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RESUMO

O presente estudo descreve uma nova espécie de Newmanella Ross, 1969 (Thoracica:
Tetraclitidae: Newmanellinae) para o Atlantico Sul Oriental e Caribe. Os espécimes
previamente identificados como Newmanella radiata (Ross, 1969) no Brasil sdo aqui
consideradas como Newmanella sp. nov.. As espécies desse género eram conhecidas por ocorrer
somente no Atlantico, e recentemente uma nova espécie Newmanella spinous Chan & Cheang,
2016 foi descrita para o Pacifico oeste ampliando a area de ocorréncia para o género. O presente
estudo comparou morfologicamente e molecularmente Newmanella radiata., com outras quatro
espécies do género. Os individuos de Newmanella possuem morfologia semelhante, mas através
das andlises de morfometria classica e geométrica foi possivel estabelecer distingdes explicitas
entre elas. Newmanella sp. nov. se distingue das demais espécies, atualmente reconhecidas, pela
morfologia do escudo e do tergo. A caracterizacdo das sequéncias do gene 12S rDNA mostrou
divergéncia de 6% e 9% entre Newmanella sp. nov. e N. radiata e Newmanella spinosus
respectivamente, indicando ser uma espécie distinta. A nova espécie possui ampla area de
distribuicéo e ocorre do nordeste ao sul do Brasil, e em Curacao, mas nédo é encontrada entre o
estado da Paraiba, Brasil e a Guiana. Sua distribuicdo descontinua provavelmente esta
relacionada a escassez de estudos nessas regioes, dificuldade de avistamento em habitat natural

e a caréncia de trabalhos que descrevam a morfologia e biologia molecular desse grupo.

PALAVRAS-CHAVE: cracas, Curacao, morfologia, 12S rDNA, taxonomia
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ABSTRACT

The present study describes a new species of Newmanella Ross, 1969 (Thoracica:
Tetraclitidae: Newmanellinae) from western South Atlantic and the Caribbean. Specimens
previously identified as Newmanella radiata on Brazilian coast, are herein considered as
Newmanella sp. nov.. Species of this genus were known to occur only in the Atlantic and
recently a new species, Newmanella spinosus, were described, for the Pacific expanding the
genus range. The present study compared morphologically and molecularly Newmanella sp.
nov. with other four species of the genus. Individuals of Newmanella have similar morphology,
but through classical and geometric morphometric analyzes it was possible to establish explicit
distinctions between them. Newmanella sp. nov. is distinct from the presently know species of
Newmanella by the morphology of the scutum and tergum. The characterization of the 12S
rDNA gene sequences showed a 6% and 9% of divergence between Newmanella sp. nov. and
N. radiata and N. spinosus respectively, indicating that it is a distinct species. The new species
has a wide distribution area and occurs from northeast to southern Brazil, and in Curacao, but
is not found between the state of Paraiba, Brazil and Guiana. Its discontinuous distribution is
related to the scarcity of studies in these regions, difficulty in sighting in natural habitat and the

lack of studies that deeply describe the morphology and molecular biology of this group.

KEYWORDS: barnacles, Curacao, morphology, 12S rDNA, taxonomy
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1. INTRODUCAO
1.1. Cirripedia

A infraclasse Cirripedia constitui um grupo ancestral de crustaceos, com elevada
diversidade e abundancia. Seus representantes podem ser encontrados em praticamente todos
os tipos de ecossistemas marinhos. Quando adultos, sdo sésseis e vivem aderidos a substrato
consolidado, outros organismos e até mesmo estruturas artificiais criadas pelo homem, como
cascos de navios ou estaleiros (Barazandeh et al., 2013). Possuem um manto que recobre o
corpo inteiro e que, na maioria das vezes, secreta uma concha calcaria (Newman & Ross, 1976;
Newman & Abbott, 1980).

Existem trés superordens em Cirripedia: Acrothoracica, Rhizocephala e Thoracica. A
superordem Thoracica, conhecida também como “cracas verdadeiras”, € a que possui maior
relevancia ecoldgica devido a sua alta diversidade e conspicuidade nos habitats em que ocorre
(Newman & Ross, 1976; Newman & Abbott, 1980). Esse grupo exibe uma imensa diversidade
nos seus sistemas reprodutivos, incluindo sistemas como o hermafroditismo, dioicia e
androdioicia. E, apesar da androdioicia aparentemente ser rara entre 0s animais, esta
caracteristica ja foi descrita em mais de 30 espécies em Thoracica (Kelly & Sanford, 2010).

A ordem Sessilia esta contida em Thoracica, e representa 0 grupo das cracas Sésseis.
Ainda, Sessilia esta distribuida em trés subordens: Brachylepadomorpha, Verrucomorpha e
Balanomorpha (Darwin, 1851; Darwin, 1854; Newman & Ross, 1976; Newman & Abbott,
1980). Os membros destas subordens apareceram no Siluriano (a cerca de 400 milh&es de anos),
na metade do Cretaceo (cerca de 100 milhdes de anos), e no final do Cretaceo (cerca de 70
milhdes de anos), respectivamente (Newman & Ross, 1976).

A subordem Balanomorpha, ou as “cracas bolotas”, constitui um grupo de cirripédios
ndo pedunculados, recobertos por uma carapaca praticamente conica cuja base é firmemente
aderida ao substrato. Além deste ser o grupo de cirripédios que contém a maior riqueza de
espécies, também é um grupo muito importante e conspicuo para muitas comunidades marinhas
(Newman & Ross, 1976; Newman & Abbott, 1980; Pérez-Losada et al., 2004; Pérez-Losada et
al., 2014)). Por exemplo, esses animais podem se fixar tanto em animais vertebrados (tartarugas,
baleias e serpentes marinhas) e invertebrados (moluscos, esponjas, corais, crustaceos e até
mesmo outros cracas), como em plantas (arvores de mangue) e estruturas artificiais criadas pelo
homem (Pérez-Losada et al., 2004; Pérez-Losada et al., 2014).

Apesar de existirem espécies que sdo capazes de habitar o mar profundo, sdo mais

conhecidas por ocorrerem na regido entre marés de costdes rochosos. Quanto a morfologia, 0s
1



membros de Balanomorpha exibem bastante diversidade tanto nas partes duras (carapaca,
placas da carapaca e placas operculares) como nas partes moles (corpo e apéndices) (Darwin,
1854; Newman & Jumars, 1976; Newman & Ross, 1976; Newman & Abbott, 1980; Heeg &
Magller, 2006; Pérez-Losada et al., 2004).

Na maioria das espécies do grupo, a concha possui a forma semelhante a de um vulcéo,
e 0 nimero de placas na carapaca varia entre 0s grupos, podendo apresentar 4, 6 ou 8 placas e,
até mesmo, ndo apresentar subdivisdo na carapaca. Outra variacdo que pode ser percebida
nesses animais ocorre na base, que pode ser membranosa ou calcéria. Estruturas moles, como
os apéndices alimentares, também exibem diversidade na forma (Darwin, 1854; Anderson,
1994; Chan & Cheang, 2016; Pitombo et al., 2017). A Unica caracteristica que parece manter-
se conservada entre as especies de Balanomorpha, diz respeito a biologia reprodutiva. Diferente
das cracas pedunculadas, as quais exibem muita variacdo em suas caracteristicas reprodutivas,
cracas balanomorfas possuem suas caracteristicas reprodutivas mais conservadas, pois a vasta
maioria das espécies apresenta o hermafroditismo (Darwin, 1854; Hgeg & Maller, 2006; Kelly
& Sanford, 2010).

1.2.  Tetraclitidae

Tetraclitidae compreende um grupo de cracas balanomorfas que ocorrem em substrato
duro rochoso na porcdo infralitoral da zona entremarés, em regides tropicais de aguas mornas.
Seus membros sdo caracterizados por uma concha com quatro placas porosas e com base
membranosa ou calcéria. Nessa familia estdo contidas cerca de 60 espécies, distribuidas em 10
géneros e 3 subfamilias (Ross, 1969; Newman & Ross, 1976; Ross & Perreault, 1999;
Southward, 2001; Tsang et al., 2015).

Os membros de Tetraclitidae apresentam dois tipos de crescimento: monométrico e
diamétrico. No crescimento monométrico ha correlacdo direta entre a obsolescéncia do radio
(ndo tubifero), o preenchimento apical secundario de tubos parietais e, o alargamento da
abertura por intemperismo. Em contrapartida, no crescimento diamétrico o alargamento da
abertura se da pelo crescimento do radio tubifero, e os tubos parietais ndo possuem
preenchimento secundario (Ross, 1969).

O crescimento monométrico caracteriza 0s géneros Tesseropora, Tetraclita e
Tesseroplax (fossil). Ao passo que o crescimento diamétrico caracteriza Tetraclitella e
Newmanella. Outra caracteristica importante que separa esses grupos € a alometria da carina,

gue ocorre apenas no primeiro grupo mencionado (Ross, 1969). As trés subfamilias contidas



em Tetraclitidae sdo: Tetraclitinae Gruvel, 1903, Tetraclitellinae Newman & Ross, 1976 e
Newmanellinae Ross & Perreault, 1999. Tetraclitinae possui paredes tubiferas, onde os tubos
sdo preenchidos parcialmente por um material composto de calcario e quitina; seu radio €
solido, estreito e obsoleto (Gruvel, 1903). Atualmente, trés géneros pertencem a Tetraclitinae:
Astroclita Ren & Liu, 1979, Tesseropora Pilsbry, 1916 e Tetraclita Schumacher, 1817.

A subfamilia Tetraclitellinae, que contém somente o género Tetraclitella Hiro, 1939, é
caracterizada por paredes tubiferas; tubos ndo preenchidos; radio tubifero ou solido, largo e
bem desenvolvido. A subfamilia Newmanellinae caracteriza-se por paredes discretas; tubos
parietais em uma, duas ou mais linhas; radio largo, transparietal, cume obliquo, bilamelar com
divisdrias ou cristas desenvolvidas de diversas formas entre as laminas interna e externa; base
calcaria; escudo com cristas para 0 musculo depressor lateral; cristas para 0 musculo depressor
do rostro presentes ou ausentes; articulacdo complexa entre o escudo e o tergo e; crista articular
do tergo comumente sobrepondo a porcdo apical do escudo (Ross & Perreault, 1999).
Newmanellinae compreende trés géneros: Neonrosella Jones, 2010, Yamaguchiella Ross &
Perreault, 1999 e Newmanella Ross, 1969.

Neonrosella ja foi considerado subgénero de Yamaguchiella, mas a partir de analises
moleculares realizadas por Tsang et al. (2015) concluiu-se que Yamaguchiella e Neonrosella
estdo localizados em dois clados distintos dentro de Tetraclitidae. Baseado nessas informacdes,
Chan & Cheang (2016) propuseram a elevacao de Neonrosella ao status de género. Neonrosella
é caracterizado por uma concha achatada e esticada, com orificio levemente denticulado; tubos
parietais primarios radialmente alongados; tubos secundarios estendem-se até as superficies
laterais dos tubos primérios. Yamaguchiella é caracterizado pelo orificio quase que
completamente ocluido pelo escudo; escudo mais alto que largo, cristas para os musculos
depressores laterais e rostrais numerosos e bem definidos; margem ocludente com 2 a 5 dentes
largos, obliquos e desarménicos; cume articular do tergo sobrepondo levemente a por¢éo apical
do escudo e; 6rgdo intromitente com ponto base-dorsal (Ross & Perreault, 1999).

1.3.  Newmanella Ross, 1969

Newmanella radiata, a espécie tipo do género, foi primeiramente descrita por Chemnitz
(in Martini & Chemnitz, 1785). Antes do sistema binomial de Linnaeus (1758), N. radiata era
nomeada como Lepas indiae orientalis ex violaceo radiata. O primeiro registo consiste numa

breve descri¢do da espécie, utilizando apenas as partes duras (concha e placas operculares) e



uma ilustracdo da concha (Figura 1). O primeiro nome dentro do sistema de Linnaeus de N.
radiata foi Balanus radiatus (Bruguiére, 1789).

K
Figura 1. Representacdo de Lepas indiae orientalis ex violaceo radiata (Martini & Chemnitz, 1785). Primeiro
registro de Newmanella Ross, 1969 na literatura, anterior ao sistema binomial de Linnaeus (1758).

Bruguiére (1789) também fornece uma descricdo: forma cbnica, com base larga e oval,
as valvas do cone formam triangulos desiguais, os quais a superficie € marcada com sulcos
longitudinais e linhas violetas na mesma direcdo; a abertura € oval, levemente achatada na parte
de trés; o opérculo possui quatro placas transversalmente estriadas; as duas posteriores sdo
pontiagudas; a cor da concha é violeta claro; e ocorre no oceano Indico.

Apesar de Martini & Chemnitz (1785) e Bruguiére (1789) terem registrado a
distribuicio dessa espécie como oceano indico, eles ndo forneceram detalhes sobre sua
localidade tipo. Também, ndo forneceram informacéo acerca da deposicdo da concha e placas
operculares do hol6tipo em nenhum museu. Depois de Bruguiére (1789), Balanus radiata
passou por nomenclaturas distintas (Ross, 1969; Chan & Cheang, 2016).

Podemos encontrar registros dessa espécie como: Lepas purpurea (Spengler, 1790),
Lepas violacea (Gmelin, 1791), Balanus radiatus (Ranzani, 1818; Lamarck, 1818; Ranzani,
1820; Jay, 1839;), Conia lyonsii (Sowerby, 1823), Conia radiata (Blainville, 1824; Blainville
1825; Blainville 1827; Deshayes, 1831) e Tetraclita (Conia) radiata (Gray, 1825). Na maioria
destes trabalhos, podemos encontrar descri¢Bes sucintas da concha e placas operculares, mas
nenhum descreveu suas partes moles. Alguns dos autores forneceram apenas ilustracfes ou
mencionaram o nome da espécie em seus catalogos, desacompanhadas de qualquer descricao.
Também, muitos desses autores relatam uma cor roxa presente em sulcos longitudinais na
carapagca dessa espécie, e reforcaram como sua area de ocorréncia o oceano indico.

Darwin (1854) também categorizou espécies de Tetraclitidae, e sugeriu a mudanca de

Conia radiata para Tetraclita radiata. O autor comenta sobre a complexidade da sinonimia
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para essa espécie, devido as descri¢des insuficientes e confusas presentes na literatura. T.
radiata foi citada por muitos pesquisadores (Weltner, 1897; Gruvel, 1903; Gruvel, 1905;
Schmalz, 1906; Hoek, 1907; Pilsbry, 1916; Pilsbry, 1927; Pope, 1943; Pope, 1945; Pilsbry,
1953; Southward, 1962). Porém, somente no século XX foi que Ross (1969) publicou seus
estudos sobre Tetraclitidae. Ross (1969) estabelece o género Newmanella, propde Tetraclita
radiata como espécie tipo, e fornece uma nova descricdo. Assim, T. radiata passa a pertencer
ao género Newmanella, sendo chamada de N. radiata.

Ross (1969) caracterizou Newmanella como apresentando uma concha relativamente
larga, cOnica e com cristas; compartimentos discretos; paredes com duas ou mais linhas de tubos
irregulares; radio largo, cume obliquo, tubos se abrindo na superficie articular; base calcaria,
solida, escudo triangular, com a presenca de cristas para os musculos depressores; tergo estreito
com um espordo separado pelo angulo base-escudo. Mandibula com quatro dentes, pente basal,
e sua parte inferior parecida com espinhos; maxila | com mais de doze espinhos abaixo do n6
subapical.

Ross & Perreault (1999) sugeriram que Newmanella estaria restrito ao oeste do
Atlantico, ao passo que Yamaguchiella seria restrito ao oeste do Pacifico. Mas, Chan & Cheang
(2016) descreveram uma nova espécie de Newmanella ocorrendo no pacifico, Newmanella
spinosus Chan & Cheang, 2016. Atualmente, Newmanella contém quatro espécies: N. radiata,
N. hentscheli (Kolosvary, 1942), N. kolosvaryi Ross & Perreault, 1999 e N. spinosus Chan &
Cheang, 2016.

Newmanella kolosvaryi foi descrita a partir de um material encontrado rolado na praia,
lavado ap6s uma tempestade, e que ndo possuia mais as partes moles. Seus espécimes foram
encontrados na zona oeste do Golfo de los Mosquitos, Panam4, e este é o Gnico registro na
literatura para a espécie. Seus individuos foram encontrados incrustados por algas coralineas,
associados com vermetidios e cracas do género Megabalanus (Ross & Perreault, 1999).

Newmanella hentschelli foi sucintamente descrita por Kolosvary (1942), que registrou
como local de ocorréncia Puerto Cabello, Venezuela. Ross & Perreault (1999) reportaram N.
hentscheli a sudeste do Golfo de Paria, Trinidad, sobre estruturas de um campo petrolifero, e
em Colon Bay, Panam4. Estes sdo 0s unicos registros de N. hentscheli. Além disso, Ross &
Perreault (1999) mencionaram que ndo conseguiram localizar o holétipo de N. hentscheli no
local de deposicao indicado por Kolosvary (1942).

A Unica espécie de Newmanella conhecida por ocorrer no Pacifico € Newmanella

spinosus. Esta espécie foi descrita por Chan & Cheang (2016), onde os autores forneceram uma



descricdo da morfologia da concha, placas operculares, cirros e apéndices bucais. Os autores
foram os Unicos na literatura a fornecer dados moleculares e fotografias para Newmanella. Além
disso, os autores designaram um ne6tipo, neoparatipos e uma descrigdo detalhada de N. radiata
e 0 sequenciamento do gene rDNA 12S.

Das espécies que ocorrem no Atlantico, N. kolosvaryi e N. hentscheli estdo restritas a
provincia caribenha, e N. radiata é a Unica conhecida por ocorrer fora do Caribe, apresentando
uma distribuicdo disjunta da Florida ao Brasil (Pilsbry, 1916; Ross, 1969 e; Young, 1991). N.
radiata esta restrita ao Atlantico Oeste, e pode ser encontrada no litoral da Flérida, Bahamas,
Cuba, Trinidad e Tobago, Porto Rico, Dominica, Venezuela, Curagao, Bonaire e Brasil (Ross,
1969; Southward, 1975; Bacon, 1976; Newman & Ross, 1976; Young, 1987; Young, 1991).
Dessa forma, N. radiata é a Unica espécie de Newmanella conhecida por ocorrer no litoral
brasileiro.

No Brasil, N. radiata ocorre de norte a sul, podendo ser encontrada em Pernambuco,
Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o Paulo e Santa Catarina (Lacombe, 1977; Lacombe
& Rangel, 1978; Young, 1991; Severino & Resgalla Jr., 2005; Farrapeira, 2009; Lira et al.,
2010; KIbh et al., 2013). Essa espécie pode ser encontrada em costbes rochosos e recifes
coralineos. Nos costdes rochosos, os individuos de N. radiata podem ser encontrados na franja
do infralitoral e infralitoral raso, geralmente associados a ambientes com alto hidrodinamismo,
podendo chegar a 10 metros de profundidade (Ross, 1969; Bacon, 1976; Young, 1991). Alguns
autores relataram a espécie como epibionte dos cirripédios Balanus trigonus Darwin, 1854 e
Megabalanus tintinnabulum (Linnaeus, 1758), do mexilh&o Perna perna (Linnaeus, 1758), do
cnidario Gorgonia flabellum Linnaeus, 1758, e da ostra Dendostrea folium (Linnaeus, 1758)
(Pilsbry, 1916; Bacon, 1976; Lacombe & Rangel, 1978; Carlton & Ruiz, 2015).

O interesse no estudo de Newmanella no litoral brasileiro deve-se ao fato de que ainda
hoje ha instabilidade na sistemética do grupo. A primeira espécie desse género foi registrada
para o Oceano Indico (Martini & Chemnitz, 1785). Mas, ap6s Darwin (1854) ter registrado T.
radiata para o Caribe, nunca mais tivemos registros do género fora do Atlantico. Até que Chan
& Cheang (2016) descreveram N. spinosus para Taiwan, a oeste do Pacifico. O primeiro registro
de N. radiata para o litoral brasileiro foi realizado por Lacombe (1977). Posteriormente,
tivemos varios outros registros de N. radiata na literatura (Lacombe, 1977; Lacombe & Rangel,
1978; Young, 1991; Severino & Resgalla Jr., 2005; Farrapeira, 2009; Lira et al., 2010; KI6h et

al., 2013). Nenhum desses autores forneceu uma descricdo morfoldgica desses animais.



Portanto, isto desperta o interesse para o estudo dos espécimes de Newmanella que ocorrem em
nosso litoral.

Outros fatores também contribuem para o interesse por Newmanella: (1) ndo existem
trabalhos que abordem a biologia molecular dos individuos de Newmanella encontrados no
Brasil; (2) nenhum trabalho descreve a morfologia da Newmanella da costa brasileira; (3) sdo
individuos frequentemente encontrados em comunidades incrustantes; (4) possuem ampla
distribuicdo geografica no Atlantico Oeste; (5) enquanto espécies de regides temperadas e
subtropicais sdo bastante estudadas, 0 mesmo ndo é verdade para espécies de cracas em
ambientes tropicais; e (6) apesar desses organismos serem considerados componentes
principais da fauna entremarés, ndo recebem a atencao adequada tanto biologicamente quanto
taxonémicamente (Ross, 1969; Lacombe, 1977; Lacombe & Rangel, 1978; Young, 1991; Cai
et al., 2005; Farrapeira, 2009; Farrapeira, 2010).

1.4,  Morfometria

Estima-se que o estudo da forma seja um dos temas mais antigos pesquisados na biologia
(Marcus et al., 1996; Monteiro & Reis, 1999; Zelditch et al., 2004). A variagdo nos processos
bioldgicos que ocorre ao longo do desenvolvimento ontogenético, doencas, mudangas
ambientais e outros fatores, produz diferencas na forma entre os individuos ao longo do tempo.
O estudo dessas diferencas tem se mostrado de grande importancia na compreensao da biologia
evolutiva dos organismos (Cavalcanti & Lopes, 1991; Zelditch et al., 2012).

A expressdo “morfologia” s surgiu no século XVII1, e foi publicada pela primeira vez
num manual médico pelo anatomista Karl Friedrich Burdach (1776-1847), onde ele relatava
detalhes sobre a forma humana e seus desvios patoldgicos. E na mesma época, 0 poeta e
naturalista alemdo Johan Wolfgang von Goethe (1749-1832) empregou o termo indicando seu
significado como: “estudo de todas as formas orgénicas, internas e externas, e 0
desenvolvimento das estruturas ao longo do desenvolvimento do organismo” (Richards, 2008).

A variacdo e a mudanca na forma biol6gica como um termo formal, s veio a ser objeto
de uma discussao biométrica na obra de D’Arcy W. Thompson, publicada em 1917 e intitulada
“On Growth and Form”. Mas 0 autor ndo teve muito sucesso, porque ndo conseguiu propor um
método estatistico que pudesse demonstrar seus conceitos (Monteiro & Reis, 1999). Por outro
lado, a biometria surgiu ao fim do seculo XIX a partir dos trabalhos de Francis Galton (1822-
1911), W. F. R. Weldon (1860-1906) e Karl Pearson (1857-1936), os quais estudaram a

variacdo na forma dos organismos atraves de correlacdes entre medidas de distancias em
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estruturas bioldgicas (Marcus et al., 1965). Nessa época, baseada nas ideias desses autores,
comegava a surgir a escola biométrica (Monteiro & Reis, 1999).

O termo “morfometria” propriamente dito s6 foi formulado em 1965 por Robert E.
Blackith. Na época, esse conceito fazia referéncia aos métodos que serviam para medir a
diferenca de forma entre espécies, para entdo, permitir a construcdo de fenogramas (Monteiro
& Reis, 1999). Todos os conceitos sobre medicBes e estatistica elaborados nessa época
tornaram-se a base de analises multivariadas desenvolvidas ao longo do século (Monteiro &
Reis, 1999; Elewa, 2010). E, com o passar dos anos, os estudos morfométricos passaram a
incorporar essas técnicas multivariadas (Elewa, 2010).

Dessa forma, a morfometria classica (ou tradicional), cunhada pela escola biométrica,
consiste num conjunto de métodos estatisticos multivariados. Seus dados podem conter
medidas lineares de tamanho, como comprimento e largura, ou angulos e razdes, estimados de
partes ou do todo de um organismo. Sua aplicacdo tem sido relacionada a alometria (mudanca
na forma em decorréncia do tamanho) e a corre¢cdo do tamanho (para permitir o estudo de
diferencas na forma entre amostras de organismos ajustados a um tamanho comum). E, seus
resultados podem ser expressos na maioria das vezes graficamente ou numericamente, em
termos de combinages lineares das varidveis medidas (Rohlf & Marcus, 1993).

Desde 1980 uma série de publicacdes (Bookstein, 1984; Kendall, 1984; Goodall, 1991;
Rohlf & Marcus, 1993; Marcus et al., 1996; Adams et al., 2004) sobre o estudo da forma foram
realizadas, e a partir dai € que se considera 0 aparecimento da area de pesquisa denominada
morfometria geométrica. Este periodo foi conhecido como a “revolucdo na morfometria” e
trouxe de forma geral os pressupostos deste novo campo, constituindo uma area de pesquisa na
fronteira entre biologia, estatistica e geometria (Rohlf & Marcus, 1993; Marcus et al., 1996;
Rohlf, 1998; Monteiro & Reis, 1999; Richtsmeier et al., 2002; Adams et al., 2004; Zelditch et
al., 2004; Mitteroecker & Gunz, 2009; Fornel & Cordeiro-Estrela, 2012).

A morfometria geométrica foi definida por Slice (2005) como “um conjunto de métodos
de aquisicao, processamento e analise de variaveis de forma que preserva toda a informacéo
geométrica contida nos dados originais”. Na morfometria geométrica os dados ndo sdo baseados
em medidas, angulos ou razdes, mas em coordenadas cartesianas chamadas de “marcos
anatdbmicos” (em inglés, landmarks). A vantagem é que 0s marcos anatdbmicos preservam sua
posicdo relativa, permitindo a reconstrucdo da forma apds analises estatisticas (Marcus, 1990).
Além disso, uma das grandes diferencas entre a morfometria classica e a geométrica € que todas

as analises dos marcos anatdmicos sdo necessariamente multivariadas (Zelditch et al., 2004).



Portanto, é através dos landmarks que as estruturas bioldgicas homologas sdo
amostradas. A homologia é considerada fundamental para comparacdo dos landmarks, onde o
importante € a correspondéncia relacionando pontos a pontos, e ndo partes a partes, sendo que
um ponto é uma estrutura mais facilmente definida que uma parte estrutural (Bookstein, 1990;
Bookstein, 1991; Monteiro & Reis, 1999;). Esse conceito de correspondéncia dos landmarks é
essencial para teoria matematica da forma, e torna possivel a identificacdo das variacdes da
forma e a comparacao destas variacoes entre os diferentes espécimes de um determinado estudo.
Ademais, outra ideia importantissima que temos que ter em mente é que ndo comparamos cada
landmark separadamente, mas uma configuracdo de landmarks. Um landmark isolado ndo pode
ser utilizado, pois ndo se encaixa na defini¢do de forma (Zelditch, 2012).

Existem trés categorias de landmarks: tipo 1, tipo 2 e tipo 3 (Bookstein, 1991). Os
landmarks do tipo 1 sdo considerados Otimos, e consistem em pontos localizados em
justaposicGes de tecidos. Além disso, podem ser claramente distinguidos como pontos cujas
definicdes referem somente a estruturas préximas ao ponto (Bookstein, 1991; Monteiro & Reis,
1999; Zelditch et al., 2012). Em contrapartida, os landmarks do tipo 3, nem ao menos deveriam
ser considerados landmarks. Estes sdo totalmente opostos aos landmarks do tipo 1 e sua
definicdo depende de estruturas distantes do landmark. J& os landmarks do tipo 2 sdo
considerados intermediarios entre esses dois extremos. Sdo localmente definidos, mas néo tanto
quanto os landmarks do tipo 1. Geralmente, envolvem pontos de maxima curvatura ou outros
processos morfogenéticos locais (Bookstein, 1991; Monteiro & Reis, 1999; Zelditch et al.,
2012).

A defini¢&o de forma faz parte do nicleo da morfometria geometrica, que a define como:
toda a informacgédo geométrica que resta quando efeitos de tamanho, orientacdo e posi¢cdo séo
removidos de um objeto (Kendall, 1977; Rohlf, 1999). Para além disso, a medida de tamanho
utilizada pela morfometria geométrica é o tamanho do centroide. Esta seria a Unica variavel de
tamanho independente da forma, jA que é obtida a partir da média das coordenadas dos
landmarks (Zelditch et al., 2012).

As coordenadas cartesianas brutas ndo sdo usadas nos estudos comparativos de
morfometria geométrica. Isto ocorre porque elas tém embutidos efeitos de tamanho, posicdo e
orientacdo. Assim, é preciso filtrar esses efeitos de um objeto (Bookstein, 1989). Para tal,
devem ser utilizados métodos de sobreposi¢do das configuracbes de landmarks, como a

sobreposicdo de Procrustes. Com a sobreposicdo, as coordenadas sdo transformadas em



varidveis de forma. Tais varidveis sdo utilizadas em andlises estatisticas para analisar as
diferencas na forma de organismos bioldgicos (Zelditch et al., 2012).

Para morfometria geométrica, as formas sao representadas a partir de pontos num espaco
curvo, idealizado por Kendall (1984). A quantificacdo da forma é realizada pela distancia de
Procrustes, que nada mais € do que a distancia entre dois pontos no espaco de Kendall. Pela
falta de linearidade do espaco de Kendall, a forma é trabalhada em um espaco tangente
euclidiano. Isto é feito pela projecdo dos individuos do espaco forma de Kendall, no espaco
forma tangente euclidiano. Isto é realizado para que o espaco seja linearizado, pois a maioria
das andlises estatisticas é realizada a partir de espacos lineares (Rohlf, 1999; Zelditch et al.,
2012).

Esta nova abordagem, permite a descri¢do da variabilidade da forma usando anélises
estatisticas robustas, bem como a utilizacdo de thin-plate spline (TPS). Nem sempre a mudanca
que ocorre na forma é dbvia, muitas vezes torna-se dificil rastrear as mudangas que ocorrem
entre todos os landmarks. Para detectar essas mudancas, € necessario examinar todos os vetores
envolvendo os landmarks de cada configuracdo. Dessa forma, a TPS possui duas principais
funcBes em analises morfométricas: (1) é usada como ferramenta para visualizar as mudancas
na forma através de grades de deformacdo; e (2) fornece um sistema de coordenadas para o
espaco tangente de Kendall, o que é especialmente importante para os landmarks, cujos dados
fornecidos estdo em 2D (Bookstein, 1989; Zelditch, 2012).

Devemos ter em mente que a morfometria pode fornecer dois tipos de dados: distancias
e coordenadas. As distancias sdo mais comuns, e sdo aquelas frequentemente utilizadas em
estudos de morfometria classica. Ja as coordenadas, representam pontos numa grade, descritos
por X eY (2D) e, as vezes um Z (3D) também. Assim, 0s equipamentos podem variar de réguas
e paquimetros (no caso de distancias) até sistemas de video, mesas de digitalizacao e scanners
(para as coordenadas) (Fink, 1990; Monteiro & Reis, 1999).

Podemos perceber até entdo, que as técnicas utilizadas em morfometria geométrica séo,
na verdade, métodos preliminares para a geracdo de dados a serem estudados por analises
multivariadas. Com propriedades diferentes das simples distancias dos sistemas convencionais,
os dados morfométricos sdo sempre multivariados, pois sdo constituidos por coordenadas
bidimensionais. Por esse motivo, os resultados de todas as analises preliminares acabam sendo
imprescindivelmente analisados por métodos multivariados (Monteiro & Reis, 1999).

Finalmente, existem diversas analises que podem ser feitas a partir de dados

morfométricos. O sistema de coordenadas ndo nos obriga a abandonar os testes estatisticos
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convencionais, como a analise de componentes principais (PCA) e a analise canbnica da
variagdo (CVA) (Zelditch et al., 2012). Todos os métodos e testes estatisticos convencionais
podem ser aplicados a coordenadas da forma e tamanho do centroide. Destarte, esses métodos
estatisticos sdo utilizados para explorar padrées nos dados, com a esperanca de que 0S
resultados possam sugerir os fatores responsaveis pela variacdo entre os individuos ou grupos
estudados (Reyment, 1985; Monteiro & Reis, 1999; Zelditch et al., 2012).

1.5. Biologia molecular

O DNA barcoding foi proposto por Hebert et al. (2003a) como uma solucdo para a
identificacdo de espécies. Essa abordagem consiste num novo sistema de identificacdo, baseado
em citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (COIl), o qual permite a distincdo de espécies através da
analise de pequenos segmentos do genoma. Ao longo das ultimas décadas, o sequenciamento
gendmico tem se tornado uma ferramenta eficiente para investigacdo de um amplo espectro de
sistemas bioldgicos. Suas aplicagdes englobam areas de estudo de identificacdo de espécies,
biodiversidade, reconstrucdo da histdria evolutiva e até mesmo a origem de novos
microrganismos patogénicos. (Kumar et al., 2018). O conceito de “biodiversidade” ¢ amplo,
abstrato e muito presente no contexto cientifico, mas reverbera socialmente, politicamente e
economicamente (Radulovici et al., 2010).

Uma crise na biodiversidade tem emergido continuamente. Atualmente nos deparamos
com altas taxas de extin¢do induzidas pelo homem, nunca vistas desde a formacéo da sociedade
humana (Pimm et al., 1995; Radulovici et al., 2010). As maiores ameacas a biodiversidade
marinha incluem sobre-exploragéo de recursos, degradacao de habitats, polui¢do, aquecimento
global, acidificacdo dos oceanos, invasdes bioldgicas e estresses antropicos (Gray, 1997; Worm
et al., 2006; Molnar et al., 2008). Medidas que mitiguem esses impactos séo fundamentais, mas
tornam-se dificeis devido a imensa biodiversidade existente e a distribuicdo espacial dos
organismos Vivos.

Uma etapa primordial para proteger a biodiversidade é a pesquisa cientifica, que
geralmente estuda a diversidade no nivel de espécies. Na literatura, muitos autores concordam
gue apenas uma pequena fracdo de todas as espécies existentes foi formalmente descrita: cerca
de 1.5 milh&o de uma estimativa de 5 a 11 milhdes (Winston, 1999; Wilson, 2003; Chapman,
2009). Se considerarmos organismos pequenos como parasitas especificos e organismos
habitat-especificos como mites, besouros e nematoides, essa estimativa chega até 50 milhdes

de espécies. Mesmo considerando uma estimativa otimista (5 milhdes de espécies) apenas 36%
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de toda a biodiversidade existente é conhecida. E na estimativa mais pessimista (50 milhdes)
conhecemos apenas 3% da biodiversidade (Winston, 1999).

De todas as espécies descritas pela ciéncia, cerca de 300.000 séo plantas, 70.000 séo
fungos e 87.000 sdo protistas. O restante das espécies conhecidas (cerca de 1 milhdo) consiste
em metazoarios como insetos, aracnideos, moluscos, crustaceos e vertebrados, e estes sdo 0s
maiores grupos conhecidos (Barnes, 1989; Hawksworth, 1991; Pimm et al., 1995).

A diversidade no ambiente marinho inclui cerca de 300.000 espécies descritas (Gray,
1997), um nimero muito menor quando comparado ao ambiente terrestre (cerca de 1,1 milhdo
de espécies conhecidas). A importancia da biodiversidade marinha inclui aspectos econémicos
e ecoldgicos, como fonte de recursos alimentares, biotecnologia, minerais, substratos para
agricultura, indicadores de qualidade ambiental e o funcionamento de toda a teia alimentar. Dos
taxons descritos no ambiente marinho, aproximadamente 17% consistem em espécies do
subfilo Crustacea. Esse subfilo € muito diverso, e apresenta grande variedade morfolégica, de
habitats e de ecologias. Tal diversidade esta representada em seus grupos: sao 6 classes, 48
ordens, 849 familias e cerca de 52.000 espécies (Martin & Davis, 2001).

Em Crustacea, niveis taxondmicos elevados, como classe e subclasse, ainda ndo estéo
totalmente estabilizados (Martin & Davis, 2001). Apesar dos estudos morfologicos e
moleculares realizados, essas classificacbes permaneceram praticamente constantes nas Ultimas
décadas. Porém, nos niveis de familia, género e espécie, a sistematica tem sido ampliada
(Browne et al., 2007; Hou et al., 2007; Tsang et al., 2015; Chan & Cheang, 2016; Pitombo et
al., 2017).

Para melhor entendermos a sistematica, precisamos conhecer também tanto a
organizacdo, como o tamanho das ramificacOes das arvores filogenéticas. Nesse contexto, tanto
0s métodos baseados em morfometria classica e/ou geométrica quanto as analises moleculares
de DNA sdo importantes. Isto pois, a morfologia dos seres vivos é essencialmente, a
manifestacdo de seu genoma, proteoma e transcriptoma (Patwardhan et al., 2014).

A variabilidade genética é a base dos estudos em biodiversidade molecular. E através
de tal variabilidade, que tornamos possivel a comparacdo de individuos, populacGes e a
diferenciacdo de espécies. Existem diversas técnicas para estimar tal diversidade, como as
aloenzimas, polimorfismo de comprimento de fragmentos de DNA (RFLP), polimorfismo
amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (AP-PCR ou RAPDs), microssatélites e o
DNA barcoding (Avise, 2004). Este ultimo em particular deflagrou um amplo debate sobre o

status atual e futuro da taxonomia tradicional.
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O DNA barcoding é um sistema de identificacdo de espécies fundamentado em
sequencias baseadas em DNA. A abordagem molecular para o diagndstico dos taxons explora
a diversidade entre as sequencias de DNA para identificar os organismos. Essas sequéncias
podem ser vistas como codigos de barra que estdo presentes no material genético da célula.
Nessa abordagem, uma pequena sequéncia de DNA é utilizada como marcador padrdo para
identificacdo de espécies de animais: o gene citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (COI) (Hebert
etal., 2003a; Hebert et al., 2003b). A sequéncia genética obtida para cada espéecie desconhecida
é comparada com um catalogo de sequéncias referéncia, derivadas de espécies ja conhecidas
pela sistematica tradicional. Mas é claro que tal catalogo precisa ser atualizado constantemente
para que essa abordagem possa, de fato, acelerar a identificacdo de espécies conhecidas e a
descoberta de novas espécies (Witt et al., 2003; Hajibabaei et al., 2007).

Muitos trabalhos demonstraram que outros marcadores genéticos sdo superiores ao COI
para a identificacdo de espécies de certos tdxons. Também, a amplificacdo do COI para algumas
espécies nao é atingida com sucesso (Tobe et al., 2010; Xia et al., 2012; Lv et al., 2014; Zheng
etal., 2014). Além do COl, existem outros marcadores moleculares, como o gene mitocondrial
12S e 16S rRNA (Lv et al., 2014). Esses diferentes marcadores moleculares apresentam
diferentes taxas evolutivas/substituicdo. Portanto, a escolha desses marcadores deve ser feita de
forma adequada a fim de estudar corretamente a identificacdo de individuos, a diferenciacdo de
especies cripticas e até mesmo a formulacdo de hipoteses em filogenia (Avise, 2004).

O genoma mitocondrial compreende um DNA circular, e codifica dois rRNAs, 0 12S e
0 16S rRNA. Esses rRNAs sdo necessarios para a sintese proteica, uma vez que a mitocondria
possui seus préprios mecanismos para replicacdo, transcri¢do e traducdo do DNA. Geralmente,
se trata de um material genético com alta taxa de mutacéo, e de alta economia organizacional,
com raros segmentos nao codificaveis (Ashwell & Work, 1970; Attardi & Schatz, 1988). Essa
alta taxa de evolugdo do DNA mitocondrial de metazodrios significa que uma grande
quantidade de variacdo pode ser observada em espécies de grupos préximos. Tal fato torna o
genoma mitocondrial de muita valia para a identificacdo de espécies animais (Yang et al.,
2014).

As dissimilaridades dessas sequéncias de DNA indicam a divergéncia genética como
resultado da evolugao molecular ao longo da historia. Enquanto a abordagem classica preocupa-
se somente com a morfologia dos organismos, a abordagem molecular depende das sequéncias
de RNA e/ou DNA determinadas por técnicas robustas (Patwardhan et al., 2014). Na ultima

década, dados moleculares tém sido extremamente Uteis e extensivamente usados para elucidar
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relacbes filogenéticas entre grupos de crustaceos (Cai et al., 2005). Ademais, técnicas de
biologia molecular tém sido efetivas para estudos populacionais e filogenéticos de cracas
(Pérez-Losada et al., 2004; Zardus & Hadfield, 2005; Cai et al., 2005; Abreu et al., 2016;
Pitombo et al., 2017).

Até 2016 os critérios utilizados para a classificacdo dos membros de Newmanella
consistiam apenas na morfologia. Tais ranqueamentos taxondmicos sdo um critério
indispensavel para o julgamento da habilidade do DNA barcoding em fornecer um
posicionamento taxondmico apurado (Costa et al., 2007).

Os trabalhos que mencionam N. radiata para o litoral brasileiro ndo acompanham
descricdo de sua morfologia, nem de sua biologia molecular (Lacombe, 1977; Lacombe, 1978;
Young, 1991, 1998; Severino & Resgala Jr., 2005; Farrapeira, 2009; Kloh et al., 2013). Assim,
0 presente estudo buscou comparar molecularmente Newmanella sp. da costa brasileira com N.
radiata, N. spinosus e N. kolosvaryi. Além disso, através da morfometria geométrica,
comparamos a morfologia de Newmanella sp. da Cole¢do do Laboratério de Sistematica e
Ecologia de Cirripedia - UFF com N. kolosvaryi, N. spinosus e N. radiata. Por fim, fornecemos
a descricdo morfoldgica das partes duras (carapaca e placas operculares) e o sequenciamento

do gene mitocondrial 12S rRNA de Newmanella sp. do Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1.

2.2.

Objetivo geral

Realizar um estudo sistematico de Newmanella do litoral brasileiro

Objetivos especificos

Descrever a estrutura de tamanho de Newmanella sp. no Brasil;

Descrever a morfologia das placas operculares de Newmanella sp. no Brasil;

Comparar pela morfometria classica e geométrica Newmanella sp. do litoral brasileiro
com N. radiata, N. kolosvaryi, N. spinosus e N. hentscheli;

Caracterizar geneticamente Newmanella sp. por meio do sequenciamento do gene de
rDNA 12S;

Comparar as sequéncias de rDNA 12S, por meio de analises moleculares, de
Newmanella sp. com N. radiata e N. spinosus.

Caracterizar a area de ocorréncia de Newmanella sp. na costa brasileira.

15



3. MATERIAIS E METODOS
3.1.  Material examinado

Foram utilizados espécimes de Newmanella sp. presentes na colecdo do Laboratorio de
Sistematica e Ecologia de Cirripedia — UFF (LSEC). Os individuos foram catalogados numa
lista chamada de “Peter Newmanella radiata” (PNR). Como material comparativo foram
utilizados individuos de: N. kolosvaryi, N. radiata e N. spinosus. Esses individuos foram
obtidos a partir dos trabalhos de Ross & Perreault, 1999 (N. kolosvaryi) e Chan & Cheang, 2016
(N. radiata e N. spinosus). Newmanella hentscheli ndo possui dados de tamanho na literatura.
Portanto, a comparacao com essa espécie foi feita, quando possivel, pela observagéo visual da
ilustracdo fornecida na descri¢do original (Kolosvary, 1942).

Figura 2. Representacdo de Newmanella hentscheli, espécie descrita e publicada por Kolosvary, 1942.
A identificacdo dos espécimes foi realizada utilizando microscépio estereoscopico para

auxiliar a visualizacdo de caracteristicas diagnosticas do género, utilizando a descri¢do de Ross
(1969). Entdo, as partes moles (corpo, apéndices e cone oral) foram removidas da carapaca e
acondicionadas em microtubos tipo eppendorf, assim como a carapaca e as placas operculares.
Cada espécime utilizado no estudo morfoldgico e molecular foi armazenado num tubo Falcon,
embebido em alcool 90°GL para preservacgdo, e recebeu uma identificacdo individual. Assim,
foi possivel o estudo em conjunto utilizando essas técnicas.

Para preparacdo do material para a extracdo, amplificacdo, purificacdo e
sequenciamento de DNA, foi utilizado uma pinca para coletar parte do prossoma e entéo, o
material foi armazenado em microtubos eppendorf e enviado para uma empresa de analises
gendmicas, a Helixxa (Paulinia, Brasil). E, a manipulacdo das amostras foi realizada em placas

de Petri previamente autoclavadas, com pingas lavadas em solu¢do 1M de hidroxido de sédio.
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3.2.  Estrutura de tamanho

Para descrever a estrutura de tamanho de Newmanella no Brasil foram utilizadas
medidas de comprimento de base, abertura (Figura 3) e altura da carapaca. Todos os individuos
utilizados nessa se¢do foram obtidos na cole¢do do LSEC. Entéo, os espécimes foram medidos

no sentido rostro-carenal. As medicGes foram realizadas com auxilio de um paquimetro digital

com sensibilidade de 10 um, e todas as medidas foram obtidas em milimetros.

Figura 3. Medidas utilizadas para estimar a estrutura de tamanho de Newmanella sp. (A) visdo superior, e (B) viséo
basal. ARC = abertura no eixo rostro-carenal, CRC = comprimento no eixo rostro-carenal.

Foram calculados os valores minimos, maximos e médios para todas as carapacas
analisadas. Também, foram estabelecidos o coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e o de
determinacdo (r?). Para a analise dos dados e elaboracdo dos gréaficos de histograma e de
dispersdo foram utilizados os programas de computador PAleontological STatistics (PAST;
Hammer et al., 2001) e Microsoft Office Excel 365.

3.3. Morfometria

Foram utilizadas tanto técnicas de morfometria classica (ou tradicional) quanto de
morfometria geométrica. Para o estudo da variacdo da forma pela morfometria cléssica,
individuos que apresentaram placas operculares (tergo e escudo) integras, tiveram essas placas
mensuradas em diferentes sentidos (Figura 8; Figura 9). Para realizar as medicdes, foram
utilizados os marcos anatdmicos gerados pela morfometria geométrica. Através dos marcos
anatdmicos as medi¢Oes puderam ser tomadas, e as razdes elaboradas, para a descricdo das

diferentes estruturas morfoldgicas dessas placas.
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Todas as andlises morfométricas (classica e geometrica) aqui realizadas utilizaram
sempre as faces internas das placas operculares. E, as placas operculares utilizadas foram
sempre 0 escudo esquerdo e o tergo direito. Newmanella sp. da colecdo do LSEC foi comparada
com N. spinosus, N. radiata e N. kolosvaryi. Newmanella hentscheli ndo foi utilizada nessas
comparac¢Bes morfométricas pois ndo existem medidas de tamanho ou fotografias da espécie na
literatura, existem apenas ilustragdes desacompanhadas de uma escala de tamanho (Figura 2)
no trabalho que a descreveu (Kolosvary, 1942).

Os 2 espécimes coletados em Piscadera, Curacao sao idénticos morfologicamente a
Newmanella sp. coletada no Brasil. Portanto, trataremos Newmanella sp. do Brasil e de Curagao
como a mesma espécie. Os representantes de N. radiata e N. spinosus utilizados para
comparacédo foram obtidos no trabalho de Chan & Cheang (2016), e foram coletados em Porto
Rico e Taiwan, respectivamente. O hol6tipo de N. kolosvaryi foi retirado de Ross & Perreault
(1999) e foi coletado no Panama. O hol6tipo de N. hentscheli, retirado de Kolosvary (1942) nao
foi utilizado na morfometria, pois ndo estava acompanhado de escala. Mas, serviu para
comparacao visual.

Para caracterizacao da forma pela morfometria geométrica, as placas operculares (tergo
e escudo) dos espécimes de Newmanella sp. foram fotografadas com equipamento digital
(Nikon D7100), acoplado ao microscépio estereoscépico. Cada fotografia foi acompanhada de
uma escala. As fotografias foram utilizadas para o posterior estabelecimento dos marcos
anatdbmicos para cada uma das placas operculares.

O software tpsUtil v1.76 (Rohlf, 2018) foi utilizado inicialmente, com o intuito de
compilar as fotografias, para posterior marcagdo dos marcos anatbmicos pelo software tpsDig
v2.31 (Rohlf, 2017). O programa tpsDig v2.31 (Rohlf, 2017), foi utilizado para transformacéo
dos landmarks em coordenadas cartesianas (X, Y), e para delimitar a escala de todas as
fotografias.

As analises subsequentes foram realizadas através do pacote estatistico Integrated
Morphometrics Package 8 (IMP8) [H. D. Sheets — sheets@canisius.edu, Dept. of Physics,
Canisius College, 2001 Main St. Buffalo, NY 14208]. O IMP8 consiste num conjunto de
programas de computador, cada um performando um tipo especifico de analise morfométrica.
E um pacote gratuito e encontra-se disponivel em: http://www.philadb.com/an-behav/imp/.

Dos programas presentes no IMP8, foram utilizados os softwares Coordgen e CVAGen
(Sheets, 2014). O primeiro foi utilizado para remover os efeitos de tamanho, orientacdo e

posicdo das coordenadas cartesianas, atraves da sobreposicdo de Procrustes nos marcos
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anatémicos. O CVAGen foi 0 programa utilizado para realizar a analise de varidveis candnicas
(CVA) da forma, seguida de um teste de significancia.

A CVA ¢é um método para encontrar a combinacédo linear de variaveis que permite a
melhor discriminacéo possivel entre dois ou mais grupos. Esse método primeiro computa scores
para as grades de deformacdo em relagdo a uma forma referéncia e entdo realiza uma anélise
multivariada da variancia (MANOVA). Por fim, é realizado um teste de significancia baseado
em Wilks’Lambda. Além disso, 0 CVAGen tornou possivel a visualizacdo dos resultados da

CVA em graficos de grades de deformacéo.

3.4. Biologia molecular

A extracdo, amplificacéo, purificacdo e sequenciamento das amostras foi realizada pela
Helixxa (Paulinia, Brasil). A extracdo do DNA foi realizada a partir do kit ReliaPrep™ gDNA
Tissue Miniprep System, Promega© e o DNA quantificado no equipamento NanoDrop
2000/2000c (ThermoFisher Scientific). As amplificacGes foram realizadas utilizando GoTag®
Green Master Mix, Promega®©, com anelamento a 58°C.

O fragmento amplificado foi purificado a partir do gel de agarose 1% e o0s
sequenciamentos foram realizados utilizando o kit BigDye Terminator V3.1 (ThermoFisher
Scientific), de acordo com protocolo standard do fabricante com volume final da reagdo de 10
pL. A termociclagem da reagdo de sequenciamento foi realizada no equipamento Veriti Thermo
Cycler (ThermoFisher Scientific). A corrida de sequenciamento foi realizada no equipamento
ABI 3500 Genetic Analyzer (ThermoFisher Scientific), utilizando o polimero POP-7
(ThermoFisher Scientific) de acordo com o protocolo standard do fabricante.

As amplificagbes do gene mitocondrial 12S rRNA, por meio da PCR, foram
desenvolvidas utilizando os iniciadores forward (GAAACCAGGATTAGATACCC3) 5’-3’ e
reverse (TTTCCCGCGAGCGACGGGCG3) 3’-5’ (Mokady et al., 1994). A reacdo foi
incubada no termociclador a 96°C por 1 min., seguido por 35 ciclos de 96°C por 15 seg., 50°C
por 15 seg. e 60°C por 4 min.. Analises moleculares foram conduzidas para examinar a
divergéncia entre as sequéncias gendmicas da regido 12S de Newmanella sp. presentes na
colecdo do LESC, e sequéncias de N. radiata e N. spinosus depositadas no GenBank por Chan
& Cheang (2016).
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Para a caracterizacdo molecular, foram utilizados dois softwares: BioEdit (Hall, 1999)
e 0 Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Mega X; Kumar, 2018). Com o BioEdit, as
sequéncias foram tratadas e as regides com erros de leitura foram removidas. Com o0 MEGA X
as sequéncias de nucleotideos foram alinhadas com o algoritmo Clustal W, e a divergéncia
evolutiva entre elas foi estimada utilizando a distancia par-a-par, baseada no modelo de
substituicdo Kimura dois-parametros (K2P). As arvores filogenéticas foram estimadas pelo
método estatistico de maxima verossimilhanca, baseada no modelo K2P, com o método de
inferéncia “Nearest-Neighbor-Interchange” (NNI). Por fim, para minimizar o efeito do baixo

tamanho amostral, foi realizada uma reamostragem de 100 réplicas por bootstrap.

3.5. Area de ocorréncia

Para caracterizar a area de ocorréncia de Newmanella foram realizadas buscas na
literatura. Para complementar, foi realizada uma vistoria na cole¢éo do LSEC a fim de separar
e catalogar todos os individuos de Newmanella sp.. Com esses dados em maos, foram

elaboradas tabelas com o auxilio do programa de computador Microsoft Office Word 365.
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4. RESULTADOS
4.1.  Estrutura de tamanho

Um total de 161 individuos de Newmanella sp. do litoral brasileiro foram analisados:
125 da Ilha do Brandéo, Baia da Ribeira — RJ, 25 do Parcel das Paredes, Abrolhos — BA e 11
do Costdo de Itaipu, Niteréi — RJ. Os valores maximos, minimos, média e desvio padrdo
encontrados estdo apresentados na Tabela 1. O comprimento de base variou de 7,1 até 31,1 mm,
mas houve a predominancia de individuos com até 18 mm, os quais contribuiram com 71% das
amostras (Figura 5). O menor (7,1 mm) e o maior (31,5 mm) comprimento basal foram
registrados em Angra dos Reis - RJ. Em rela¢do a média do comprimento basal, o maior e o
menor valor foram registrados para Niterdi - RJ (22,6 mm) e Abrolhos - BA (13,5 mm),
respectivamente.

A correlacdo entre o comprimento basal e 0 comprimento da abertura sugere o
crescimento isométrico, com alometria positiva (r = 0,9). Tal resultado evidencia forte
associacao linear entre as duas variaveis, sugerindo que ha uma manutencdo no comprimento
da abertura conforme o crescimento do comprimento da base. A reta de regressao obtida foi: y
=0,3992x + 1,1 (Figura 6). O coeficiente de determinacao encontrado foi R2 = 0,84, indicando

gue o comprimento da base pode ser utilizado para predizer o comprimento da abertura.

Tabela 1. Estrutura de tamanho dos espécimes de Newmanella sp. de trés populacfes: Baia da Ribeira, Angra dos
Reis - RJ; Parcel das Paredes, Caravelas — BA e Costdo de Itaipu, Niter6i — RJ. Sdo fornecidos a média, desvio
padrdo, méaximo e minimo do comprimento basal, comprimento de abertura e altura; n= nimero de espécimes.

Comp. basal Comp. abertura Altura
Local de coleta média *desv. média *desv. média *desv.
min. — max. min. — max. min. — max.
Baia da Ribeira (n=125) 7116 ’_5;165 27é7_i12476 3 i f?’zi) 8
Parcel das Paredes (n=25) 71 325_?272 g f :‘ngcg 742_%166
~ . 22,6 £2,6 10,1+£1,4 10,1 £1,7
Costdo de ltaipu (n= 11) 18,1 - 28,6 85— 13,5 72-1238
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Figura 4. Estrutura de tamanho baseada no comprimento basal de espécimes de Newmanella sp. (n= 161) coletado
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4.2. Morfometria

Para as andlises de morfometria classica e geométrica do escudo, um total de 139
especimes foram utilizados. Sendo 100 de Angra dos Reis — RJ, 23 de Parcel das Paredes,
Abrolhos — BA, 10 do Costdo de Itaipu, Niterdi — RJ, 2 de Piscadera, Curacao, 1 do Panama, 1
de Vieques Sound, Porto Rico e 2 de Taiwan. E, para as analises de morfometria classica e
geomeétrica do tergo, um total de 166 espécimes foram utilizados. Sendo 124 da regido de Angra
dos Reis — RJ, 25 do Parcel das Paredes, Abrolhos — BA, 11 do Costéo de Itaipu, Niteréi — RJ,
2 de Piscadera, Curacao, 1 do Porto Belo, Panam4, 1 de Vieques Sound, Porto Rico e 2 de
Taiwan.

Com as técnicas de morfometria geométrica foram estabelecidos 7 marcos anatémicos
para o tergo e 7 para o escudo de Newmanella (Figura 7). Os marcos foram escolhidos com
base no estudo de Pitombo et al. (2017), buscando seguir os principios dos marcos anatdmicos

dos tipos | e Il (Bookstein, 1991; Zelditch et al., 2012). A descri¢do dos pontos escolhidos pode

ser observada na Tabela 2.

Figura 6. Face interna das placas operculares escudo (A) e tergo (B) de Newmanella sp. do Brasil e Curagao, com
indicacdo dos marcos anatdmicos utilizados nas analises morfométricas.

Tabela 2. Descricdo dos marcos anatdmicos estabelecidos nas placas operculares (tergo e escudo) para as analises
morfométricas.

Marcos Descricao
Anatdmicos ¢
esl Ponto de méaxima curvatura do pice do escudo.
es2 Ponto de maxima curvatura da crista articular do escudo.
es3 Limite entre margem basal e tergal do escudo, marcado pela inflexdo das linhas de

crescimento para a face interna do escudo.
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Limite entre margem basal e ocludente do escudo, delimitado pelo encontro da margem

es ocludente interna com a margem basal.

esb Apice da curvatura da crista articular

es6 Apice da crista do adutor

es7 Ponto da crista do adutor mais préximo a margem basal

tel Apice do tergo.

te2 Encontro da crista articular e a margem escudal do tergo.

te3 Limite da margem basal e escudal do tergo.

ted Encontro entre a margem basal contigua a margem escudal e a margem do esporéo.

te5 Ponto de mé&xima curvatura do esporéo.

te6 Encontro entre a margem basal oposto a margem ocludente e contiguo a margem do esporéo.
te7 Limite entre a margem basal e carenal do tergo estabelecido pela posicdo mais distal da

crista de insercdo do musculo depressor do tergo.

medicOes foram estabelecidas

A partir dos marcos anatdmicos, foram tomadas medidas de tamanho, sete para o escudo

sp. das outras espécies de Newmanella.

razbes que pudessem ser

e oito para o tergo. A descri¢do dessas medidas esta apresentada na Tabela 3. A partir dessas
utilizadas para distinguir
morfometricamente Newmanella sp., de N. radiata, N. kolosvaryi e N. spinosus. No total, foram
elaboradas seis raz0es para o tergo e cinco para o escudo (Tabela 4). Duas das cinco razdes

estabelecidas para o escudo, e trés das seis razdes do tergo, permitiram discriminar Newmanella

Tabela 3. Medidas das placas operculares (tergo e escudo) de Newmanella utilizadas, baseadas nas distancias entre
0S marcos anatémicos.

Medida

Distancia entre os marcos anatdmicos

Escudo

Comprimento da margem ocludente
Comprimento da margem tergal
Crista articular

Margem basal

Crista do adutor

Largura da fenda articular

Altura da fenda articular

Tergo

Altura, sem esporao

Altura, com esporao

Segmento escudal da margem basal
Largura do esporéo

Altura do esporéo

Comprimento da margem basal
Comprimento da margem escudal
Comprimento da crista articular

esl-es4
esl-es3
esl-es2
es3-es4
es6-es7
es3-es5
es2-es3

tel-ted
tel-teb
te3-ted
te4-te6
te5-te6
te3-te7
tel-te3
tel-te2
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No escudo, a razéo crista do adutor/margem tergal e a crista articular/margem tergal
podem ser usadas para discriminacdo dessas espécies (Tabela 4). Os gréficos box-plot para
essas razdes estdo apresentados na Figura 8. A razdo crista do adutor/margem tergal de
Newmanella sp. e N. spinosus apresentaram os menores valores (x0,5 +0,09 e x0,3+0,01,
respectivamente). N. kolosvaryi e N. radiata possuem 0s maiores tamanhos para essa razao
(x0,87 £0 e x0,92 +0, respectivamente), e ambas espécies tém a crista do adutor proeminente e
bem demarcada. Em N. kolosvaryi e N. hentscheli a crista do adutor toca a margem basal, e isso
quase acontece em N. radiata. Em Newmanella sp. e N. spinosus a crista do adutor ndo é tdo
bem desenvolvida e ndo toca a margem basal. N. spinosus possui a por¢éo apical da crista do
adutor fundida com a crista articular, é a Gnica espécie do género a apresentar essa caracteristica.

A relagdo da crista articular/margem tergal do escudo de N. spinosus € a menor do
género (Tabela 4). Em N. radiata, N. kolosvaryi e Newmanella sp. a crista articular estende-se
para um pouco além da metade do comprimento da margem tergal. Em contrapartida, a crista
articular de N. spinosus estende-se apenas 1/3 do comprimento da margem tergal. Essa relacdo
serviu para diferenciar Newmanella sp. (x0,59 +0,04) de N. spinosus (x0,31 +0,02), mas ndo
foi Gtil para diferenciar N. radiata e N. kolosvaryi de Newmanella sp.

A morfometria classica ndo detectou uma diferenca morfoldgica significativa na fenda
articular das diferentes espécies, mas pela observacdo visual pudemos fazer tal diferenciacao
(Figura 8). A fenda articular de Newmanella sp. e N. spinosus € mais larga em relacdo a N.

radiata, N. kolosvaryi e N. hentscheli.

Tabela 4. Valores das razGes entre as diferentes medidas do tergo e escudo dos espécimes de Newmanella coletados
no Brasil e Curacao (Newmanella sp.), Porto Rico (N. radiata), Panama (N. kolosvaryi), e Taiwan (N. spinosus).
Valores de tamanho amostral (n), média (x) e desvio padréo (s) estdo fornecidos para cada espécie.

) Newmanella sp. N. radiata N. kolosvaryi N. spinosus
Descricédo da razdo ~ ~ _ ~
X %S X %S X £s X %S

Escudo (n = 139) (N=135) (N=1) (N=1) (N=2)

Margem basal / margem escudal 0,79 + 0,06 0,730 0,84+0 0,70 £ 0,04

Margem basal / margem tergal 0,95 + 0,09 1,01+0 1,14+0 0,85+0,01

Crista articular / margem tergal 0,59 + 0,04 0,58+0 055+0 0,31+£0,02

Largura fenda articular / 0,37 + 0,04 02740 0,29+ 0 0,44 + 0,04

margem basal

Crista do adutor / margem tergal 0,50 + 0,09 0,87+0 0,92+0 0,31+0,01
Tergo (n = 166) (N = 162) (N=1) (N=1) (N=2)

Segmento escudal, margem 0,23 + 0,06 1,11+008  072%0 0,47 £0,16

basal / largura do esporéo

Crista articular / margem 0,50 0,03 0,34+ 0,01 0,36+ 0 0,33+ 0,02

escudal

Altura do espordo / largura do 0,53+ 0,07 1,13 +0,07 0,020 0,73 0,17

esporao
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Largura do espordo / margem

=
n
Pt
u
1

basal 0,48 £ 0,04 0,30 £ 0,04 03710 0,35+ 0,02
Altura / margem basal 1,19+0,08 1,12+0,24 1,11+0 1,06 £ 0,04
Margem basal / margem escudal 0,79 £ 0,05 0,8+0,11 0840 0,84 + 0,02
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Figura 7. Box-plots das principais diferencas na placa opercular escudo entre as espécies de Newmanella. (A)
razdo segmento escudal da margem basal / largura do esporao; (B) razao crista articular / margem escudal; e (C)
exemplos de cada uma das espécies analisadas acompanhadas de seus respectivos marcos anatémicos e indicacoes
das estruturas morfologicas crista do adutor (C.Adr.), fenda articular (F.A.) e crista articular (C.A.).

Para o tergo, o segmento escudal da margem basal (SEMB) de Newmanella sp. é o
menor dentre todas as espécies, e equivale a x0,23 £0,06 da largura do esporédo (LE; Tabela 4).
N. radiata possui a maior relacdo dessas medidas, seu SEMB ¢ equivalente a 1,11 da largura
do espordo. Newmanella kolosvaryi e N. spinosus apresentam a razdo SEMB/LE igual a 0,72
0,47, respectivamente. A crista articular de Newmanella sp. é a que mais se estende na margem
escudal, ocupando cerca de metade do seu comprimento (x0,5 £0,03). Nas outras espécies a
propor¢do dessas medidas € muito semelhante, sendo x0,34 +0,01, x¥0,36 +0, e x¥0,33 +0,02
para N. radiata, N. kolosvaryi e N. spinosus, respectivamente. Os graficos box-plots para essas
raz0es estdo apresentados na Figura 9.
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A relacdo largura do espordo/margem basal € maior em Newmanella sp. (x0,48 +£0,04).
Nas outras espécies, 0 espordo ocupa uma menor por¢do da margem basal, sendo x0,30 £0,04,
x0,37 £0 e x0,35 +0,02 para N. radiata, N. kolosvaryi e N. spinosus, respectivamente. Ainda
sobre 0 esporao, sua altura em Newmanella sp. equivale a metade da sua largura (¥0,53 £0,07).
Em N. kolosvaryi e N. spinosus a altura do espordo é parecida com a largura, com a razao
altura/largura igual a ¥0,92 +0 e x0,73 £0,17, respectivamente. Newmanella radiata € a Gnica
espécie em que o espordo é mais alto que largo. Sua altura equivale a ¥1,13 +0,07 da largura.
Por fim, uma caracteristica muito importante que nao foi avaliada morfometricamente é a
presenca de denticulos na margem escudal do tergo (Figura 9). Essa caracteristica pode ser
observada em Newmanella sp. e N. spinosus, mas € ausente em N. kolosvaryi, N. radiata e N.

hentscheli.
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Figura 8. Box-plots das principais diferencas na placa opercular tergo entre as espécies de Newmanella. (A) razéo
segmento escudal da margem basal / largura do espordo; (B) razéo crista articular / margem escudal; (C) razéo
largura do esporédo / margem basal; e (D) exemplos de cada uma das espécies analisadas acompanhadas de seus
respectivos marcos anatdmicos e indicagfes da estrutura morfoldgica margem escudal (M.E.).

Na morfometria geométrica do escudo, a analise das variaveis candnicas (CVA; Figura
10) apresentou dois eixos significativos (CV1: Wilk’s A = 0,1900, df = 40 e p < 0,001; CV2:
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Wilk’s A = 0,5247, df = 27 e p < 0,001) com autovalores de 1,76 e 0,72, respectivamente. A
CVA do escudo evidenciou o agrupamento dos espécimes brasileiros com os de Curacao nos
dois eixos, CV1 e CV2. A CV1 (Figura 11) diferenciou, em funcéo da crista articular, N.
spinosus das demais espécies. Dentre todas as espécies, a crista articular de N. spinosus € a que
menos se estende na margem tergal. A CV2 agrupou N. radiata e N. kolosvaryi e as separou de
N. spinosus e Newmanella sp. (Brasil e Curacao). A CV2 indicou diferenca significativa na

largura da fenda articular, que é mais estreita em N. radiata e N. kolosvaryi (Figura 12).
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0.04r-
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-0.02-

-0.04 - *
-0.3 -0.25 -0.2 -0.15 -0.1

CVl1

Figura 9. Analise de varidveis canénicas da placa opercular escudo entre os espécimes de Newmanella sp. do Brasil
(estrela rosa), Newmanella sp. de Curacao (circulo preto), N. radiata (quadrado vermelho), N. kolosvaryi (x azul)
e N. spinosus (estrela preta).
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Figura 10. Grade de deformacao apresentando as mudancas na forma evidenciadas pelo eixo significativo CV1,
que distingue N. spinosus das demais espécies de Newmanella pelo comprimento da crista articular.
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Figura 11. Grade de deformacédo apresentando as mudancas na forma evidenciadas pelo eixo significativo CV2,
que separa os espécimes de Newmanella sp. (Brasil e Curagao) e N. spinosus, de N. kolosvaryi e N. radiata.
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Na analise de morfometria geométrica do tergo, a analise candnica da variacdo (CVA;
Figura 13) revelou dois eixos significativos (CV1: Wilk’s A = 0,15, df =40 e p < 0,001; CV2:
Wilk’s A = 0,47, df = 27 e p < 0,001) com autovalores de 2,12 e 0,81, respectivamente. Em
ambos os eixos ndo foram encontradas diferencas na forma entre Newmanella sp. do Brasil e
Curacao. A CV1 separou, pela largura do espordo, Newmanella sp. das demais espécies. O
espordo de Newmanella sp. € o mais alargado dentre os membros de Newmanella, isto esta
ilustrado pela grade de deformacao na Figura 14. A CV2 néo diferenciou Newmanella sp. de
N. radiata, e as separou de N. kolosvaryi e N. spinosus. A CV2 aponta diferenca na posicédo do
apice da crista articular. Em N. kolosvaryi ela se afasta da margem escudal, posicionando-se
além dela (Figura 15A), mas em N. spinosus vemos que esse afastamento ocorre na direcao
oposta (Figura 15B). N. radiata e Newmanella sp. apresentam uma crista, em relacdo a N.

kolosvaryi e N. radiata, posicionada intermediariamente.

0.08 - X

0.06 -
0.04r-

002

CV2
|

-0.02 -

-0.04 -
-0.06 -

-0.08 -

*
| | * 1

I \
-0.15 -0.1 -0.05 0 0.05

CVl

Figura 12. Analise candnica discriminante da placa opercular tergo entre os espécimes do Brasil (estrela rosa),
Curacao (circulo preto), N. radiata (quadrado vermelho), N. kolosvaryi (x azul) e N. spinosus (estrela preta).
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CV1

Figura 13. Grade de deformacéo representando as mudancas na forma evidenciadas pelo eixo significativo CV1,
que separou os espécimes de Newmanella sp. das demais espécies do género, em funcéo da largura do esporao.
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Figura 14. Grade de deformacao representando as mudancgas na forma evidenciadas pelo eixo significativo CV2.
As diferencas na forma se deram em funcéo da posicao do &pice da crista articular, e separou Newmanella sp. e N.

radiata das demais espécies analisadas. (A) diferenca exibida por N. kolosvaryi; e (B) diferenga exibida por N.
Spinosus.
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4.3. Biologia molecular

Foram obtidas novas sequéncias do gene 12S para 9 espécimes de Newmanella sp.:
cinco de Angra dos Reis — RJ, Brasil; duas de Piscadera, Curacao e duas de Porto Belo, Panama
(Tabela 5). Apds regides com erros terem sido removidas pelo alinhamento, sequéncias do gene
mitocondrial 12S rRNA com 244 pares de bases foram obtidas. As frequéncias médias dos
pares de bases foram T=33, C=13, A=32e G=22.

Tabela 5. Lista das espécies de Newmanella que tiveram o gene mitocondrial 12S rRNA amplificados no presente
estudo.

Espécie Local Codigo

Newmanella sp. Angra dos Reis, Brasil PNRO002
Newmanella sp. Angra dos Reis, Brasil PNROO3
Newmanella sp. Angra dos Reis, Brasil PNRO04
Newmanella sp. Angra dos Reis, Brasil PNRO05
Newmanella sp. Angra dos Reis, Brasil PNRO040
Newmanella sp. Piscadera, Curagao PNR103
Newmanella sp. Piscadera, Curagao PNR104
Newmanella sp. Porto Belo, Panamé PNR106
Newmanella sp. Porto Belo, Panama PNR133

Foi estimada a divergéncia evolutiva entre as sequéncias de nucleotideos, baseada no
modelo Kimura 2-parametros. A partir da matriz de divergéncia evolutiva (Tabela 6), pudemos
perceber que: Newmanella sp. apresenta apenas 1% de divergéncia quando comparada a
Newmanella sp. de Curacao (PNR103 e PNR104), indicando que sdo a mesma especie. Por
outro lado, Newmanella sp. mostrou 6 e 7% de divergéncia em relagdo aos individuos do
Panama (PNR106 e PNR133). Os espécimes coletados no Panama e Curacao também
apresentaram divergéncia de 6 e 7% entre si. Através da analise de maxima verossimilhanca
entre esses organismos, foi obtido o cladograma da Figura 16, onde os individuos do Brasil e

Curacao ficaram agrupados, e divergiram de Newmanella sp. coletada no Panama.
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Tabela 6. Estimativa da divergéncia evolutiva, usando o modelo Kimura 2-pardmetros, entre sequéncias de
Newmanella sp. coletados em Angra dos Reis — RJ, Brasil (PNR002 até PNR040), Piscadera - Curacao (PNR103
e PNR104) e Porto Belo, Panama (PNR106 e PNR133).

PNR002 PNR003 PNR0O0O4 PNRO0O5 PNR040 PNR103 PNR104 PNR106 PNR133

PNRQ02 0
PNRO003 0 0
PNRO004 0 0 0
PNRO05 0 0 0 0
PNRO040 0 0 0 0 0
PNR103 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0
PNR104 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,004 0
PNR106 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,056 0,060 0
PNR133 0,070 0,070 0,070 0,070 0,070 0,061 0,065 0,004 0

PNR002

PNR0OO3

93 Newmanella sp. nov.
PNR004 Angra dos Reis - R], Brasil
- PNRO05
PNR040
PNR104) Newmanella sp.
Piscadera, Curagao
PNR103
PNR106
Newmanella sp.
100 PNR133 | Porto Belo, Panama
_

0.0050

Figura 15. Analise de similaridade, usando o modelo Kimura 2-pardmetros e 0 método de inferéncia maxima
verossimilhanca, usando fragmentos do gene mitocondrial 12S rRNA (244 pares de base) de Newmanella sp.
coletada no Brasil (PNR002 — PNR040), e Newmanella sp. coletada em Curacao (PNR103 e PNR104) e no Panamé
(PNR106 e PNR133). Valores de bootstrap abaixo dos nos.

Para comparacdao com Newmanella sp., foram utilizadas 34 sequéncias de espécies do
género disponiveis no GenBank: 9 de Newmanella radiata (2 de Porto rico, 1 Dominica, 6 das
Bahamas) e 25 sequéncias de Newmanella spinosus (3 das Filipinas e 22 de Taiwan) (Tabela
7). Nao existem dados moleculares para Newmanella hentscheli e Newmanella kolosvaryi,
inviabilizando sua comparacdo. No total, foram utilizadas 43 sequéncias do gene 12S para a
comparacao das diferentes espécies de Newmanella. Sendo 5 de Newmanella sp. (Brasil), 4 de
Newmanella sp. (Curacao e Panama), 9 de N. radiata e 25 de N. spinosus (Tabela 5 e Tabela 7).

Apdbs regides com erros terem sido removidas pelo alinhamento, sequéncias do gene
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mitocondrial 12S rDNA com 244 pares de bases foram obtidas. As frequéncias médias dos

pares de bases foram T=33, C= 14, A =33 e G= 20. A partir desse novo conjunto de sequéncias

foi estimada a distancia evolutiva entre elas, baseada no modelo Kimura 2-parametros. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 7. Lista das sequéncias do gene mitocondrial 12S rRNA de Newmanella radiata e Newmanella spinosus,

disponibilizada no GenBank, com a localidade de coleta e 0 nimero de acesso no GenBank.

Espécie

Localidade

N° Acesso
GenBank

Newmanella radiata

Newmanella radiata

Newmanella radiata

Newmanella radiata

Newmanella radiata

Newmanella radiata

Newmanella radiata

Newmanella radiata

Newmanella radiata

Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus
Newmanella spinosus

Vieques Sound, Porto rico

Scotts Head Bay, Dominica
Bimini, Bahamas

Bimini, Bahamas

Bimini, Bahamas

Bimini, Bahamas

Bimini, Bahamas

Bimini, Bahamas

Vieques Sound, Porto Rico
Shih-Ti-Ping, Hualien, Taiwan
Shih-Ti-Ping, Hualien, Taiwan
Shih-Ti-Ping, Hualien, Taiwan
Shih-Ti-Ping, Hualien, Taiwan
Cheng Gong, Taitung, Taiwan
Cheng Gong, Taitung, Taiwan
Cheng Gong, Taitung, Taiwan
Cheng Gong, Taitung, Taiwan
Cheng Gong, Taitung, Taiwan
Kuei-Shan Island, Yilan, Taiwan
Citou, Penghu, Taiwan

He-Ping Island, Keelung, Taiwan
He-Ping Island, Keelung, Taiwan
He-Ping Island, Keelung, Taiwan
He-Ping Island, Keelung, Taiwan
He-Ping Island, Keelung, Taiwan
He-Ping Island, Keelung, Taiwan
He-Ping Island, Keelung, Taiwan
Shih-Ti-Ping, Hualien, Taiwan
Shih-Ti-Ping, Hualien, Taiwan
Shih-Ti-Ping, Hualien, Taiwan
Shih-Ti-Ping, Hualien, Taiwan
Puerto Galera, Filipinas

Puerto Galera, Filipinas

Puerto Galera, Filipinas

KU359094
KU359095
KU359096
KU359097
KU359098
KU359099
KU359100
KU359101
KU359102
KU359072
KU359073
KU359074
KU359075
KU359076
KU359077
KU359078
KU359079
KU359080
KU359081
KU359082
KU359083
KU359084
KU359085
KU359086
KU359087
KU359088
KU359089
KU359090
KU359091
KU359092
KU359093
KU359069
KU359070
KU359071
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Tabela 8. Divergéncia evolutiva entre Newmanella sp. da Baia da Ribeira, Angra dos Reis — RJ, Brasil e demais
espécies de Newmanella, utilizando sequéncias do gene mitocondrial 12S rRNA e baseada no modelo Kimura 2-
parametros. Os valores de média, desvio padrdo, maximos e minimos, e nimero de espécimes estdo fornecidos.

Desvio
Espécime/localidade N Min. Max. Média

Padréo
Newmanella radiata 9 0,06 0,06 0,06 0
Newmanella spinosus 25 0,09 0,10 0,10 0
Newmanella sp.
(Curacao) 2 0,01 0,01 0,01 0
Newmanella sp. 5 0,06 0,07 0,07 0

(Panama)

Na Tabela 8 podemos ver que as sequéncias nucleotidicas de Newmanella sp. do Brasil
divergiram 6 e 10% de N. radiata e N. spinosus, respectivamente. As relagdes entre as espécies
foram obtidas por meio das sequéncias 12S utilizando o método de inferéncia filogenética
Maximum Likelihood baseado no modelo Kimura 2-pardmetros (Figura 17). Foram obtidos dois
grupos: o primeiro com os espécimes de Newmanella spinosus e segundo com o0s demais
espécimes de Newmanella. O segundo grupo apresenta dois subgrupos: um com 0s espécimes
do Brasil e Curacao; e 0 outro com os espécimes de Newmanella radiata das Bahamas,
Dominica e Porto Rico junto com os espécimes do Panama. Os resultados obtidos indicam que
os especimes de Newmanella sp. do Brasil e de Curagao sdo a mesma espécie, e devem ser
considerados uma espécie distinta de Newmanella radiata.
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KU359070.1 New G63 3 125
KU359071.1 New G63 5 125
KU359093.1 New sp 26 125
KU359092.1 New sp 26 125
KU359091.1 New sp 24 12S
KU359080.1 New sp 23 125
KU359089.1 New sp 22 12S
KU359088.1 New sp 21 125
KU359087.1 New sp 20 125
KU359086.1 New sp 19 125
KU359085. 1 New sp 18 125

63 | KU359072.1 New sp 1 125

KU359073.1 New sp 2 125
KU359074.1 New sp 3 128
KU359077.1 New sp 7 125
KU359078.1 New sp 8 128
KU359079.1 New sp 9 125
KU359080.1 New sp 10 12S
KU359081 1 New sp 14 125
KU359082 1 New sp 15 125
KU359083.1 New sp 16 125

KU359075.1 New sp 5125
57 KU358084.1 New sp 17 128
KU359076.1 New sp 6 125
KU359069.1 New G63 2 125

PNROOS
& | PNRO40
PNRO04
n PNR003
PNR002
F'NRI(NI
PNR103
C7218 02 125
PNR106
PNR133 I
P C7207 06 125
CT7204 02 125
CT206 01 125
20| C7207 01 125
CT207 02 125
C7207 03 125
CT7207 04 125

C7207 05128

ooo

® Newmanella sp. nov.

® Newmanella spinosus

@ Newmanella radiata

® Newmanella sp. (Panama)

® Nevmanella sp. (Curagao)

Figura 16. Analise de similaridade baseada na maxima verossimilhanca usando o modelo Kimura 2-parametros,

usando fragmentos do gene mitocondrial 12S rDNA (244 bases) de Newmanella radiata e N. spinosus obtidos

através do GenBank, e de Newmanella sp. (do Brasil), Newmanella sp. (Curagao) e Newmanella sp. (Panama),

obtida na colecdo do Laboratorio de Sistematica e Ecologia de Cirripédia - UFF. Valores de bootstrap abaixo dos

nos.
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4.4.  Areade ocorréncia

A partir dos registros no Brasil de Newmanella sp. na cole¢do do LESC, e de N. radiata
(sensu Young, 1995) no Museu Nacional — UFRJ e na literatura cientifica, foi elaborado um
mapa de distribuicdo e uma tabela contendo os registros encontrados (Figura 18; Tabela 9).
Newmanella possui ampla distribui¢do no litoral brasileiro, sendo reportado de Pernambuco até
Santa Catarina. Além disso, dois exemplares de Newmanella sp. coletados em Curagao foram
identificados, pelas analises morfologicas e moleculares, como a mesma espécie, ampliando

sua area de ocorréncia para o Caribe.
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Figura 17. Mapa de distribuicdo de Newmanella para o litoral brasileiro, baseado nos registros encontrados nas
colecBes do Laboratério de Sistematica e Ecologia de Cirripedia - UFF e Museu Nacional — UFRJ, e na literatura
cientifica.
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Tabela 9. Ocorréncia de Newmanella sp. e N. radiata (sensu Young, 1995) no litoral brasileiro, obtidos a partir
dos registros na colecdo do Laboratério de Sistematica e Ecologia de Cirripédia — UFF (CCUFF), Colecédo do
Museu Nacional — UFRJ e dados da literatura.

Localidade Estado Fonte bibliografica No Colecao Data de coleta
Recife PE  Farrapeira, 2009 2009

Porto da Barra, BA CCUFF257 10/02/2009
Salvador

Parcel dos Abrolhos BA CCUFF268 03/02/2003
Costao sudoeste da llha ¢ CCUFF894 28/09/2011
de Gamba, Piima

Ubu, Anchieta ES Kloh et al., 2013 2013

Praia de Jodo R CCUFF348 26/05/2009
Fernandinho, Blzios

Arraial do Cabo RJ Lacombe, 1978

Bacia de Campos,

plataforma 55/47, R ? CCUFF171 13/09/2007
Arraial do Cabo

Itaipuacu, Marica RJ CCUFF241 04/01/2008
Arquipelago de RJ CCUFF238 12/03/2010
Maricas, Marica

Eﬁ?ﬁo‘fe Itacoatiara, RJ CCUFF783 31/08/2015
Itaipu, Niterdi RJ CCUFF041 04/05/2004
ﬁftré?:):je Camboinhas, o, CCUFF777 31/08/2015
Jurujuba, Niteroi RJ CCUFF080 28/04/2008
Praia Addo e Eva, RJ CCUFF891 30/09/2016
Niteroi

Ilha da mae, Niteroi RJ CCUFF028 27/10/2003
Costdo da Praia RJ CCUFF725 20/09/2011
Vermelha, Niteroi

Praia da Boa Viagem, CCUFF753 03/08/2015
Niteroi

Molhe nordeste da R CCUFF806 20/04/2016
Marina da Gléria

Ilha do_Brandao, Angra RJ CCUEE 2013/2014
dos Reis

llha rapada, Baia de RJ CCUFF034 20/11/2003
Paraty

Ponta da Mesa, Paraty RJ CCUFF039 16/10/2003
Ilha dos Meros, Paraty RJ CCUFF240 18/11/2003
Séo Sebastido SP  Young, 1991

E;"’};a do Baleeiro, llha o MNRJ2408 04/12/1994
Enseada do Itapocoroy SC Severino & MNR Jearcino 01/06/1998

Resgalla Jr., 2005

MNRJ12379
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45. Taxonomia

E aqui proposto, tanto pelas diferencas morfoldgicas como moleculares, que os
especimes de Newmanella do litoral brasileiro, incluindo Curacao, sejam consideradas uma
espéecie nova. Nas ilustracGes de N. radiata fornecidas por Young (1995), pudemos perceber
que o autor analisou espécimes idénticos a mesma espécie que estd descrita na Figura 20,
sugerindo que N. radiata na verdade é Newmanella sp. nov.. Os espécimes de N. radiata
depositados em museus nao foram avaliados nesse estudo, impedindo maiores generalizagdes.
A despeito disso, sugerimos que os registos de N. radiata no Brasil, sejam considerados como
Newmanella sp. nov.. A seguir, é fornecida uma descri¢do da nova espécie. Devido a exigéncia
do cdédigo de nomenclatura zooldgica, uma dissertagdo ndo pode ser considerada um veiculo

para uma descri¢ao formal, e desta forma, ndo sera aqui proposto um nome para esse taxon.

Figura 18. Tergo e escudo de Newmanella. (A) Newmanella radiata (sensu Young, 1995); e (B) escudo e tergo de
Newmanella sp. descrita no presente trabalho.
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Ordem Sessilia Lamarck, 1818
Subordem Balanomorpha Pilsbry, 1916
Superfamilia Tetraclitoidea Gruvel, 1903
Familia Tetraclitidae Gruvel, 1903
Subfamilia Newmanellinae Ross & Perreault, 1999
Newmanella Ross, 1969

Newmanella sp. nov.

Newmanella radiata: Lacombe, 1977; Lacombe, 1978; Young, 1991, 1998; Severino &
Resgalla Jr., 2005; Farrapeira, 2009; Kloh et al., 2013 [non Newmanella radiata (Bruguiere,
1789)]
Material tipo. Hol6tipo: Adulto, PNR021. Ilha do Branddo, Angra dos Reis — RJ. Coletado por
F.B. Pitombo, P.P. Santana e R.S.P. D’Almeida, outubro/2014. Paratipos. 15 individuos
adultos. Coletados em dezembro/2014: PNR002, PNR003, PNRO04; outubro/2014: PNROO5,
PNR006, PNR007, PNR008, PNR009, PNR010, PNR017, PNR018, PNR019, PNR020 e
PNRO75; e julho/2014: PNRO40. Todos com a mesma localidade e coletores que o hol6tipo.
Diagnostico: escudo com fenda articular larga; cristas do depressor lateral profundas e bem
demarcadas; crista do adutor ndo toca a margem basal e ndo é fundida com a crista articular.
Tergo com crista articular projetando-se cerca de 1/2 do comprimento da margem escudal;
fenda articular larga; margem escudal com denticulos conspicuos e segmento escudal da
margem basal com aproximadamente 1/4 da largura do esporéo.
Descricao. Baseada no hol6tipo (Figura 20), suplementada com medicGes realizadas nos 10
paratipos. Carapaca com comprimento basal variando de 12,6 a 30,6 mm (x23,8 +4,8 mm),
abertura variando de 6,8 a 14,6 mm (x10,9 1,7 mm). Concha conica, branca, com quatro
placas, compartimentos discretos. Superficie rugosa, com costelas suaves, linhas que se
estendem até a base. Abertura da concha pentagonal, em forma de diamante. Radio largo,
margem superior obliqua; parede tubifera formada pela presenca de septos longitudinais
irregulares, conectando a margem externa e a margem interna, septos com denticulos
transversais; face externa com estrias longitudinais. Ala larga com margem superior obliqua,
solida. Placas parietais formadas por varias fileiras de tubos irregulares ndo preenchidos; base
calcéria, solida.

Escudo triangular, com os angulos da margem basal levemente arredondados. Fenda

articular bem desenvolvida, ocupando cerca de 1/3 do comprimento da margem basal. Fenda
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articular se estende até o final das cristas do musculo depressor lateral. Crista articular bem
desenvolvida, projetada para fora, sendo possivel, em alguns casos, ver parte da crista articular
pela vista dorsal dessa placa. Crista articular se estende até um pouco mais da metade (x0,58
+0,03 mm;) da margem tergal. Cristas do musculo depressor rostral discretas. Crista do adutor
encerrando-se antes de tocar a margem basal.

Tergo triangular, um pouco mais alto que largo, com raz&o entre a margem basal e a
altura de x¥0,9 £0,2 mm. Fenda articular larga e bem desenvolvida. Crista articular se estende
até metade da margem escudal (x¥0,49 +0,03 mm). Espordo com base reta, levemente
arredondada bilateralmente, ocupando 1/2 (x0,5 +0,03) do comprimento da margem basal.
Segmento escudal da margem basal equivale a 1/3 da largura do espordo. Espordo e margem

basal formam um angulo quase reto (do lado escudal) e um obtuso (do lado carenal).

Placas upcn.ul ares

Ab o
AN\ ¢

Figura 19. Hol6tipo de Newmanella sp. nov., PNRO21. (A) vista anterior da concha; (B) vista basal da concha,
mostrando os tdbulos parietais; (C) escudo direito, vista dorsal; (D) escudo esquerdo, vista dorsal; (E) escudo
direito, vista ventral; (F) escudo essquerdo, vissta ventral; (G) tergo direito, vista dorsal; (H) tergo esquerdo, vista
dorsal; (I) tergo direito, vista ventral; e (J) tergo esquerdo, vista ventral. Escalas = 4 mm.

42



Comentarios: No escudo, a crista do adutor serve prontamente para distinguir
Newmanella sp. nov. das demais espécies (Figura 20, Figura 21). Em Newmanella sp. nov. a
crista do adutor nao é proeminente e bem demarcada como em N. kolosvaryi, N. hentscheli e
N. radiata, e ndo se funde com a crista articular como ocorre em N. spinosus. Ademais, em N.
kolosvaryi e N. hentscheli a crista do adutor toca a margem basal, isto ndo é observado em
nenhuma das outras espécies. No tergo, a relacdo entre o segmento escudal da margem basal
(SEMB) e a crista articular separam Newmanella sp. nov. das outras espécies. Na nova especie,
a relacdo SEMB/largura do espordo é a menor do género (equivale a 0,25 da largura do
espordo). Em N. radiata, N. kolosvaryi e N. hentscheli tal relagdo equivale a 1,1, 0,75 e 0,5,
respectivamente. A crista articular do tergo na nova espécie estende-se até 1/2 da margem
escudal, e em N. radiata, N. kolosvaryi e N. spinosus, estende-se aprox. 1/3. A fenda articular
da nova espécie é larga em relacdo a N. kolosvaryi, N. hentscheli e N. radiata. O espordo de
Newmanella sp. nov., N. kolosvaryi e N. spinosus € mais largo que alto (razdo altura/largura
x0,53, ¥0,92 e x0,73, respectivamente). Mas isso ndo € verdade para N. radiata, que é a Unica
espécie a possuir o espordo mais alto que largo, com razdo altura/largura de x1,13. Existe
apenas uma ilustracdo da margem interna do tergo de Newmanella hentscheli em sua descrigéo
original, que indica um espordo mais estreito que o de Newmanella sp. nov.. A presenca de
denticulos na margem escudal do tergo de Newmanella sp. nov., também presente em N.

spinosus, distingue essas duas espécies de N. radiata, N. kolosvaryi e N. hentscheli.
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Figura 20. Comparacéo entre as placas operculares de Newmanella. (A, C, E e G) Escudos de N. radiata, N.
kolosvaryi, N. spinosus e N. hentscheli, respectivamente; (B, D, F e H) Tergos de N. radiata, N. kolosvaryi, N.
spinosus e N. hentscheli, respectivamente. N. hentscheli ndo possui escala. Escalas = 2 mm.
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5. DISCUSSAO
5.1.  Estrutura de tamanho

N&o existem registros sobre a estrutura de tamanho de N. hentscheli e N. spinosus. Ross
& Perreault (1999) registraram para N. kolosvaryi um comprimento basal no eixo rostro-carenal
(CRC) méximo de 12,9 mm. O CRC de Newmanella sp. nov. é o maior (31,5 mm) registrado
para todo o grupo. Seguido de N. radiata que exibiu CRC méaximo de 31,3 mm (Ross, 1969).
O CRC médio de Newmanella sp. nov. coletada na Baia da Ribeira, Angra dos Reis — RJ, Parcel
das Paredes, Abrolhos - BA e Costdo de Itaipu, Niter6i — RJ é de 16,5 mm, 13,5 mm, e 22,6
mm, respectivamente.

Outros membros de Tetraclitidae apresentam comprimento semelhante com registros de
comprimento basal médio de 20 mm no género Tetraclitella (Ross, 1971). Outros registros
relatam tamanho basal médio de 2,6 mm e maximo de 10 mm para Tesseropora atlantica
(Newman & Ross, 1977; Costa & Jones, 2000). Skinner et al. (2007) relatou para Cabo Frio —
RJ membros de Tetraclita stalactifera com comprimento basal maximo de 16,7 mm.
Tesseropora rosea apresenta 0 maior CRC em Tetraclitidae. Newman & Ross (1977)
forneceram medidas de CRC maximo de 30 e 40 mm para T. rosea e T. wireni, respectivamente.

Dados de comprimento de abertura ou altura da carapaca para Newmanella séo
inexistentes, limitando maiores comparacGes. Como observado acima, a despeito da caréncia
de informacdes, podemos afirmar que Newmanella sp. nov. esta entre os tetraclitideos com
maior tamanho. As descri¢cdes das espécies de cirripédios geralmente ndo apresentam dados de
estrutura de tamanho (Kolosvary, 1942; Foster, 1980; Zullo, 1992), mas vale ressaltar que
quanto mais informacgdes estiverem disponiveis, maior serd a nossa compreensdo do grupo.
Informacdes precisas e explicitas sdo fundamentais para futuras classificacdes e inferéncias
sobre a taxonomia desses animais.

5.2.  Morfometria

A descricdo e comparagdo da morfologia das placas operculares, em conjunto com
técnicas de morfometria classica, sdo usadas correntemente na literatura para a classificacdo de
especies de cirripédios. Temos como exemplo o proprio Darwin (1854), que baseado na
morfologia e morfometria da concha e placas operculares, reorganizou e reclassificou diversos
grupos de cirripédios. Além disso, autores como Ross (Ross, 1969), Newman (Newman &
Ross, 1976; Araya & Newman, 2018) e Pitombo (Pitombo, 2004; Pitombo et al., 2017), também
fizeram estudos de cirripédios através da morfologia e da morfometria. Os resultados aqui

encontrados mostraram a eficiéncia da técnica, a morfometria geométrica, que mesmo com o
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baixo nimero de amostras caribenhas aqui utilizadas, foi possivel perceber as distincGes
morfoldgicas entre os diferentes tAxons comparados. Embora essa abordagem metodoldgica
ainda ndo seja muito utilizada em cirripédios, sua aplicacdo na compreensdo da variacdo da
forma ja foi feita em Megabalanus (Pitombo et al., 2017)

Tanto as técnicas de morfometria classica, quanto as de morfometria geométrica, foram
ferramentas valiosas para compreensdo e distincdo dos individuos de Newmanella. A
taxonomia desse grupo ainda reflete o historico da descricdo da primeira espécie do género que
além de ser muito simples, ndo fornece registros sobre sua deposicdo em museus, e registra
como habitat as Indias Orientais (Bruguiére, 1789). Diversos autores citaram N. radiata,
geralmente em catalogos e registros de ocorréncia, e poucos acompanhavam uma descricao
morfologica. (Martini & Chemnitz, 1785; Bruguiere, 1789; Ranzani, 1818; Ranzani, 1820;
Weltner, 1897; Gruvel, 1903; Gruvel, 1905; Schmalz, 1906; Hoek, 1907; Pilsbry, 1916; Pilsbry,
1927; Pope, 1943; Pope, 1945; Pilsbry, 1953; Southward, 1962).

Darwin (1854) foi o primeiro a registrar N. radiata para o Caribe fornecendo uma
descricdo morfologica. No Brasil, temos registros de Newmanella sp. nov. desde Lacombe
(1977), mas nenhum dos trabalhos que estudaram Newmanella no litoral brasileiro forneceram
uma descrigdo morfoldgica detalhada (Lacombe, 1977; Lacombe & Rangel, 1978; Young,
1991; Severino & Resgalla Jr., 2005; Farrapeira, 2009; Lira et al., 2010; Kl6h et al., 2013).

A auséncia de trabalhos com descricdes morfologicas e morfométricas detalhadas,
trouxe muita confusdo para a compreensdo da taxonomia das espécies de Newmanella.
Inclusive, tal confusdo é um problema que vem desde a descri¢do original da espécie-tipo do
género, que ndo estabeleceu nenhum holétipo e que acompanhava sucinta descricdo
morfologica (Bruguiere, 1789). Apesar de existirem varios trabalhos na literatura registrando a
ocorréncia de N. radiata no Brasil, esses autores ndo puderam encontrar diferencas entre 0s
espécimes do Brasil e das demais localidades. Principalmente pela falta de uma descrigdo
morfolégica adequada das placas operculares de N. radiata (Lacombe, 1977; Lacombe &
Rangel, 1978; Young, 1991; Young, 1995; Young, 1998; Severino & Resgalla Jr., 2005;
Farrapeira, 2009; Farrapeira, 2010; Klbh et al., 2013). Foi somente com o trabalho de Chan &
Cheang (2016) que imagens dos espécimes de N. radiata descritos por Ross (1969) foram
disponibilizadas, tornando possivel a comparagcdo com os espécimes brasileiros. Além disso, 0s
autores estabeleceram um nedétipo e neoparatipos para N. radiata, fornecendo descricédo

morfoldgica detalhada com fotografias dos espécimes.
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Nas comparagdes morfoldgicas podemos ver que tanto o tergo quanto o escudo de
Newmanella sp. nov. possuem caracteristicas que os diferem de N. radiata (Figura 22). Isto foi
mostrado tanto pela analise de morfometria classica quanto pela geométrica. O tergo de N.
radiata possui um esporao estreito, enquanto os espécimes aqui descritos apresentam esporao
largo. No escudo, a crista do adutor de N. radiata é bem demarcada e praticamente toca a
margem basal, fato que ndo ocorre nos espécimes brasileiros. Sua fenda articular é estreita,
ocupando um pequeno espaco do interior da placa, enquanto no Brasil a fenda se estende
proporcionalmente mais. Esses resultados sugerem que N. radiata ndo ocorre no Brasil, e como
dito por Ross (1969), ela esta restrita ao Caribe.

Newmanella radiata, N. kolosvaryi e N. hentscheli possuem caracteristicas morfoldgicas
semelhantes, que indicam uma proximidade dessas espéecies. S0 ha um registro de N. kolosvaryi,
que foi o trabalho que a descreveu (Ross & Perreault, 1999). O material utilizado por Ross &
Perreault (1999) foi encontrado lavado, rolado na praia, ap6s um periodo de tempestades, e ndo
possuiam mais suas partes moles. Para N. hentscheli existem dois registros, o primeiro consiste
no trabalho que a descreveu (Kolosvary, 1942). O segundo foi Ross & Perreault (1999), os
autores fizeram uma comparacao dos espécimes identificados por eles como N. hentscheli com
as demais espécies do género. Os autores comentaram que nao encontraram o holétipo de N.
hentscheli que foi supostamente depositado no museu de Hamburgo, Alemanha. O espécime de
N. hentscheli utilizado para comparacéo foi identificado baseada apenas na descricdo sucinta e
nas ilustracdes fornecidas por Kolosvary (1942), o que pode ter comprometido a identificacdo.

Através dos fatos supracitados, podemos perceber como a escassez de estudos
morfolégicos robustos, e fotografias acompanhadas de escala, limitam nossa compreensdo da
biodiversidade de cirripédios e outros animais. Os poucos registros de N. kolosvaryi e N.
hentscheli impedem maiores generalizacGes acerca da validade taxonémica dessas espécies.
Futuras publicacbes, acompanhadas de descricdo morfologica/morfométrica e fotografias,
possibilitardo comparacGes que demonstrem com mais clareza as diferencas morfolégicas entre
as espécies de Newmanella.

5.3.  Biologia molecular

O presente estudo é o primeiro a realizar o sequenciamento genético de espécimes de
Newmanella do litoral brasileiro. Através das analises para caracterizagdo molecular, pudemos
observar a variagdo do gene mitocondrial 12S de Newmanella. Os resultados mostraram que
Newmanella sp. nov. € molecularmente distinta de N. radiata e N. spinosus, com valores de

divergéncia de 7 e 10%, respectivamente. Apesar da quantidade de variacdo ainda ser um
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critério subjetivo para distinguir espécies, 0s resultados moleculares estdo de acordo com 0s
encontrados para a morfometria classica e geométrica. Além disso, Chan & Cheang (2016)
relataram 7% de divergéncia evolutiva entre N. spinosus e N. radiata. E, aliada a morfologia,
0s autores consideraram tal divergéncia suficiente para classificar N. spinosus como uma nova
espécie (Chan & Cheang, 2016). Isso evidencia como a caracterizagdo morfoldgica continua
indispensavel para o estudo taxonémico, pois tais se complementam.

O baixo namero de espécies de Newmanella caracterizadas molecularmente, aliado a
inexisténcia de sequéncias depositadas no GenBank para N. kolosvaryi e N. hentscheli, € um
fator limitante para realizar a identificagdo desse grupo pelas analises moleculares. Todavia,
apesar da semelhanca da carapaca entre as espécies, com a caracterizacdo molecular foi
observado clara distincdo de Newmanella sp. nov. em relacéo as sequéncias genémicas de N.
radiata e N. spinosus. Isto indica que investir maiores esforgos para caracterizar geneticamente
espécimes de Newmanella seria valioso para maior precisdo na definicdo taxonémica desses
animais.

O DNA barcoding foi proposto por Hebert (2003a) como solugéo para identificacao de
especies. Existem trabalhos publicados que utilizaram apenas a caracterizacdo molecular para
a classificagdo de taxons (Schubart et al., 2000; Ward et al., 2005; Feng et al., 2011). Ebach &
Holdrege (2005) afirmam que utilizar somente critérios moleculares para classificar espécies
ndo € a proposta do barcoding. Quando esses critérios ndo sao acompanhados da morfologia,
frequentemente observamos erros de identificacdo. Cawthorn et al. (2012), depois de avaliarem
diferentes marcadores moleculares para identificacdo de espécies de peixes, concluiram que
sequéncias do gene 12S e 16S rRNA foram adequadas para identificacdo das espécies
examinadas a nivel de género. Porém, os autores relataram que, para identificacdo a nivel
especifico, esses marcadores foram pouco Uteis para fornecer uma identificacdo clara.
Whitworth et al. (2007) demonstraram que o marcador citocromo c oxidase | (COI) nédo foi
eficaz para identificagcdo de 60% das 12 espécies congéneres de borboletas avaliadas.

No presente estudo vimos que combinar descricdes morfologicas e moleculares,
especimes depositados formalmente em museus, fotografias, localidade tipo e outras
informagdes, € um bom caminho a ser seguido para atingir maior sucesso nas inferéncias
taxonémicas. O barcoding é importante no sentido de complementar e reforcar a validade dos
taxons existentes, e € importante frisar que ndo devemos usar essa técnica como substituta do
sistema de classificacdo de Linnaeus. Isto pois ndo encontramos marcadores moleculares que

sejam totalmente eficazes para as mais variadas espécies existentes. Ao invés de refutar a
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abordagem morfolégica da taxonomia, o barcoding a complementa e serve como uma técnica
para confirmar os tdxons conhecidos. A partir dos resultados expostos, observamos que ambas
técnicas sdo fundamentais para o entendimento da biodiversidade e da relacdo entre os grupos.
Até porque, na maior parte da historia da ciéncia, estudiosos utilizaram apenas a morfologia
para criar e sugerir a maioria dos grupos que conhecemos hoje.

5.4.  Area de ocorréncia

No litoral brasileiro podemos observar ampla distribuicdo de Newmanella sp. nov., que
ocorre do Nordeste até o Sul do Brasil. Young (1991) comenta que N. radiata (=Newmanella
sp. nov.), parece ser rara para o litoral brasileiro, e adverte sobre a auséncia de registros ao norte
do Espirito Santo, sugerindo uma distribuicdo disjunta para essa espécie entre o Sudeste do
Brasil e o Caribe. Recentemente, a area de ocorréncia para essa espécie foi ampliada para o
litoral brasileiro (Severino & Resgalla Jr., 2005; Farrapeira, 2009; Farrapeira, 2010; Kléh et al.,
2013), indicando que essa espécie € mais comum ao nosso litoral do que Young (1991, 1995)
achava. Além disso, com o estudo da ecologia reprodutiva de Newmanella sp. nov. feito por
Santana (2016) num periodo de 2 anos, podemos perceber que se trata de uma espécie comum
na regidao e com reproducdo continua na Baia da Ribeira, Angra dos Reis — RJ.

Nas analises moleculares e morfolégicas, foi indicado que os espécimes de Newmanella
coletados em Curacao sdo Newmanella sp. nov., indicando que a distribuicdo da espécie se
estende de Curacao a Santa Catarina, Brasil. A despeito da nova espécie ocorrer em Curacao,
ndo existem registros de ocorréncia do género entre o estado da Paraiba (8°S) e a Guiana (8°
N). A auséncia de registros para as latitudes acima de 8°S néo significa que a distribuicdo seja
disjunta, pois pode haver populacdes ndo amostradas devido a caréncia de estudos nessas
regibes. Como observado para outras espécies de Cirripedia, muitas apresentam uma
distribuicdo do Caribe ao Brasil como: Chthamalus proteus Dando & Southward, 1980, e
Amphibalanus eburneus (Gould, 1841), que ocorrem no Golfo do México, Caribe e Brasil
(Dando & Southward, 1980; Southward et al., 1980; Southward et al., 1998; Zabin et al., 2007,
Carlton et al. 2011).

No Panama podemos encontrar trés espécies do grupo ocorrendo em simpatria: N.
radiata, N. kolosvaryi e N. hentscheli. Vale ressaltar que o Panamé ¢é o Unico local onde N.
kolosvaryi foi encontrada. Assim, a sobreposi¢do na ocorréncia das trés espécies no Panama,
somado ao Unico registro de N. kolosvaryi, e a semelhanca entre as trés espécies despertam
ainda mais interesse sobre sua validade taxondmica. Ademais, ao compararmos a morfologia

das placas operculares dessas trés espécies pudemos observar bastante semelhanca. Tais fatos
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reforcam a instabilidade taxondmica de Newmanella, e é possivel que estudos futuros
demonstrem que as relacdes desses tdxons sdo diferentes das estabelecidas atualmente.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

E indicado que N. radiata do Brasil é sindnimo junior de Newmanella sp. nov., e que N.
radiata ndo ocorre no Brasil, mas esta restrita as provincias caribenhas. Foi demonstrado que
ferramentas de morfometria classica e geométrica sao valiosas para discriminacdo dos membros
de Newmanella. Mesmo com o baixo nimero amostral de algumas espécies.

O uso de marcadores moleculares de forma isolada ndo é um substituto para a
taxonomia, pois a abordagem morfologica fornece conhecimento acerca dos organismos e o
reconhecimento de um limite taxondmico, muitas vezes subjetivo, é mais bem definido quando
avaliado pelo prisma de diversas areas do conhecimento como a biologia molecular, morfologia
e ecologia.

A distribuicdo dessas espécies demonstrada na literatura ainda esta distante de
contemplar a realidade. Isto é observado pela escassez de estudos sobre sua identificacdo,
descricdo e distribuigdo. S&o necessarios mais estudos para uma caracterizacéo adequada de sua
area de ocorréncia. O baixo nimero de espécimes de N. radiata, N. kolosvaryi e N. hentscheli
sdo fator limitante para maiores generalizacdes sobre o status taxondmico dessas espéecies. Mais
analises, com maiores conjuntos amostrais e uma variedade de organismos com tamanhos
distintos tornardo mais claro o entendimento das mudancgas ontogénicas que ocorrem com a

forma desse grupo.
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