi de 1:0,76, diferindo da esperada de 1:1 (X? =
4,1657, g.1. =1, p <0,05). Nas analises de razdo sexual por periodo, foi observada diferenca na
raz&o sexual encontrada no periodo seco, onde a raz&o sexual foi de 1:0,62 (M:F) (X? = 4,1538,
g.l. =1, p < 0,05), entretanto, no periodo chuvoso a razdo sexual de 1:0,83 ndo diferiu da
esperada de 1:1 (X? = 0,83505, g.I. = 1, p = 0,36). Bimestralmente nio foram encontradas

diferencas significativas para a razdo sexual (Tabela 3).

Tabela 3- Abundéncia total de espécimes coletados para F. reflexifrons no
Planalto da Ibiapaba, Nordeste do Brasil.

Més Campo Machos Fémeas M:F X2 p
ago/17 I 10 11 1,1 0,04 0,82
out/17 ] 17 8 0,470588 3,24 0,07
dez/17 Il 21 11 0,52381 3,125 0,07
fev/18 v 21 18 0,857143  0,2307 0,63
abr/18 \Y 23 19 0,826087  0,3809 0,53
jun/18 VI 9 7 0,777778 0,25 0,61
Total VI 101 74 0,732673  4,1657 <0.05

Seco 121 48 30 0,625 4,1538 <0.05

Chuvoso IV:VI 53 44 0,830189 0,83505 0,3608

Fonte: elaborado pelo autor.
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3.3.3 Biologia reprodutiva

Um total de nove fémeas ovigeras (Figura 08) foi coletado, todas no periodo seco. A
largura da carapaca variou de 41,60 mm a 58,0 mm, com tamanho medio de 48,88 (x 5,37).
Assim, todas as fémeas ovigeras foram distribuidas nas Gltimas cinco classes de tamanho. Além
disso, foi possivel observar uma cronologia entre os eventos de reproducao para F. reflexifrons.
Em agosto de 2017 foram encontradas duas fémeas
carregando ovos alaranjados em seus pledpodes. Em outubro e dezembro de 2017, foram
encontradas cinco e duas fémeas, respectivamente, carregando juvenis aderidos aos seus

pledpodes.

Figura 8- Fémea de caranguejo de agua doce, Fredius reflexifrons, transportando ovos
em seu abdémen.

Fonte: elaborado pelo autor.

3.4 Discussao

3.4.1 Estrutura populacional

A maior abundancia tanto para machos quanto para fémeas no periodo chuvoso pode
ser explicada por fatores como: maior disponibilidade de recursos no ambiente nos pontos de
ocorréncia da espécie no Planalto da Ibiapaba; microclima favoravel para a espécie nas
pequenas manchas de floresta, com a queda de temperatura e aumento da umidade; bem como
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uma maior exposicao dos individuos para acasalamento. Em contraste, no periodo seco pode
haver uma menor disponibilidade de recursos, além dos corpos de agua naquela regido sofrerem
canalizacdo, sendo usados durante a estiagem para irrigacdo de lavoura e dessedentacao animal
(SANTOS et al., 2020).

O investimento reprodutivo em crustaceos decdpodes de &gua doce se d& em uma
demanda conflitante entre a alocagéo de energia entre reproducgéo, producéo de ovos e cuidado
parental com a prole (VOGT, 2013). O fato de serem encontradas, nesta espécie, fémeas
maiores especificamente no final do periodo chuvoso, dever estar relacionado a investimento
em crescimento somatico durante esse periodo e posteriormente o investimento reprodutivo no
periodo seco.

Foi observado, durante todo o estudo, que as fémeas de F. reflexifrons sédo
morfometricamente maiores do que os machos, em relacdo a largura da carapaca. Em termos
de aspectos populacionais, essa observacdo € inédita para a espécie em estudo e, para 0s
Pseudothelphusidade em geral. Em crustaceos dulcicolas, os machos investem em crescimento
somatico, principalmente do quelipodo por ser uma estrutura evolutivamente importante nos
processos agonisticos e reprodutivos, enquanto as fémeas investem sua energia para producéo
de ovos grandes com uma maior quantidade de vitelo, mas em menor ndmero quando
comparados com Decépodes marinhos (LIU; LI, 2000; COPATTI et al., 2016; SILVA, 2018).

Estudos para caranguejos de adgua doce da familia Trichidoctylidae reportam o maior
comprimento da carapaca em fémas (e.g; TADDEI; HERRERA, 2010; LIMA et al., 2013;
ALMEIDA; SILVA; SHINOZAKI-MENDES, 2020). O maior tamanho em fémeas de F.
reflexifrons pode estar relacionado a demanda conflitante entre crescimento e reproducao,
mecanismo ja conhecido para caranguejos de agua doce, além do cuidado parental com os
juvenis (como observado pelos autores em expedicGes de campo). Caranguejos de agua doce
priorizam o crescimento ao invés da reproducdo continua (TADDEI; HERRERA, 2010),
mecanismo que pode ser associado a F. reflexifrons, pois ndo foram encontradas fémeas
ovigeras nem transportando juvenis nos primeiros meses do ano (janeiro a junho).

Embora existam estudos para Trichodactylidae, outra familia de caranguejo de agua
doce exclusiva da Regido Neotropical (YEO et al., 2008; CUMBERLIDGE; ALVAREZ,
VILLALOBOS, 2014), nos quais aspectos de biologia reprodutiva e caracteristicas de historia
de vida sdo bem discutidos (e.g. TADDEI; HERRERA, 2010; LIMA et al., 2013; PESCINELLI
et al., 2014; PRALON et al., 2018; ALMEIDA et al., 2019; PESCINELLI; MANTELATTO,
COSTA, 2020), ndao foram encontrados trabalhos que reportem estrutura populacional ou

caracterizacdo morfométrica para representantes da familia Pseudothelphusidae.
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3.4.2 Razao sexual

A razdo sexual de 1:0,62 no periodo seco, corrobora com 0s demais dados no presente
estudo. Como no periodo seco foram encontradas fémeas ovigeras e juvenis em todos 0s meses
de coletas, a discrepancia nessa proporc¢ao pode estar relacionada com o mecanismo de prote¢édo
das fémeas para com 0s ovos e juvenis. Em observagdes de campo realizadas nesse estudo, as
fémeas ovigeras ou com juvenis aderidos aos pledpodes foram encontradas em tocas profundas,
possuindo um carater agressivo e autotomizando seu pereiopodos com bastante facilidade ao se
tentar sua captura, tal evento é caracterizado como habito de reflgio (SENKMAN et al., 2015).
Turner; Hallas; Morris, 2011 encontraram em populagdes de Discoplax hirtipes uma razéo
sexual de 2:1, no entanto, esses autores afirmaram que a captura dos espécimes ndo se deu
durante o periodo reprodutivo, o que ndo explicaria as propor¢Ges encontradas em nosso
trabalho.

Por outro lado, a razéo sexual de 1: 0.76 e 1: 0.65 para caranguejos Trichodactlydae
encontradas nos estudos de Davanso et al., (2013) e Taddei et al., (2015) respectivamente,
foram semelhantes aos nossos. Esses autores atribuem a diferenca na razdo sexual ao cuidado
da fémea com sua prole, evitando a exposic¢ao para ndo serem predadas. Além de cessarem a
alimentacdo durante o periodo de incubagdo dos ovos (HARTNOLL, 2006) o que poderia
explicar a proporgéo sexual enviesada para machos de Fredius reflexifrons, principalmente no
periodo seco, quando foram observadas fémeas em cuidado parental.

Como a espécie em nosso estudo vive em tocas no solo da floresta, essa tendéncia
proporcional para machos pode estar relacionada a ndo exposicdo das fémeas ovigeras ou que
estdo transportando juvenis que se escondem ou se alojam no interior das tocas, evitando a
predacdo bem como as elevadas temperaturas (ELISS 1968; SALMON; ZUCKER, 1988;
MANSUR; HEBLING, 2002; DAVI; MIJA, 2013; PESCINELLI et al., 2014; COSTA et al.,
2019), que sé&o comuns na regido entre os meses em que foram capturadas fémeas com ovos ou
transportando juvenis (Agosto a Dezembro).

O fato de as proporgdes serem estatisticamente iguais, embora os machos tenham sido
mais abundantes durante o estudo, € um reflexo da estruturacdo populacional de F. reflexifrons,
indicando que né@o ha desvio sexual para machos ou fémeas na populacéo da espécie. Assim, a
maior abundancia no periodo chuvoso, pode ndo estar relacionada a um desvio dentro da
populagéo e sim, pelos aspectos comportamentais relacionados a biologia reprodutiva de cada

SEeX0.
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3.4.3 Periodo reprodutivo

As fémeas classificadas em algum estdgio reprodutivo, ovigeras ou transportando
juvenis, foram encontradas apenas no periodo seco, entre agosto e dezembro de 2017 (IPECE,
2017). A presenca de fémeas ovigeras bem como transportando juvenis em seu abdémen séo
fortes indicios para se caracterizar o periodo reprodutivo (LIU; LI, 2000; DAVI; MIJA, 2013).
ROSA et al., (2009), ao estudarem o padrdo de distribuicdo de trés espécies de caranguejos
Trichodactylidae (Dilocarcinus pagei, Valdivia camerani e Poppiana argentiniana) relatam
que a presenca de juvenis pode ser explicada pela concentragao do pico reprodutivo de algumas
espécies no final do periodo seco e inicio do periodo chuvoso.

E provavel que o periodo reprodutivo para F. reflexifrons se estenda ao longo do
periodo seco. E possivel que F. reflexifrons seja uma espécie com reproducdo sazonal, a
reproducdo nos meses mais quentes do ano seria uma vantagem para o desenvolvimento dos
embrides antes de iniciar a quadra chuvosa (DEVI; MIJA, 2013) que se inicia nos primeiros
meses do ano (IPECE, 2017). No periodo de chuvas o ambiente naquela regido torna-se
lamacento e com alto teor de matéria organica o que pode propiciar um ambiente com
microclima favoravel para a exploragdo da area por juvenis em busca de prote¢do, alimento e
fuga de possiveis predadores.

Apenas um Unico estudo é registrado na literatura para biologia reprodutiva de
Pseudothelphusidae (WEHRTMANN et al., 2010). No referido estudo os autores relataram a
fecundidade, presenca de ovos e juvenis em duas espécies do género Kingsleya (K. latifrons
Randall, 1840 e K. ytupora Magalhaes, 1986), além de uma espécie do género Potamocarcinus
(P. magnus Rathbun, 1896), reportando a producdo de poucos ovos, mas com grandes
quantidades de vitelo. Fredius reflexifrons, assim como as espécies estudadas por Wehrtmann
et al., (2010), produziram poucos ovos, mas de grande tamanho e volume.

De maneira geral, para caranguejos de dgua doce as fémeas tém cuidado parental com a
prole (LIU; LI, 2000; SANT’ANNA; TAKAHASHI; HATTORI, 2013), provavelmente,
fémeas de F. reflexifrons exibem tal padrdo de cuidado parental, uma vez que fémeas foram
capturadas transportando juvenis em seu abdémen, além de serem observados em trabalhos de
campo (Campo de Dezembro/2017), juvenis possivelmente com a cuticula recém calcificada
proximos a fémea, indicando a diminuicéo da dependéncia em relacdo as fémeas.

As populagdes de Fredius reflexifrons estudadas no planalto da Ibiapaba estéo isoladas
de seus coespecificos e congéneres de origem amazoénica. No presente estudo a espécie habita

fragmentos florestais com diferentes escalas de conservacdo (SANTOS et al., 2020),
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dificultando a permanéncia das mesmas nos locais mais degradados. Sendo necessaria a
realizacdo de mais estudos, também com outras espécies, uma vez que os aspectos biolégicos
e ecoldgicos dos Pseudothelphusidae ainda sdo pouco conhecidos.

Embora F. reflexifrons estudado esteja na Serra da Ibiapaba, as informacdes obtidas no
presente estudo servem de subsidios para futuras pesquisas e discussdes acerca dos aspectos
ecoldgicos e estratégias de conservagdo para esses organismos, bem como para 0s
Pseudothelphusidae em geral. Por fim, investigac6es futuras que abordem aspectos histologicos
das gbnadas em machos e fémeas sdo sugeridas para que a determinacdo do ciclo reprodutivo

ocorra mais detalhadamente e subsidie estratégias de conservagdo para esta espécie neste local.
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CRESCIMENTO RELATIVO E PRIMEIRA MATURIDADE SEXUAL
MORFOLOGICA DE UM CARANGUEJO DE AGUA DOCE EM UMA AREA DE
ENCLAVE UMIDO DO NORDESTE DO BRASIL

RESUMO

O crescimento relativo e a maturidade sexual morfologica de Fredius reflexifrons (Ortmann,
1897) foi investigado em uma area de floresta tmida no nordeste brasileiro. Os espécimes foram
coletados bimestralmente (entre agosto de 2017 a junho de 2018) por meio de armadilhas
préximas as tocas e por esforco de captura. O crescimento relativo foi analisado por sexo.
Observou-se que ha dimorfismo sexual no desenvolvimento ontogenético de F. reflexifrons,
para as variaveis morfométricas analisadas. A largura da carapaca (LC) foi determinada como
crescimento padrdo, sendo utilizada como variavel independente, a demais variaveis
morfométricas (CPQM, AP, LP, LA) e o peso, foi utilizado como varidveis dependentes.
Fémeas diferiram em maior tamanho de largura da carapaca que machos. Em relagdo aos
valores do LC50, onde cinquenta por cento dos individuos estdo morfologicamente maduros
foram encontrados valores de largura da carapacga para machos e fémeas de 36,4 mm e 46,0 mm
respectivamente. As informacdes apresentadas nesse trabalho norteardo futuros estudos que
priorizem a conservacdo desse caranguejo de agua doce, bem como as areas onde essa espécie

ocorre.

Palavras-chave: Alometria. Isometria. Dimorfismo sexual. Pseudothelphidae

ABSTRACT

The relative growth and morphological sexual maturity of Fredius reflexifrons
(Ortmann, 1897) was investigated in an area of rainforest in northeastern Brazil. The specimens
were collected bimonthly (between August 2017 and June 2018) by means of traps close to the
burrows and by capture effort. The relative growth was analyzed by sex. It was observed that
there is sexual dimorphism in ontogenetic development of F. reflexifrons, for morphometric
variables analyzed. Carapace width (LC) was determined as standard growth, being used as an
independent variable, other morphometric variables (CPQM, AP, LP, LA) and weight were
used as dependent variables. Females differed in greater carapace width than males. Regarding
LC50 values, where fifty percent of the individuals are morphologically mature, carapace width
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values for males and females of 36.4 mm and 46.0 mm were found respectively. The
information shown in this study will guide future studies that prioritize conservation of this

freshwater crab, as well as the areas where this species occurs.

Keywords: allometry. Isometry. Sexual dimorphism. Pseudothelphusid

4.1 Introducéo

Na Regido Neotropical os caranguejos de agua doce sdo restritos a duas familias:
Pseudothelphusidae e Trichodactylidae (RODRIGUEZ, 1981; MAGALHAES, 2003;
CUMBERLIDGE; ALVAREZ; VILLALOBOS, 2014). A familia Pseudothelphusidae engloba
cerca de 34 géneros e 264 espécies (CUMBERLIDGE; ALVAREZ; VILLALOBOS, 2014). O
conhecimento sobre aspectos de histéria de vida e ecoldgicos para caranguejos
pseudotelfusideos séo escassos (RODRIGUEZ; MAGALHAES 2005; MAGALHAES, 2016),
como sugerido por Magalhdes (2016), torna-se necessario realizar estudos que englobem
aspectos como dinamica populacional, além da biologia e ecologia para as espécies desse grupo.

A determinacdo do primeiro tamanho da maturidade sexual é de grande valia para o
entendimento dos padrdes de historia de vida em crustdceos decdpodes, além de serem
ferramentas poderosas ao se trabalhar com populacBes de espécies que estdo ameacadas
(BUENO; SHIMIZU 2008). Da mesma forma, a maturacdo sexual é uma ferramenta
importante que ajuda a compreender a biologia reprodutiva de um crustaceo (COPATTI et al.,
2015), tendo como caracteristicas mudancgas morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais em
machos e fémeas (HARTNOLL, 1969; ARAUJO et al., 2012).

O padréo de crescimento de certas partes do corpo em machos e fémeas de crustaceos
podem ser aferidos de maneira precisa em virtude da rigidez do seu exoesqueleto
(HARTNOLL, 1978). Essas partes podem crescer em proporcdes distintas (RODRIGUES,
1985), e a esse fendmeno € dado 0 nome de alometria (HARTNOLL, 1974). Ha trés padrdes de
crescimento alométrico para crustaceos, alometria positiva, onde uma variavel dependente
cresce de forma rapida em relacdo ao tamanho do corpo, isometria, onde o crescimento das
estruturas corporeas cresce equitativamente e alometria negativa, onde hd um crescimento lento
da variavel dependente em relacdo ao tamanho do corpo (HARTNOLL, 1978; MARIAPPAN,;
BLASUNDARAM; SCHMITZ, 2000).
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O objetivo desse trabalho foi caracterizar o crescimento relativo e a maturidade sexual
morfolégica, do caranguejo de agua doce, Fredius reflexifrons, em uma area de enclave imido

no Nordeste do brasileiro.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Coletas de F. reflexifrons no planalto da Ibiapaba

As coletas de F. reflexifrons foram realizadas bimestralmente entre agosto de 2017 e
junho de 2018 em relictos de floresta umida na Area de Prote¢io Ambiental - APA, localizada
no Planalto da Ibiapaba, Nordeste do Brasil, sob licenca do Sistema de Autorizacdo e
Informacéo em Biodiversidade — SISBIO com o nimero: 605121. Foram realizadas buscas ao
logo da extensdo da APA e em seu entorno, onde 5 locais de ocorréncia da espécie foram
utilizados nesse trabalho: Sitio Santa Cruz (0305 518 E, 952 1411 N), Sitio Caranguejo (0306
142E, 952 2904 N), Grotdo (03 06 146 E, 952 3054N), Sitio Ipucaba (0306 482 E, 952 4330 N)
e Gameleira (0306 298 E, 952 4846 N ).

Em cada ponto amostral, os espécimes foram coletados por meio de armadilhas
confeccionadas de garrafas PET, tendo como isca, racdo comercial para gato, misturada com
farinha de peixe conforme sugerido por Bueno; Shimizu; Rocha (2007). Antes de anoitecer, 0
solo foi escavado e as armadilhas foram instaladas rente ao solo, proximas as tocas dos animais,
bem como na vegetacdo adjacente e, inspecionadas pela manha do dia seguinte. O nimero de
armadilhas colocadas foi dobrado de acordo com a quantidade de tocas disponiveis (ex: 10 tocas
encontradas — 20 armadilhas instaladas). Por fim, um esforco de captura foi realizado por 40
minutos em cada local de coleta ap0s a retirada das armadilhas, para verificar a ocorréncia de

caranguejos no interior das tocas.

4.2.2 ldentificagéo por sexo e obtencéo de dados morfométricos

Ainda em campo os espécimes foram identificados quanto ao sexo com base na presenga
de gondpodos nos machos e de pledpodes nas fémeas (MAGALHAES; MELO, 2003). Em
seguida, um paquimetro digital (com precisdao de 0,5 mm) foi utilizado para a mensuracéo das
seguintes medidas corporais: largura do cefalotorax (LC - distancia entre a base dos dois ultimos
espinhos marginais); largura do abdémen (LA - distancia correspondente a medida da largura

do 4° somito abdominal para fémeas e a do 3° para 0s machos); comprimento do prépodo do
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quelipodo maior (CPQM - distancia entre a porcao distal do dedo fixo e a regido mais proximal
ao carpo do quelipodo maior); altura do prépodo do quelipodo maior (AP - distancia da face
inferior até a face superior do prépodo na regido medial do quelipodo maior); largura do
prépodo do quelipodo maior (LP — distancia entre a face anterior e posterior na regido mediana
do quelipodo maior) (COPATT]I, et. al., 2016).

4.2.3 Tratamento dos dados e analises estatisticas

Os dados morfométricos foram inicialmente analisados quanto a sua normalidade e
homocedasticidade, sendo utilizados os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente
(SOKAL; ROHLF, 1985). Dessa forma, os testes estatisticos subsequentes foram aplicados de
acordo com a natureza dos dados, se paramétricos ou ndo paramétricos.

O crescimento relativo foi analisado por sexo. Dessa forma, foi observado se ha
dimorfismo sexual no desenvolvimento ontogenético de F. reflexifrons, para as variaveis
morfométricas analisadas. A largura da carapaca (LC) foi determinada como crescimento
padrdo, sendo utilizada como varidvel independente. Assim, o restante das varidveis
morfométricas (Comprimento do propodo do quelipodo maior - CPQM, altura do prépodo -AP
, Largura do prépodo - LP, Largura do abdémen - LA) e o peso, foi utilizado como variaveis
dependentes.

A equacdo alométrica (y=ax”) (HARTNOLL,1974, 1978, 1982), foi log-transformada
(log y = log a + b*log x) para determinar a relacdo entre o crescimento das variaveis
dependentes (y) em resposta ao crescimento padrdo (x). Neste caso, o coeficiente angular da
regressdo alométrica (b), também chamado de coeficiente alométrico, foi utilizado como
referencial de: isometria (0.9 <b < 1.1), alometria positiva (b > 1.1) ou alometria negativa (b <
0.9), para as variaveis morfométricas (HARTNOLL, 1982), e: isometria (2.9 < b < 3.1),
alometria positiva (b > 3.1) ou alometria negativa (b < 2.9), para o aumento do peso e resposta
a largura da carapaca (HARTNOLL, 1982). O ajuste das variaveis na equagdo, sendo a
correlacdo entre o crescimento das mesmas, foi estimado pelo método dos minimos quadrados
e avaliado pelo coeficiente de determinacéo da reta (R?). Por fim, uma analise de covariancia,
ANCOVA (ZAR, 2010), foi realizada entre os coeficientes angulares de cada para identificar,
estatisticamente, se ha distingdo no desenvolvimento ontogenético entre machos e fémeas.

Por fim, a analise de maturidade sexual foi realizada separadamente para 0s sexos. Para
avaliar o tamanho da primeira maturidade morfol6gica nos machos, foi analisado o CP em

resposta ao LC, ja nas fémeas a resposta do crescimento da LA em virtude da LC foi utilizada
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para determinar a maturidade morfoldgica. O tamanho na maturidade (L50), foi estimado com
a utilizacdo do pacote SizeMat (TORREJON-MAGALLANES, 2017) no software R (R
Development Core Team 2019). Em todas as analises estatisticas o valor de significancia
adotado foi de 5% (ZAR, 2010).

4.3 Resultados

4.3.1 Crescimento relativo

Todos os espécimes coletados foram utilizados na anélise de crescimento relativo. A largura da
carapaca (LC) variou de 11,35 mm a 62,6 mm, com média de 38,45 mm (%), sendo observado

para essa e outras variaveis alguma distin¢éo entre os sexos (Tabela 04).

Tabela 4- Variaveis utilizadas na andlise de crescimento relativo para a
populacdo de caranguejo de agua doce, Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897).

Variavel Min Média Max
CC 7.8 27,59 42,9
LC 11,35 38,45 62,6

CPQM 7 28,52 52,8
AP 2,65 12,69 23,1
LP 1,95 8,229 14,7
LA 2,15 14,99 35,9

PESO 1 24,34 74

Fonte: elaborado pelo autor.

Todas as variaveis morfométricas apresentam crescimento relacionado ao crescimento
padrdo (LC) (figura 09).
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Figura 9- Relagdo morfométrica entre machos e fémeas de F. reflexifrons, indicando
trajetérias ontogenéticas distintas entre machos e fémeas. a) relacdo morfométrica do
comprimento do prépodo em resposta ao comprimento da carapaga; b) relacdo
morfométrica da altura do propodo em resposta ao crescimento da carapaca; c) relacdo
morfométrica da altura do prépodo em resposta ao comprimento da carapaca; d) relagdo
morfomeétrica da largura do abdémen em resposta ao comprimento da carapaca.

CPlog)
AP (log)

LA (log)

2.5 3.0 35 4.0 2.5 30 35 4.0
CC (log) CC (log)

Fonte: elaborado pelo autor.

Os espécimes machos de Fredius reflexifrons exibem alometria positiva das variaveis
morfomeétricas referentes ao quelipodo (CP, AP e LP), com as fémeas apresentando isometria

para essas variaveis (Tabela 05).

Tabela 5- Resultado do estado de alometria para a populagdo de caranguejo de &gua doce
Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897).

Variaveis  Sexo a b gl F r2 P Alometria
CPvs M -0,9556 1,1843 99 1870 0,94 <0.001 +
LC F -0,2381 0,9750 72 1179 0,94 <0.001 0
AP vs M -1,8680 1,2152 99 1854 0,94 <0.001 +
LC F -1,2331 1,0207 72 722,4 0,9 <0.001 0
LPvsLC M -2,2243 1,1957 99 1885 0,94 <0.001 +
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F -1,5608 0,9909 72 646,5 0,89  <0.001

LA vs M -1,5353 1,0858 99 1359 0,93 <0.001
LC F -2,8396 1,5712 72 1895 0,96 <0.001
PEvsLC M -7,1998 2,7868 99 1790 0,94  <0.001
F -7,0490 2,7539 72 1518 0,95 <0.001

+ O O

Fonte: elaborado pelo autor.

Entretanto, o inverso é observado para o aumento da largura do abdome (LA), onde as
fémeas exibem expressiva taxa de crescimento alométrico positivo e os machos exibem
isometria. Alem disso, a trajetoria ontogenética do crescimento relativo foi significativamente

distinta entre machos e fémeas (Tabela 06) para todas as varidveis analisadas.

Tabela 6- Resultado da Andlise de Covariancia — ANCOVA , das relacbes
morfométricas estudadas na populacdo de F. reflexifrons (Ortmann, 1897).

Variaveis Sexo F P

CPvsLC Mvs F 2851,2 <0.001
APvsLC Mvs F 1678,1 <0.001
LPvsLC Mvs F 15425 <0.001
LAvsLC Mvs F 1482,8 <0.001
PEvs LC M vs F 2546,7 <0.001

Fonte: elaborado pelo autor.
Em relacdo aos valores do L50, onde 50% dos individuos estdo
morfologicamente maduros foram encontrados valores de largura da carapaca para machos e
fémeas de 36,4 mm (R?=0,98) e 46,0 mm (R?= 0,89) respectivamente (Figuras 10 e 11).



Figura 10- LC50 para caranguejos fémeas de Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 11- LC50 para caranguejos machos de Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897).

1.0 —a o= S
R>=0.9 /
0.8 — A
o )
3
= 06 —
=
L~ SR 8ttt e
=
S 0.4 — :
e
= '
o N
0.2 1
\
0.0 — L b
I I I | I |
10 20 30 40 50 60
LC (mm)

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.4 Discussao

4.4.1 Maturidade morfoldgica

Na populacdo estudada, o tamanho da primeira maturidade sexual morfoldgica
alcancada em machos e fémeas confirma que a espécie em estudo possui dimorfismo sexual de
tamanho. Em relacdo ao tamanho da maturidade sexual morfolégica o maior valor encontrado
foi em fémeas, sugerindo que elas atingem maturidade morfolégica em tamanho maior que 0s
machos, provavelmente de forma mais tardia. Valores inversos aos desse estudo foram
reportados na literatura (e.g; PARVIZI et al., 2017; PRALON et al., 2018 e literatura nele
citadas). No entanto, esses ndo sdo valores arbitrarios, podendo mudar tanto entre 0s sexos
guanto entre espécies (HARTNOLL, 1972), podendo estar relacionados aos processos
evolutivos de cada espécie.

Por outro lado, fémeas fora do intervalo de maturidade morfoldgica podem realizar
acasalamento, mesmo ndo estando fisiologicamente maduras (L1U; HARTNOLL, 2017). Esses
mesmos autores relataram que fémeas do caranguejo de agua doce Candidiopotamon rathbunae
(De Man, 1914) realizaram “acasalamento precoce” ¢ que foram encontrados espermatozoides
estocados nas fémeas em seu receptaculo seminal. Esses resultados podem ser aplicados a F.
reflexifrons, porque nossos resultados indicam que essa espécie possui uma sazonalidade em
seu periodo reprodutivo; consequentemente isso seria uma estratégia reprodutiva, uma vez que
a fémea pode entrar em maturidade morfoldgica e fisioldgica e ndo ter machos disponiveis para
copula.

O tamanho da primeira maturidade sexual morfolégica em Grapsus adscensionis
(Osbeck, 1765) foi de 38 mm de LC para machos e 43 mm de LC para fémeas (HARTNOLL,
2009), o que mostra semelhanca com os dados encontrados em nosso estudo. Cobo; Alves
(2009), ao estudarem o crescimento relativo e maturidade sexual morfoldgica em Mithrax
tortugae (Rathbun, 1920) atribuem o0s maiores valores encontrados para maturidade
morfolégica em fémeas a uma maior aquisicdo de recursos logo apos a puberdade, que é
dividido entre crescimento somatico, demandas metabdlicas e crescimento reprodutivo.

Entretanto, ndo € comum encontrar esses resultados para caranguejos de agua doce,
onde frequentemente as fémeas sdo menores que 0s machos (DAVANSO et al., 2016) e atingem
maturidade morfoldgica em tamanhos menores. Adicionalmente, esses mesmos autores

atribuem essa divergéncia para uma maturidade morfoldgica tardia em fémeas de Dilocarcinus
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pagei Stimpson, 1861 quando comparado com machos, o que pode ser atribuido também, para

fémeas de F. reflexifrons.

4.4.2 Crescimento relativo

Nossos resultados mostraram que existem alometria positiva em machos e, isometria
em fémeas, em todas as variaveis relacionadas ao quelipode (Tabela 03). O dimorfismo sexual
da quela em machos é resultado do uso em combate, exibicdo e corte (HARTNOLL, 1974).
Simpson; Ambrozio; Baeza (2016) analisaram a alometria e o dimorfismo dessa estrutura em
resposta aos comportamentos agonisticos em Porcellanidae e observaram que o padréo
semelhante ao observado aqui € um reflexo de comportamentos agonisticos entre 0s machos.
Como observado em um dos campos, no qual acidentalmente um caranguejo macho foi liberado
em uma toca que ja estava ocupada por outro espécime, onde o macho do interior da toca
expulsou o caranguejo de menor tamanho.

Consequentemente, um animal que possui 0 quelipodo robusto sera favorecido na
competicdo com seus congéneres por recursos, na maior chance de obter companheiros, e
também através da selecdo sexual por fémeas (MARIAPPAN; BALASUNDARAM;
SCHMITZ, 2000; SPANI; SCALICI, 2016). Dessa forma, o quelipodo maior em machos de F.
reflexifrons pode ser utilizado para disputa de territério (tocas com um melhor microclima),
busca por recurso bem como uso para manusear a fémea durante a copula.

Em relacédo as fémeas, e sua alometria positiva do abdémen, é notavel que esteja ligada
a fixacdo e incubacdo dos ovos e, posteriormente acomodacdo dos juvenis (DANIELS et al.,
2001; PESCINELLI et al., 2014; DAVANSO et al., 2016), caracteristicas que evoluiram entre
os decapodes de agua doce, de exibir cuidado parental, onde a fémea mantem os juvenis, até
certo estagio de seu desenvolvimento, em sua camara abdominal (MANSUR; HEBLING,
2002). Por outro lado, a isometria para o abdomen dos machos em F. reflexifrons pode ser
explicada pelo ndo uso do abdémen diretamente para fins reprodutivos. O abdémen nos machos
é utilizado para proteger o par de gondpodo que ficam alocados na cavidade esterno-abdominal,
sendo utilizados para transferéncia de espermatéforos durante o processo de cépula
(HARTNOLL, 1974; HARTNOLL, 1982; STERNBERG; CUMBERLIDGE; RODRIGUEZ,
1999; MANSUR et al., 2005).

Foi observado que os machos exibem comportamento agonistico entre si, justificando a
alometria positiva do quelipode em sua ontogenia, que por sua vez atinge a maturidade sexual

em tamanho menor em relagdo as fémeas. Dessa forma contribuimos com informagdes inéditas
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acerca da biologia geral dessa populagéo relictual de caranguejo de agua doce no planalto da
Ibiapaba.
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GENETIC AND MORPHOLOGICAL DIFFERENTIATION OF A FRESHWATER
CRAB IN HUMID FOREST AREA, IN THE PLANAUTO DA IBIAPABA -
NORTHEASTERN BRAZIL

RESUMO

Uma nova espécie de caranguejo de agua doce, Fredius ibiapaba, é descrita e ilustrada a partir
de uma area florestal de altitude média em Ipu (planalto da Ibiapaba, Ceara, nordeste do Brasil),
entre 635 e 782 m. A nova espécie pode ser separada de seus congéneres pela morfologia de
seu primeiro gonopodo: metade proximal notavelmente inflada, inclinando-se abruptamente
anteriormente para baixo para um ombro quase angular; lobo mesial muito menor que a coluna
cefélica; lobo cefalico moderadamente desenvolvido; borda do lobo auxiliar delimitando o
campo dos espinhos apicais, se projetando até a margem distal do lobo auxiliar.
Sequenciamento comparativo de 16S rDNA usado para inferir a localizacdo filogenética de
Fredius ibiapaba n. sp. revelou que é o tdxon irmdo de F. reflexifrons, uma espécie que ocorre
alopatricamente nas planicies da bacia amazonica e atlantica (<100 m). Fredius ibiapaba n. sp.
e F. reflexifrons sdo altamente dependentes da umidade e provavelmente ja fizeram parte de
uma populagdo ancestral que viveu em um amplo territério umido. O encolhimento das florestas
umidas durante varios periodos secos do terciario e do quaternario provavelmente resultou na
fragmentacdo da area Umida ancestral e, portanto, da populacdo ancestral de caranguejos.
Fredius reflexifrons evoluiram e se espalharam em uma bacia humida de planicie (bacias
amazoOnica e atlantica), enquanto F. ibiapaba n. sp. evoluiu isolado no topo de um platd Gmido.
As duas espécies agora estdo separadas por uma vasta area ocupada pela Caatinga semiérida.

Plavras-chave: Fredius. Reflgios. Brejos. Ibiapaba. Ipu. Amazénia. Biogeografia

ABSTRACT
A new species of freshwater crab, Fredius ibiapaba, is described and illustrated from a mid-
altitude forested patch in Ipu (Ibiapaba plateau, Ceara, northeastern Brazil), between 635 to 782
m. The new species can be separated from its congeners by the morphology of its first gonopod:
proximal half remarkably swollen, sloping abruptly downwards anteriorly to a nearly right-
angular shoulder; mesial lobe much smaller than cephalic spine; cephalic lobe moderately
developed; auxiliary lobe lip, delimiting field of apical spines, protruded all the way to distal
margin of auxiliary lobe. Comparative 16S rDNA sequencing used to infer the phylogenetic
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placement of Fredius ibiapaba n. sp. revealed that it is the sister taxon of F. reflexifrons, a
species which occurs allopatrically in the Amazon and Atlantic basin's lowlands (< 100 m).
Fredius ibiapaba n. sp. and F. reflexifrons are highly dependent upon humidity and most
probably were once part of an ancestral population living in a wide humid territory. Shrinking
humid forests during several dry periods of the Tertiary and Quaternary likely have resulted in
the fragmentation of the ancestral humid area and hence of the ancestral crab population.
Fredius reflexifrons evolved and spread in a lowland, humid river basin (Amazon and Atlantic
basins), whilst F. ibiapaba n. sp. evolved isolated on the top of a humid plateau. The two species

are now separated by a vast intervening area occupied by the semiarid Caatinga.

Keywords: Fredius. Refuges. Brejos. Ibiapaba. Ipu. Amazon. Biogeography

5.1 Introduction

The geological events and climate changes that occurred during Quaternary period
shaped the distribution and diversification of several taxa (QUIJADA-MASCARENAS et al.,
2007, CARNAVAL et al., 2009, GARZON- ORDUNA; BENETTI-LOUGHINI; BROWER,
2014). These climatic oscillations have caused profound changes in the distribution of habitats
and organisms that depend on them (JANSSON; DYNESIUS, 2002), among which, the
formation of connections between biomes, such as, for example, the Amazon Forest and the

Atlantic Tropical Forest, in which dispersion corridors originated. (DE OLIVEIRA;
BARRETO; SUGUIO, 1999; BEHLING et al., 2000; AULER et al., 2004). Nevertheless,
changes in climate accompanied the retraction of these biomes, resulting in reduction of
populations as well as the disjunction in refuges during glacial periods. (HEWITT, 2004).
Cumulative evidences from many independent sources argue in favor of the mid-altitude
forested patches in northeastern Brazil being remnants of a once much larger humid forest,
connected to both the Amazonian and Atlantic rainforests during the moister periods (e.g.,
ANDRADE-LIMA, 1982; CARTELLE; HARTWIG, 1996; DE VIVO, 1997; AB'SABER,
2000; AULER et al., 2004; CARNAVAL; BATES, 2007; CARMIGNOTTO; VIVO;
LANGGUTH, 2012; BATALHA-FILHO et al., 2013; SOBRAL-SOUZA; LIMA-RIBERIRO;
SOLFERINI, 2015). These humid forest refuges (Figure 12 A-D), naturally isolated by the vast
surrounding semiarid Caatinga (Figure 12 F, G), are indeed known to harbor many woody plant
and animal species (fossil and Recent) that are also found or are closely related to species

occurring allopatrically in the Amazonian and Atlantic rainforests.
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Figura 12- A—E) Mid-altitude, naturally isolated, humid forested patch nested within the
vast semiarid Caatinga domain. Sitio Caranguejo, Ipu, Ceara, 04°18'50" S, 40°44'47"W,
729 meters high, type locality of Fredius ibiapaba n. sp. Note in (E) burrow (arrow) of
Fredius ibiapaba n. sp. among the leaf litter. (E-F) Lowland, surrounding semiarid
Caatinga forest. (E) View from above from Ipu. (F) Detail of a dry-stream channel.

Source: prepared by the author

While remaining in these wetland relics, and in turn, being isolated by the Caatinga
domain, several populations lost contact with adjacent populations (e.g., crustaceans that need
streams or humid environments to perform dispersion). Passing to suffer differentiation as a
result of this isolation (VIADANA-CAVALCANTE, 2006).

Here we describe and illustrate a new species of a freshwater pseudothelphusid crab,
Fredius ibiapaba n. sp., from a mid-altitude forest enclave in Ipa (Ibiapaba plateau, Ceara,
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northeastern Brazil), between 665 to 782 m (Figure 12 A-D). Evidences from a phylogenetic
analysis using 16S rDNA are presented for a sister taxon relationship between Fredius ibiapaba
n. sp. and F. reflexifrons (Ortmann, 1897), a species occurring allopatrically in the Amazonian
humid lowlands. Previous hypothesis on the phylogenetic relationships of F. reflexifrons and
the possible evolutionary scenario that led to the emergence of the sister taxons Fredius
ibiapaba n. sp. and F. reflexifrons are discussed.

The specimens were collected using license permission from the Sistema de Autorizagéo
e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO #605121) of the Brazilian Ministry of Environment
(MMA). The studied specimens are deposited in the collections of the INPA (Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia, Manaus) and MZUSP (Museu de Zoologia, Universidade de S&o
Paulo, Brazil). Measurements: cl, carapace length, taken along the carapace axis to its posterior
median margin, in millimeters (mm). Dates are written in the format day.month.year, with
months in lower-case Roman numerals. Abbreviations are as follows: G1, G2, first and second
gonopods, respectively. Mxp3, third maxilliped. The terminology used in the description of the
G1 is referred in the (Figure 13 A-B).
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Figura 13- (A-B) Semi-diagrammatic view of the first male gonopod in abdominal
and sternal views, respectively, with the terminology used in the descriptions. Cl,
cephalic lobe; cs, cephalic spine; fas, field of apical spines; mal, marginal lobe;

mas, marginal suture; mel, mesial lobe; sab, subapical bulge.

{ N
N

Source: prepared by the author

5.2 Material and methods

DNA extraction, amplification and sequencing: Muscle tissue samples were obtained
from the pereopods or abdomen of Fredius ibiapaba n. sp., F. buritizatilis Magalhaes, Sanches,
Pileggi & Mantelatto, 2014, and Prionothelphusa eliasi Rodriguez, 1980. At the Laboratorio
de Biologia Molecular da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia- LBM/UESB a small

region of the 16S rDNA gene was extracted with Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega), amplified in a 12,5 pl final volume reaction with 2,5 mM de MgCI2 (Invitrogen),
0,05 mM de dNTP (Invitrogen), buffer 1x (Invitrogen — 10xPCR Buffer: 200mM Tris-HCI (pH
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8.4), 500mM KCI), 1U de taq platinum (Invitrogen) and 0,3uM of each primer. The PCR
conditions were: one cycle at 94°C, 60 sec; five cycles at 94°C, 60 sec; 45°C, 40 sec and 72°C,
60 sec; and 35 cycles at 94°C, 60 sec; 51°C, 40 sec and 72°C; 60 sec; a final extension of five
minutes at 72°C was performed. The primers used were 16Sar (5°-
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’) and 16Sbr (5-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’)
(PALUMBI et al., 1991). PCR products were purified using a polietilenoglicol (PEG) 20% and
sequenced in an ABI Prism 3100 Genetic Analyzer® (Applied Biosystems) at the
Departamento de Tecnologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Jaboticabal. Sequencing reaction was performed with Big Dye v3.1 (Applied Biosystems),
prepared with 4,75 pl ultrapure water, 1,5 ul BigDye 5x buffer, 0,75 ul BigDye terminator Mix,
2 pl primer (0,8 pmol) and 1 pul of Purified PCR product. Sequence conditions were: one minute
at 96°C; 35 cycles of 15 sec at 96°C; 15 sec at 50°C and 2 minutes at 60°C. Both, forward and
reverse sequence strands were obtained and the consensus generated by the software BioEdit
7.0.5 (HALL, 2005). The identities of the final sequences were confirmed with a BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) on GenBank database. Additional comparative sequences were
retrieved from GenBank (Table 7).

Tabela 7-Species of Fredius Pretzmann, 1967, Prionothelphusa Rodriguez, 1980 and
Trichodactylus Latreille, 1828 used in the phylogenetic analyses, with respective sample
locality and GenBank accession number.

Species Locality GenBank accession
numbers
Fredius buritizatilis Ji-Parana, Rondonia, Brazil JN402376
Fredius buritizatilis Ji-Parana, Rondonia, Brazil JN402377
Fredius buritizatilis Chupinguaia, Ronddnia, Brazil MN787136
Fredius denticulatus Serra do Navio, Amap4a, Brazil JN402372
Fredius estevisi Posto Indigena Parafuri, Roraima, Brazil JN402379
Fredius fittkaui Aldeia Balawa-u, Amazonas, Brazil IN402373
Fredius platyacanthus Comunidade Paapi-ti, Roraima, Brazil JQ414023

Fredius ibiapaba n. sp.  Sitio Caranguejo, Ipu, Cearda, Brazil MN787135
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Fredius reflexifrons Rio Chumucui, Braganca, Para, Brazil JN402378

Fredius stenolobus Rio Tawadu, Bolivar, Venezuela JN402374

Fredius stenolobus Aldeia Palimi-u, Rio Uraricoera, Roraima, JN402375
Brazil

Prionothelphusa eliasi Japurd, Vila Bittencount, Amazonas, Brazil MN787137

Trichodactylus dentatus ~ Bahia, Brazil FM208777

Source: prepared by the author

Phylogenetic analyses: Substitution saturation in 16S rDNA was tested using the
saturation index implemented in DAMBE 5 (XIA, 2013). The sequences were grouped and edit
in BioEdit and aligned using the ClustalW interface (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON,
1994). Prionothelphusa eliasi (Pseudothelphusidae) and Trichodactylus dentatus H. Milne
Edwards, 1853 (Trichodactylidae) were chosen as outgroups. The best-fit model HKY + G was
selected using jModeltest 2.1.7 (DARRIBA et al., 2012). This model was used to generate
Maximum Likelihood gene trees in MEGA 6.06 (TAMURA et al., 2013). Branch support
values were calculated using bootstrap analyses with 1,000 replicates (FELSENSTEIN, 1985).
Only nodes with bootstrap support greater than 50 are shown on the phylogenetic tree.
Nucleotide divergence estimated from pairwise distance was calculated in MEGA 6.06 with the
same best-fit model (Table 8).

Tabela 8- Pairwise distance matrix from the portion of the mitochondrial 16S rRNA based on
~560bp.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fredius ibiapaba n. sp. - - - - - - - - - - - -
Fredius reflexifrons 0,04 - - - - - - - - - - -
Fredius burutizatilis 0,10 0,07 - - - - - - - - - -
Fredius buritizatilis 0,11 0,08 0,02 - - - - - - - - -
Fredius buritizatilis 0,11 0,08 0,02 0,00 - - - - - - - -

Fredius denticulatus 0,12 0,09 0,08 0,08 0,08
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7  Fredius stenolobus 0,10 0,07 0,07 0,06 0,06 0,10 - - - - - -
8 Fredius stenolobus 0,10 0,07 0,07 0,06 0,06 0,10 0,00 - - - - -
9 Fredius estevisi 0,11 0,07 0,07 0,06 0,06 0,09 0,02 0,02 - - - -
10 Fredius fittkaui 0,09 0,07 0,07 0,07 0,07 0,09 0,08 0,08 0,08 - - -

11 Fredius platyacanthus 0,10 0,07 0,06 0,06 0,06 0,09 0,02 0,02 0,02 0,08 - -
12 Prionothelphusa eliassi 0,16 0,13 0,12 0,12 0,12 0,13 0,12 0,12 0,12 0,13 0,12 -

13  Trichodactylus dentatus 0,22 0,19 021 0,21 0,21 0,22 0,21 0,21 0,22 020 0,21 0,22

Source: prepared by the author

5.3 Results

Pseudothelphusidae Ortmann, 1893
Fredius Pretzmann, 1967
Fredius ibiapaba n. sp. (Figures 14A-E; 15A-C; 16A, C; 17A-D; 18A-E)

Type material. Holotype, male cl 36 mm, cw 53mm (MZUSP 39710), Sitio Caranguejo, Ipq,
Ceard, 04°18'50" S, 40°44'47"W, 729 m, xii.2017. Paratypes: male cl 34 mm, cw 48 mm
(MZUSP 39169), same data as holotype; female cl 35 mm, cw 49 mm (MZUSP 39171), Sitio
Gameleira, Ipu, Ceara, 04°17'17" S, 40°44'44"W, 665 m, 5.i.2018; male cl 32 mm, cw 48 mm
(MZUSP 39167), Sitio Santa Cruz, Ipu, Ceara, 04°19'40" S, 40°45'09"W, 782 m, 10.x.2014;
female cl 31 mm, cw 44 mm (MZUSP 39168), Sitio Santa Cruz, lpu, Ceard, 04°19'40" S,
40°45'09"W, 782 m, 23.iv.2015; male cl 41.2 mm, cw 62.6 mm (MZUSP 39742), Sitio Ipucaba,
Ipu, Ceara, 27.x11.2017.

Comparative material. Fredius fittkaui (Bott, 1967): male, cl 47.1 mm, cw 66.9 mm (MZUSP
24497), Guyana, Potaro-Siparuni, Rio Kuribrong, 05°22°35”N, 59°33°4”W, P. Bernardo & B.
Newman coll., 28.ix.2010. Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897): Peru: male, cl 31 mm, cw
42.5 mm (MZUSP 6389), Rio Apiacu, DepartamentoLoreto, Boris Malkin coll., 15-25.iv.1966.
Brazil: male cl 37 mm, cw 52 m (MZUSP 19922), Amap4, Serra do Navio, Serra do Veado,
Projeto Diversitas Neotropica, M. Tavares coll. 7.v.1994. 2 males, cl 57.7 mm, cw 42 mm and
cl 73.8 mm, cw 53 mm (MZUSP 13178), Amapa, Rio Jari, montante, Cachoeira Santo Antdnio,
M. Jegu & J. Zuanon coll., 9-26.vi.1981. 1 macho (INPA 583), Amapa, Serra do Navio/ Serra
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do Veado, 07.v.1994. 1 macho (INPA 2125), Amapa, municipio de Laranjal, 16.i.2012. 1
macho (INPA 889), Amazonas, Manaus, Reserva do Km 41, 02°26’56”S, 59°46’13”W. 1
macho (INPA 368), Amazonas, Manaus, Reserva Ducke, 22.ii.1986. 1 macho (INPA 850),
Amazonas, Manaus, 11.vii.2001. 1 macho (INPA 852), Amazonas, Iranduba, Sitio Anaira,
03°10°39”S, 60°07°39”W, 12.ix.1999. 1 macho (INPA 1254), Para, Santarém, Comunidade
Santa Rosa. 1 macho (INPA 851), Para, Rio do Peixe Boi, 01°11°30”S, 47°18°54”W, E. Matos
and A. Henriques Jr coll., 03.iii.1995. 1 macho (INPA 1512), Para, Braganca, Rio Chumucui,
S. Alves coll., 12.xi.2004. Fredius denticulatus (H. Milne Edwards, 1853): male cl 45 mm, cw
62 mm (MZUSP 16294), Rio Amapari, Serra do Navio, AP, Projeto Diversitas Neotropica,
n°151, M. Tavares coll., 30.iv.1994, C. Magalh&es det. 16.ii.1996.

Type locality. Sitio Caranguejo, Ipu, Ceara, 04°18'50"S, 40°44'47"W, 729 m.
Distribution. Only recorded from the type locality to date.

Etymology. The specific name is a noum in apposition taken from the Tupi language word for

plateau, "yby'ababa", ibiapaba.

Diagnosis. G1 robust, proximal half remarkably swollen, sloping abruptly downwards
anteriorly to a nearly right-angular shoulder; mesial lobe much smaller than cephalic spine;
cephalic lobe moderately developed; auxiliary lobe lip, delimiting field of apical spines,

protruded all the way to distal margin of auxiliary lobe.

Description of the holotype. Carapace transversally ovate (Figure 14A), widest at middle
(cw/cl, 1.51); dorsal surface smooth, slightly convex, regions ill-defined. Gastric pits minute,
very close to each other. Cervical grooves shallow, nearly straight, poorly indicated, distal ends
reaching to anterolateral margin. Front deflexed, almost straight in dorsal view, entire, marked
with row of very small papillae; front lower border carinate, with an almost indistinct sinus
medially in frontal view; postfrontal lobules obsolete; median groove between postfrontal
lobules faint. Upper orbital margin with row of very faint papillae; lower margin minutely
denticulate; exorbital angle marked by obtuse tooth, followed posteriorly by faint notch.
Carapace anterolateral margin semicircular in outline, fringed by minute denticles;
posterolateral margins almost straight, strongly convergent, smooth. Epistomial margin with

minute papillae; epistomial tooth broadly triangular, deflexed (Figure 14C). Suborbital and
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subhepatic regions of carapace smooth; pterygostomial region densely pubescent around
mouthparts (Figures 14B, C).

Figure 14- (A-D) Fredius ibiapaba n. sp., male cl 36 mm, cw 53mm (MZUSP 39710).
(A-B) Habitus, dorso and ventral views, respectively. (C) Cephalothorax, frontal view.
(D-E) Right and left chelipeds in lateral view, respectively. Scales: A—E, 10 mm.

Source: prepared by the author

Mxp3 palp slender, long, reaching slightly beyond articulation of merus and ischium
when folded. Merus markedly operculiform. Posterior half of mesial margin of merus and
mesial margin of ischium with conical teeth (Figure 14B). Exopod short, 0.28 times length of
lateral margin of ischium, devoid of flagellum. Efferent branchial channel opening subcircular
(Figure 14B).

Chelipeds moderately heterochelous, right cheliped larger than left one (Figure 14E, F).
Major cheliped merus subtriangular in cross-section; lateral surface smooth, irregular row of
small tubercles of different sizes along dorsal surface; with irregular longitudinal row of small
tubercles; mesial surface smooth, slightly concave to fit lateral sides of carapace; mesial lower
margin with row of conical teeth slightly increasing in size distally; lateral lower margin with
row of small teeth. Carpus smooth dorsally; mesial margin with row of small, irregular teeth
and strong, acute spine about midlength of margin. Palm moderately swollen, smooth on lateral

and mesial sides, with minute papillae on dorsal and ventral rounded faces. Dactylus
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regenerated. Cutting margin of dactylus and fixed finger both with larger teeth interspersed with
smaller ones. Fingers not gaping when closed, tips not crossing. Minor cheliped similar in
shape.

Thoracic sternal suture 2/3 complete, distinct; sternal suture 3/4 interrupted, visible only
laterally (Figure 14B); sternal sutures 4/5and 5/6 interrupted, ending just before reaching
midline of thoracic sternum; sternal sutures 6/7 and 7/8 complete. Midline of thoracic sternum
deeply incised in sternites VIl and VIII.

All abdominal segments free. Lateral margins of male telson slightly concave, tip rounded
(Figure 14B).

G1 robust, proximal half remarkably swollen, sloping abruptly downwards anteriorly to
a nearly right-angular shoulder (Figure 15B, C). Subapical bulge moderately developed around
lateral and sternal sides (Figures 15B; 16A, B; 17A). Marginal suture straight (Figure 15C).
Marginal lobe truncate, projected distally beyond abdominal surface, junction marked by
distinct depression. Mesial lobe much smaller than cephalic spine, showing as triangular, acute
spine, pointing to abdominal direction (Figures 15A, C, 16B; C; 17A, C). Cephalic spine very
strong, acuminate at tip, pointing in mesial direction (Figures 15A-C, 16B; C; 17A-C).
Cephalic lobe prominent, truncate, tip rounded, with several very small spines along lateral,
mesial and sternal sides (Figures 15A, B; 17A, B). Auxiliary lobe much shorter than cephalic
lobe in abdominal view, separated from it by distinct depression, their junction forming lateral
channel running distally in almost straight direction before ending in inward curve
subterminally (Figures 15A; 17A). Field of apical spines large, open, flattened, elongated, ear-
shaped, provided with small spinules, delimited by lateral and abdominal lips of apex (Figures
15A, B; 16B; 6A, B).

G2 slightly longer than G1 when abdomen folded beneath cephalothorax; very slender,

tapering distally progressively, distal part moderately flattened, with rather dense, minute
spinules along sternal side.
Remarks. Fredius ibiapaba n. sp. is herein assigned to the genus Fredius, whose diagnostic
characters (RODRIGUEZ, 1982; RODRIGUEZ; PEREIRA, 1992) are readily recognized in
the new species, namely, exopod of mxp3 short, about 0.3 times length of outer margin of
ischium. G1 widest at base (Figure 15B, C); marginal lobe simple, ending in an inverted cup-
shaped elongation at base of field of apical spines; subapical bulge covering lateral and sternal
sides; field of apical spines large, open, flattened, ear-shaped, with small scattered spinules at
proximal sternal border (Figures 15A-C; 16B; 17A, B).



Figure 15- (A—F) First right male gonopod (G1) in abdominal (tilted left), lateral and
mesial views from A-C and D—F, respectively. (A—C) Fredius ibiapaba n. sp., male cl 36
mm, cw 53mm (MZUSP 39710). (D-F) Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897), male cl
73.8 mm, cw 53 mm (MZUSP 13178). Note in (B, C) the G1 remarkably swollen, sloping
abruptly downwards anteriorly to a nearly right-angular shoulder (arrow), and in (E, F)
the G1 shoulder clearly more gently sloping distally (arrow).

Source: prepared by the author
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The new species morphologically resembles Fredius denticulatus, F. fittkaui, F.
reflexifrons and F. ykaa in that the gonopod cephalic spine is much more developed than the
mesial lobe (see MAGALHAES; RODRIGUEZ, 2002: 679, fig. 1; 683, fig. 2, respectively;
RODRIGUEZ; CAMPOS, 1998: 766, fig. 20, P) (Figure 15A, C; 16B; 17A, C), whereas other
species either have the gonopod cephalic spine little larger than the mesial lobe (F. stenolobus
and F. adpressus), or have it much shorter than the mesial lobe (e.g., F. buritizalis, F.
platyacanthus, and F. estevi), or have the cephalic spine and the mesial lobe similar in size (e.g.,
F. granulatus, F. chaffanjoni (see MAGALHAES et al., 2014 and references therein).

Figure 16- (A-D) First right male gonopod (G1) in sternal and apical views from A to B
and C to D, respectively. (A, C) Fredius ibiapaba n. sp., male cl 36 mm, cw 53mm
(MZUSP 39710). (B, D) Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897), male cl 73.8 mm, cw 53
mm (MZUSP 13178). Note in (A) and (C) the G1 apex much less tilted so that the mesial
lobe is not visible in sternal view (arrow), and the subapical bulge markedly less swollen
(arrow), respectively. Note the opposite in (B) and (D).

Source: prepared by the author
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Fredius ibiapaba n. sp. stands apart from Fredius denticulatus, F. fittkaui, F. reflexifrons
and F. ykaa in having the G1 proximal half remarkably swollen on the abdominal side, sloping
abruptly downwards anteriorly to a nearly right-angular shoulder (Figures 15B, C), whereas in

the latter four species the G1 shoulder is clearly more gently sloping distally (Figure 15E, F).

Figure 17- (A-H) First right male gonopod (G1) in sternal, lateral, mesial, and abdominal
views from A-D and E—H, respectively. (A—D) Fredius ibiapaba n. sp., male cl 36 mm,
cw 53mm (MZUSP 39710). (E-H) Fredius reflexifrons (Ortmann, 1897), male cl 73.8
mm, cw 53 mm (MZUSP 13178).

Source: prepared by the author

The closest morphological resemblance of Fredius ibiapaba n. sp. is with F. reflexifrons
of which it additionally differs (1) in having the auxiliary lobe lip, delimiting the field of apical
spines, protruded all the way to the distal margin of the auxiliary lobe (Figure 15A, B), whereas
in F. reflexifrons the lip fades away well before reaching the distal margin of the lobe (Figure

15D, E); and (2) the subapical bulge markedly less swollen (Figures 16A, C) and the G1 apex
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much less tilted so that the mesial lobe is not visible in sternal view (Figure 16A), in contrast
to F. reflexifrons (Figures 16B, D, respectively). Also, in F. ibiapaba n. sp. the cephalic lobe is
truncate (Figure 15A, 17A), whereas in F. reflexifrons it tapers progressively to a distinct
narrower tip (Figure 15D, 17D).

Fredius ibiapaba n. sp. further differs from F. ykaa in that the G1 shoulder is high and
robust (Figures 15B, C), whilst in F. ykaa the G1 shoulder is remarkably lower; it can be easily
further differentiated from F. denticulatus in that its G1 caudal lobe lacks a field of spines
spirally twisted to a transverse position (viz., RODRIGUEZ; CAMPOS, 1998) and from F.
fittkaui in having the G1 cephalic spine straight and sharply acuminate, whereas in F. fittkaui it

Is curved and round tipped.

Figure 18- (A—E) Fredius ibiapaba n. sp., paratype, male cl 41.2 mm, cw 62.6 mm (MZUSP
39742). Scanning electron microscopy of the first right male gonopod in mesial (tilted right),
sternal, apical, lateral, and mesial views. Scales: A-E, 1 mm.

Source: prepared by the author

5.4 Discussion

5.4.1 Phylogenetic analysis
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The mitochondrial loci 16S was successfully amplified and sequenced for Fredius
buritizatilis, F. ibiapaba n. sp., and Prionothelphusa eliasi. Additional sequences used were
retrieved from GenBank (Table 8). Bootstrap support values are shown on nodes of the
phylogenetic tree (Figure 19). Fredius ibibapaba n. sp. is very well supported (98) as a sister

to F. reflexifrons reflecting the close morphological resemblance between the two species.

Figure 19- Phylogeny inferred from the partial mitochondrial DNA sequence of the 16S rDNA
gene. Note the sister taxon relationship between Fredius ibiapaba n. sp. and F. reflexifrons
(Ortmann, 1897).

99 Fredius stenolobus
72 Fredius stenolobus

100 Fredius estevisi

Fredius platyacanthus

— Fredius buritizatilis
100 Fredius buritizatilis
Fredius buritizatilis

] Fredius denticulatus

96

67 98 Fredius ibiapaba n. sp.

—— Fredius reflexifrons

Fredius fittkaui

Prionothelphusa eliasi

Trichodactylus dentatus

0.02

Source: prepared by the author

The divergence rates between Fredius reflexifrons and F. ibiapaba n. sp. (4%) is higher
than between F. estevisi x F. stenolobus, F. platyacanthus x F. stenolobus and F. platyacanthus
x F. estevisi all with of 2% of divergence (Table 2). Morphology and molecular data hence
provide evidences for the differentiation between F. ibiapaba n. sp. and F. reflexifrons.

A survey of the pseudothelphusids described from 1840 to 2004 (YEO et al., 2008)
showed that the curve of described species is still far from being asymptotic. And indeed, new
species are still being discovered either by collecting in new biomes (e.g., F. buritizalis from a
palm swamp known as "buritizal™), or by revisiting the taxonomy of widely disjunct species for

testing as to their conspecific status, such as F. ibiapaba n. sp. and F. reflexifrons.
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5.4.2 Zoogeographical notes

Fredius currently consists of 16 species (Table 9), distributed over a vast territory, which
encompass five main river basins (RODRIGUEZ; CAMPOS, 1998; MAGALHAES et al.,
2014): (1) the Orinoco River basin; (2) the Essequibo-Cuyuni River basin; (3) the Amazon
River basin; (4) the Madeira River basin and its tributary (Machado River); and (5) the Atlantic
rivers basin, a coastal drainage of small rivers in northern South American (Guyana, Suriname
and French Guiana) discharging directly into the Atlantic Ocean.

Rodriguez & Pereira (1992) performed a cladistic analysis of Fredius and suggested that
F. reflexifrons and F. adpressus were sister species. The purported clade F. reflexifrons/ F.
adpressus was presumably supported by three putative synapomorphies: (1) [G1] mesial lobe
attached to back of auricular lobe; (2) basal denticle of mesial lobe present; and (3) subapical
bulge well developed.

Later, however, Rodriguez & Campos (1998) reviewed the previous data and performed
a new analysis in which they decided that character 1 (mesial lobe attached to back of auricular
lobe) was no longer tenable and hence was eliminated from the new analysis. They also realized
that the basal denticle of the mesial lobe was indeed present in F. adpressus (character 2), but
was absent in all other Fredius species. They further concluded that the subapical bulge was
actually "reduced"” in F. adpressus and "strongly developed” in F. granulatus, F. reflexifrons,
F. fittkauii, and F. denticulatus, so that these latter two characters were also removed from the
new analysis. Therefore, the putative sister taxon relationship between F. reflexifrons and F.
adpressus dissolved. Rodriguez & Campos (1998) put forward, instead, the hypothesis that F.
reflexifrons was sister to F. fittkauii, not to F. adpressus, based on the assumption that F.
reflexifrons and F. fittkauii synapomorphically share the cephalic lobe distal margin armed with
several spinules. However, as found here, this character is more widely distributed being also
found in F. ibiapaba n. sp. and, therefore, cannot be used to argue for the sister taxon
relationship between F. reflexifrons and F. fittkauii.

The discovery of F. ibiapaba n. sp. revealed that it is actually the sister group of F.
reflexifrons, as shown by a comparative 16S rDNA sequencing used to infer the phylogenetic

placement of Fredius ibiapaba n. sp. (Figure 19). The distribution range of



Table 9- Geographic and altitudinal distributions for the species of Fredius Pretzmann, 1967.
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Species Locality (Country) Tipo de ambiente Altitude (m) Reference
F. ykaa Magalhées, 2009 Brazil Lowland streams 36t0 73 Magalhdes, 2009
F. adpressus Rodriguez & Pereira, 1992 Venezuela Lowland streams 100 Rodriguez & Pereira,
1992
F. beccarii (Coifmann, 1939) Brazil, Guyana, Venezuela, Streams lgarapés 50 to 752 Rodrigue & Campos,
Suriname 1998; Cumberlidge et al.,
2014; Mora-Day et al.,
2009; Magalhaes et al.,
2014; Zanetti et al. 2018
F. buritizatilis Magalhdes & Mantelatto, 2014 Brazil Buritizal (palm) field 150 Magalhdes et al., 2014
F. chaffanjoni (Rathbun, 1905) Venezuela River's headwaters and midcourses 105-300 Rodriguez & Pereira,
1992
F. convexa (Rathbun, 1898) Costa Rica Streams 770 Smalley, 1964
F. cuaoensis Suarez, 2015 Venezuela Highland streams 950 Suérez, 2015
F. denticulatus (H. Milne Edwards, 1853) Brazil, Suriname, French Guiana Streams (igarapés) and along 70 to 400 Rodriguez & Pereira,
Fiver marains 1992; Rodrigue &
g Campos, 1998;
Magalhaes et al., 2005;
Magalhaes, 2009;
Cumberlidge et al., 2014;
Magalhaes et al., 2014
F. estevisi (Rodriguez, 1966) Brazil, Venezuela River's headwaters and streams 446 t0 944 Mora-Day et al., 2009
F. fittkaui (Bott, 1967) Brazil, Venezuela, Guyana Streams (lgarapés) and along 151 to 500 Rodrigue & Campos,
Fiver marains 1998; Magalhdes &
g Rodriguez, 2002;
Cumberlidge et al., 2014;
Magalhdes et al., 2014;
Zanetti et al., 2018
F. granulatus Rodriguez & Campos 1998 Colombia Lowlands 180 to 200 Rodrigue & Campos,

1998; Cumberlidge et al.,
2014; Zanetti et al., 2018;



F. platyacanthus Rodriguez & Pereira, 1992

F. reflexifrons (Ortmann, 1897)

F. stenolobus Rodriguez & Suarez, 1994

Fredius ibiapaba n. sp.

Brazil, Venezuela

Brazil, Venezuela, Suriname,
French Guaiana, Peru, Guyana

Brazil, Venezuela

Brazil (Orographic forest

enclaves)

Streams (igarapés) and mountain

areas

Lowland streams

Streams in rocky areas

Burrows among the leaf litter,
alongside little streams and water

ponds inside forest stands or directly

on the humid forest floor

106 to 1229

37 to 200

65 to 1020

665 to 782
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Rodriguez & Pereira,
1992; Cumberlidge et al.,
2014; Magalh&es et al.,
2014; Zanetti et al., 2018
Magalh&es, 1986;
Magalhées & Rodriguez,
2002; Magalhées et al.,
2005; Cumberlidge et al.,
2014
Rodrigue & Campos,
1998; Magalhdes &
Pereira, 2007;
Cumberlidge et al., 2014;
Magalhdes et al., 2014;
Zanetti et al., 2018
Present study

Source: prepared by the author
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Fredius ibiapaba n. sp. is very narrow and currently restricted to a humid enclave, a small
mid-altitude forested patch in Ipu (Cear, northeastern Brazil, Figure 12A—E), nested within the
vast semiarid Caatinga domain (Figure 12F, G). The orographic forest enclaves, such as Ipu,
are typically located along the slopes of plateaus, between 600 and 1100 m, hence high enough
to receive rainfall of more than 1200 mm year™ of Atlantic origin (Tabarelli et al., 2004 and
references therein). These enclaves are regionally known as "Brejos" (or "Brejos de altitude" or
even "Brejos nordestinos”) (ANDRADE-LIMA, 1982; SILVA; CASTELETTI, 2003;
TABARELLI; SANTOS, 2004). Fredius ibiapaba n. sp. inhabits the mid-highlands of the
Ibiapaba plateau, between about 635 to 782 m, where it digs burrows among the leaf litter,
alongside little streams and water ponds inside forest stands or directly on the humid forest
floor (Figure 12E).

In contrast, F. reflexifrons is widely distributed in the Amazon basin's lowlands (< 100
m) from as far west as Peru (Ampyiacu River, a tributary of the Amazonas River) to as far east
as the Atlantic basin (French Guiana) (MAGALHAES, 2003). It is found in burrows alongside
the “igarapés” (streams) or digs its burrows on the humid forest floor (MAGALHAES;
RODRIGUEZ, 2002).

Fredius ibiapaba n. sp. and F. reflexifrons are highly dependent upon humidity and most
probably were once part of an ancestral population living in a wide humid territory. The
shrinking humid forests during several dry periods of the Tertiary and Quaternary (KATZER,
1933; ANDRADE-LIMA, 1953; BIGARELLA; ANDRADE-LIMA; RIEHS, 1975;
AB'SABER, 1977; BIGARELLA, ANDRADE-LIMA, 1982; CLAPPERTON, 1993;
THOMAS, 2000; HAFFER, 2001; HAFFER; PRANCE, 2002) likely have resulted in the
fragmentation of the ancestral humid area and hence of the ancestral crab population, which
was split into two species. Fredius reflexifrons evolved and spread in a lowland, humid river
basin and is now widely distributed, whilst F. ibiapaba n. sp. evolved isolated on the top of a
humid plateau (Figure 12A—E). The two species are now separated by a vast intervening area
occupied by the semiarid Caatinga (Figure 12F, G).

The expansion and shrinkage of mountain, floodplain, and gallery forests, associated to
complex topography are known to have affected flora and fauna (VANZOLINI, 1970;
VANZOLINI; WILLIAMS, 1970; VUILLEUMIER, 1971; ANDRADE-LIMA, 1982;
TEIXEIRA; NACINOVIC; TAVARES, 1986; HAFFER, 1969; 2001; HAFFER; PRANCE,
2002; SANTOS et al., 2007; LEITE et al., 2016).

Andrade-Lima (1982) provided a number of examples of plant species that are now

confined to the Brejos, isolated from the surrounding, widely distributed Caatinga. He found
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two floristic components in these refuges on the top of hills, one whose species and genera are
mostly originary from the southeastern flora, lies further inland in the states of Alagoas and Rio
Grande do Norte; and a second one in the humid mid highlands closer to the coast, especially
between Pernambuco and the border of Ceara and Piaui states (referred to as the Pernambuco
Centre by Santos et al., 2007), in which the Amazonian flora are better represented
(ANDRADE-LIMA, 1982). Santos et al. (2007) found strong bootstrap support for a close
floristic relationship between the Pernambuco Centre and Amazonian localities.

It has long been known that a number of freshwater fish species inhabiting the Brejos
have their closest relationships with the Amazonian Basin (GERY, 1969; PAIVA, 1978;
WEITZMAN; WEITZMAN, 1982; PLOEG, 1991; VARI, 1991; MENEZES, 1996; ROSA,;
GROTH, 2004). More recently, Pinheiro & Santana (2016) described a new species of
freshwater crab genus Kingsleya Ortmann, 1897 (also a Pseudothelphusidae), from a Brejo
about 750 m in Arajara, district Ceard. Previously to their discovery Kingsleya was known from
nine species inhabiting the Amazonian lowlands (PEDRAZA; TAVARES, 2015).
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6- CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de sua ampla distribuicdo, principalmente na bacia Amazonica (MAGALHAES,
2016), os aspectos bioldgicos e ecoldgicos dos caranguejos de &gua doce ainda sdo pouco
conhecidos. O isolamento da populacdo de caranguejo de agua doce na Serra da Ibiapaba,
mostra 0 quanto esses organismos sao importantes para reconstruir histérias biogeograficas,
entre a Amazonia e Floresta Atlantica as quais sdo detentoras de uma grande diversidade.

Nossos resultados mostram que mesmo isolados nesses “areas-refugio”, esses
organismos, ao longo do tempo, conseguiram se adaptar a esses ambientes, como refletido na
estrutura da populacdo. Além do mais, esse isolamento no Platd umido da Ibiapaba, levou a
modificacbes no gondpodo, o que afirma, de fato, que o isolamento nesse relicto de floresta
Umida levou ao processo de especiacdo. Por outro lado, por possuirem areas restrita de
distribuicdo na Serra da Ibiapaba, carecem de medidas efetivas de conservacdo, uma vez que
protegendo efetivamente as areas de ocorréncia desses caranguejos, os corpos d’adgua e o relicto
de vegetacdo natural também serdo preservados, evitando assim, a extincdo dessas
subpopulagdes.

Outra faceta importante a ser analisada seria como essa populacdo esta estruturada
geneticamente, afim de detectar possivel problemas relacionados a depressdo endogamica. Bem
como tracar efetivamente sua rota de dispersdo, associando dados moleculares a dados
paleoclimaticos. Qual seria o “time” correto da dispersdo desses organismos cujo ancestral €

oriundo da bacia Amazdnica?
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