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Resumo

Espécies cripticas constituem um desafio ao conhecimento da biodiversidade e
tem sido tema de um niimero cada vez maior de estudos nos ultimos anos. O género
Xiphopenaeus por 90 anos teve reconhecidamente duas espécies, Xiphopenaeus kroyeri
no Atlantico e Xiphopenaeus riveti, no Pacifico. Contudo, nos ultimos 20 anos, a
taxonomia do género tem passado por grandes reviravoltas, com a sinonimizac¢do das
duas espécies em 1997 com base em dados morfologicos, tornando o género
monotipico, com X. kroyeri como a Unica espécie valida. E nos ultimos dez anos além
da revalidacdo de X. riveti baseada em dados moleculares, a existéncia de na verdade,
duas espécies cripticas no Atlantico, veio a tona. Assim, o presente estudo averiguou
utilizando ferramentas moleculares (os genes mitocondriais Citocromo ¢ Oxidase
Subunidade I e 16S rDNA) e morfologicas, o possivel nimero de espécies constituintes
do género Xiphopenaeus, e quais caracteres morfologicos podem ser utilizados na
identificacdo destas. Foram analisados individuos provenientes de 16 localidades nos
oceanos Atlantico e Pacifico. Foi detectada a divisdo dos individuos analisados em
cinco grupos, trés no Atlantico, aqui denominadas a principio de Al, A2 e A3 e dois no
Pacifico, P1 e P2, os quais pelas divergéncias genéticas observadas em ambos os
marcadores empregados, mostraram-se constituir cinco diferentes espécies. Tal divisao
foi suportada pelas demais analises empregadas (analises filogenéticas, Amova, rede de
haplotipos). As fotografias obtidas por meio da microscopia eletronica de varredura dos
caracteres sexuais secundarios dos machos mostraram diferencas morfologicas
substancias capazes de separar quatro das cinco espécies detectadas nas analises
moleculares (uma vez que nao foram encontrados machos do grupo P2). A analise
comparativa com o holotipo de Xiphopenaeus kroyeri mostrou que espécie corresponde

ao grupo Al detectado no presente estudo, e que A2 e A3 sdo novas espécies a serem
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descritas. Por fim, valores significativos de Fst foram encontrados entre as populagdes
de Al, porém sem um padrdo geografico, enquanto as demais espécies do Atlantico
parecem ser panmiticas, e sinais de expansdo demografica recente e desvios da selecdo

neutra foram detectados nas trés.

Palavras chave: Dendrobranchiata, espécies cripticas, identificacdo molecular,

microscopia eletronica de varredura, fluxo génico.

11



Carvalho-Batista, A. 2017

Abstract

Cryptic species comprise a challenge to the knowledge of biodiversity, and they
have been increasingly studied in past recent years. For 90 years, the genus
Xiphopenaeus had recognized two species: Xiphopenaeus kroyeri, in the Atlantic, and
Xiphopenaeus riveti, in the Pacific. In the last 20 years, however, the taxonomy of the
genus has been changed; the synonymization of the species in 1997, based on
morphological characters, turned the genus monotypic, with X. kroyeri as the only valid
species. In the last decade, besides the revalidation of X. riveti based on molecular data,
the existence of two cryptic species in the Atlantic came to light. Thus, the present study
aimed to verify, using molecular (the mitochondrial genes Cytochrome Oxidase Subunit
I and 16S rDNA) and morphological tools, how many species comprise the genus
Xiphopenaeus, and which morphological characters can be used for their reliable
identification. Individuals from 16 localities in Atlantic and Pacific oceans were
analyzed. A structuration of the analyzed individuals into five groups was observed,
three from the Atlantic (A1, A2 and A3) and two from the Pacific (P1 and P2). The
genetic divergence observed indicates the existence of five different species. Such
structuration was also supported by the phylogenetic analyzes, AMOVA and haplotype
network. The images obtained by scanning electronic microscopy of secondary sexual
characters of males showed morphological differences reliable enough to discriminate
four of five species detected by molecular analyzes (there were no males from P2). The
comparative analyzes of the holotype of Xiphopenaeus kroyeri showed that the
specimen corresponds to Al group, and A2 and A3 are new species to be described.
Finally, statistically significant Fst values were found among A1 populations, although

without a clear geographic pattern. The other species from Atlantic seems to be
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panmictic, with recent demographic expansion and deviation of neutral selection been

observed for the three species.

Key words: Dendrobranchiata, cryptic species, molecular identification, scanning

electronic microscopy, gene flow.
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1. Introducao

Sao consideradas cripticas quando duas ou mais espécies sdo classificadas como
uma unica, devido a sua similaridade morfologica (Bickford et al., 2007).
Principalmente devido ao desenvolvimento de métodos moleculares, as pesquisas
envolvendo espécies cripticas tém aumentado nas ultimas duas décadas (Pfenninger &
Schwenk, 2007), demonstrando que elas podem ser mais comuns no reino animal do
que se pensava (Trontelj & Fiser, 2009). Sua propor¢do na natureza ainda ndo ¢
totalmente conhecida, contudo, esta parece similarmente distribuida entre os mais altos
niveis taxonémicos no reino animal e entre as regides biogeograficas (Pfenninger &
Shwenk, 2007).

Uma suposi¢do comum, porém nem sempre correta, ¢ que espécies cripticas sdo
frutos de especiagdo muito recente, e os caracteres morfoldgicos diagnosticos ainda ndo
tiveram tempo de evoluir (Bickford et al., 2007). Estudos em diferentes taxons, como
peixes 0sseos, anfipodes e copépodes tém mostrados que espécies cripticas podem
apresentar divergéncias consideravelmente antigas, sendo a similaridade mantida por
estase morfoldgica (Colborn et al., 2001; Rocha-Olivares et al., 2001; Léfubere et al.,
2006).

As recentes descobertas de espécies cripticas tém levado a mudangas de
paradigmas em ecologia, com espécies anteriormente consideradas generalistas sendo
descobertas como complexos de espécies especialistas (Hebert et al., 2004a; Blair et al.,
2005; Stireman et al., 2005; Santos et al., 2014). Similarmente, relacdes consideradas
espécie-especifico mostraram, na verdade, envolver mais uma espécie (Molbo et al.,
2003).

A maioria das informacdes processadas pelo cérebro humano € visual, o que

explica porque caracteres morfoldgicos sdo mais proeminentes em nossas classificagdes
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do mundo natural do que os quimicos, auditivos e comportamentais (Bickford et al.,
2007). Espécies cripticas sdo aparentemente comuns naqueles tipos de organismos em
que o olfato ¢ muito mais desenvolvido do que a visdo. Embora as diferencas sejam
invisiveis ao olho humano, essas espécies sdo evidentemente ndo similares entre si.
Assim, espécies cripticas sdo aparentemente mais raras em organismos nos quais a visao
tem maior papel na reproducdo (Mayr, 1963).

A ocorréncia de espécies cripticas tende a ser maior em taxons marinhos, uma
vez que, os taxonomistas raramente tem a chance de observar esses organismos em vida
e, consequentemente, existe uma lacuna no conhecimento sobre seu comportamento
(Knowton, 2000). Além disso, organismos marinhos geralmente dependem de sinais
quimicos para o reconhecimento de gametas e selecdo sexual e variagdes
interespecificas nessas caracteristicas raramente levam a um trago morfologico visivel
(Palumbi, 1994; Stanhope, 1992). Apesar disso, diversos grupos marinhos, como o0s
crustaceos decdpodes tem sua identificagdo baseada principalmente em caracteres
morfoldgicos que podem ser reconhecidos em espécimes preservados (McLaughlin et
al., 1982).

Um exemplo da problematica envolvendo espécies cripticas ¢ verificado no
camardo peneideo Xiphopenaeus Smith, 1869. Esse género foi descrito em 1869 com a
espécie tipo Xiphopeneus hartii Smith, 1869 a partir de exemplares do sul da Babhia.
Posteriormente esta espécie tornou-se sinénimo junior de Penaeus kroyeri Heller, 1862,
descrita para o Rio de Janeiro, passando entdo ao nome de Xiphopeneus kroyeri (Heller,
1862). Esta ultima foi a tnica espécie conhecida para o género até¢ 1907, quando foi
entdo foi descrito Xiphopeneus riveti Bouvier, 1907 para a costa do Peru. Em 1969, por
decisdo do International Commission on Zoological Nomenclature (Opinion 864) o

género passou a se chamar Xiphopenaeus.
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Ha algumas controversas na literatura sobre a validade de X riveti.
Considerando esta como valida, o género contaria com duas espécies, uma em cada
costa das Américas, sendo X. kroyeri, no Atlantico, com distribui¢do geografica da
Carolina do Norte, EUA, até Rio Grande do Sul, Brasil (Costa et al., 2007b) e X. riveti
no Pacifico com a distribuigdo geografica se estendendo de Sinaloa, México até Paita,
Peru (Perez-Farfante, 1970).

As duas espécies sdo extremamente similares. Burkenroad (1934) sugeriu que X.
riveti fosse apenas uma variedade de X. kroyeri. Dall et al. (1990) apontaram ambas
como exemplo de espécies irmas. Perez-Farfante & Kensley (1997), em sua revisdo da
infraordem Dendrobranchiata, consideraram X. riveti sindnimo junior de X. kroyeri
devido a auséncia de diferencas morfologicas significativas. O género também ¢
considerado monotipico, tendo apenas X. kroyeri como espécie valida, por De Grave &
Fransen (2011), no “Carideorum Catalogus”.

No entanto, Gusmao et al. (2006) por meio de dados moleculares, utilizando o
PCR/RFLP, Polimorfismo de Isoenzimas e sequéncias do gene Citocromo ¢ Oxidase
Subunidade I, propuseram ndo s6 a revalidacdo de X. riveti, como também, que X
kroyeri trata-se, na verdade, de duas espécies no Atlantico. Contudo, tais autores ndo
apresentaram os caracteres morfologicos que pudessem ser usados para a identificacdo
de cada uma delas. De acordo com tais autores, é provavel que, as duas espécies de
Xiphopenaeus do Atlantico ocorram em abundancias diferentes e estejam sujeitos a
pressodes pesqueiras distintas.

Outros dois trabalhos (Francisco, 2009; Pierjorge et al., 2014) utilizando técnicas
moleculares, corroboraram também a existéncia de duas espécies do género
Xiphopenaeus no Atlantico, e o segundo, a validade de X. riveti no Pacifico. Contudo, o

levantamento bibliografico realizado durante o presente estudo mostrou que somente
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nos ultimos dez anos, ou seja, apos a detecg@o das espécies cripticas de Xiphopenaeus
no Atlantico, pelo menos 40 artigos foram publicados abordando biologia populacional,
ecologia, biologia pesqueira, fisiologia e toxicologia, além de mais 13 artigos sobre a
fauna acompanhante da pesca, todos considerando X. kroyeri, como uma unica espécie.
Isso se deve, provavelmente, a falta de caracteres morfoldgicos para a identificacdo das
duas espécies. E nessa ultima década, trabalhos buscando encontrar diferencas
morfologicas que pudessem separar as duas espécies cripticas do Atlantico ou
diferencia-las claramente de X riveti, também ndo foram realizados, tampouco
trabalhos investigando a possibilidade da existéncia de espécies cripticas também no
Pacifico.

Xiphopenaeus kroyeri sensu lato destaca-se como segundo recurso pesqueiro
mais importante da regido sudeste brasileira, sendo o camardo mais explorado pela
pesca no estado de Sdo Paulo (D’Incao et al., 2002; Castro et al., 2005). Além disso,
representa cerca de 40% do total das capturas de camardo na costa brasileira (MMA &
IBAMA, 2008), chegando a corresponder algumas vezes a 90% da biomassa de
camardes capturados em aguas rasa (profundidades menores que 20 m) (Costa, 2002;
Fransozo et al., 2002; Pantaledo et al., 2016; Costa et al., 2016). Durante a década de
1980 e inicio da década de 1990, a biomassa média capturada da espécie foi de 10000
t/ano, sofrendo uma grande diminuigdo nos anos seguintes, entre 2000 e¢ 2012 os
desembarques ficaram entre 640 ¢ 3180 t/ano (D’Incao et al., 2002, Instituto de Pesca
2013).

A correta identificacdo das espécies ¢ fundamental para o conhecimento da
biodiversidade e para elaboracdo de planos de manejo e conservagdo (Perez-Farfante,
1998; Bortolus, 2008). Recentemente a juncdo de técnicas moleculares a analise

morfologica detalhada de estruturas reprodutivas tem se mostrado eficaz na resolucdo
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de problemas taxondmicos e na diferenciacdo e descricdo de espécies cripticas de
crustaceos decapodes (Magalhdes et al., 2016; Tavares & Gusmao, 2016).

Dentre os diversos marcadores utilizados na identificagdo molecular, destacam-
se os genes mitocondriais, especialmente o Citocromo ¢ Oxidase Subunidade I (COI) e
0 16S rDNA. O genoma mitocondrial possui algumas vantagens em relagdo ao nuclear,
como por exemplo: taxas de mutagdo mais rapidas, auséncia de introns, grande nimero
de copias em cada célula e heranca quase exclusivamente materna, sem recombinagdo
(Brown et al., 1979; Ballard & Whitlock, 2004; Ballard & Rand, 2005; Avise, 2009;
Hickerson et al., 2010).

Diante disso, um fragmento da extremidade 5’ do gene mitocondrial Citocromo
¢ Oxidase subunidade I foi escolhido para a técnica DNA Barcoding, a qual propde a
padronizagdo de um tnico trecho do DNA para diferenciar todas, ou pelo menos a
maioria, das espécies animais (Hebert et al., 2003). A técnica tem como fundamento
central o fato de que a variagdo genética observada entre os individuos de uma mesma
espécie (variagdo intraespecifica) ¢ menor do que a variagdo genética encontrada entre
diferentes espécies (variagdo interespecifica) (Hebert et al., 2003, 2004ab). Essa
diferenga entre as variagdes intra e interspecificas, chamada de Barcoding gap, fornece
o meio para a diferenciacdo entre espécies (Hebert et al., 2004b; Waugh, 2007).

O gene mitocondrial 16S rDNA, consiste em um gene estrutural
bastante utilizado para a determinagdo das relagdes evolutivas entre os animais, tanto
antigas quanto recentes (Kim & Abele, 1990; Schubart et al., 2000). O transcrito deste
gene, em associacdo com proteinas, forma uma estrutura que corresponde a subunidade
maior dos ribossomos mitocondriais (Schubart et al., 2000). O uso desse gene em
estudos sobre decapodes ¢ frequente, uma vez que, esse tem se mostrado um importante

marcador interespecifico (Mantelatto et al., 2007; Rossi & Mantelatto, 2013; Magalhaes
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et al., 2016) e também devido a grande disponibilidade de primers desenvolvidos
(Schubart et al., 2000).

Ademais, o gene COI tem sido usado com sucesso na detec¢do de estruturagao
populacional em crustaceos decapodes marinhos (Aoki et al., 2012; Titus & Daly, 2015;
Rodriguez-Rey et al., 2016). A estruturagdo genética populacional, ou
seja, a forma como a variabilidade genética esta distribuida entre e dentro de populagdes
de uma determinada espécie, € o resultado direto da interacdo entre as forgas evolutivas
(selecdo, deriva, mutacdo e migracdo). Os niveis de diversidade genética
intra e interpopulacional de uma espécie estdo relacionados a qual dessas forgas
evolutivas tem efeito predominante em um determinado contexto ecoldgico (Turchetto-
Zolet et al., 2013).

O entendimento da estruturacdo genética das populagdes ¢ um componente
importante para o sucesso ¢ a sustentabilidade do manejo, em longo prazo, dos recursos
pesqueiros (Hillis et al., 1996). Estratégias de manejo sdo geralmente designadas
visando a manutencdo dos niveis maximos de diversidade genética dentro das
populacdes, baseando-se na premissa que com altos niveis de variagdo genética as
populacdes teriam maiores chances de resistir a mudangas ambientais (Schubart &
Huber, 2006).

Xiphopenaeus kroyeri ja teve sua estruturacdo populacional estudada em parte
da costa brasileira por Voloch & Sole-Cava (2005) em que os autores utilizaram as
aloenzimas, por Martinelli-Lemos et al. (2014) utilizando a regido VNTR do DNA em
populacdes do Norte e Nordeste do Brasil e Marques (2015) utilizou os genes
mitocondriais no intuito de comparar as populacdes do sul e sudeste brasileiro e da
Venezuela. Contudo, tais estudos foram restritos a um baixo numero de localidades,

compreendendo apenas pequenas por¢oes da distribuicao de Xiphopenaeus kroyeri.
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O estudo de Gusmao et al. (2006), foi o Unico a investigar a estruturagao
populacional das duas possiveis espécies cripticas de Xiphopenaeus kroyeri do
Atlantico, sendo o trabalho que cobriu a maior extensdo dentro de sua distribuigdo
geografica, embora ndo tenham sido incluidas localidades da América do Norte. Até o
momento nao ha estudos genéticos em que tenham sido incluidos individuos
provenientes de mais de uma localidade do Pacifico, ou seja, estruturacdo genética entre
as populacgdes de Xiphopenaeus riveti ainda ¢ totalmente desconhecida.

Assim, um estudo abrangendo uma maior extensdo geografica dentro da
distribuicdo do género (incluindo Oceano Pacifico) e que considere a presenca de
possiveis espécies cripticas, ainda se faz necessario. Ademais o uso de diferentes
marcadores moleculares dificulta a comparagdo entre os resultados dos estudos

realizados até o momento.



6. Conclusao

O presente estudo mostrou que o género Xiphopenaeus ¢ composto por pelo
menos cinco espécies, sendo trés delas encontradas no Atlantico e duas no Pacifico. Tal
afirmacdo é suportada tanto por resultados moleculares quanto pela ultraestrutura dos
caracteres sexuais secundarios dos machos. Pela primeira vez, se propde evidéncias
morfologicas para a identificagdo das espécies do género, principalmente as do
Atlantico. A distribuicdo geografica das espécies encontradas no Atlantico se sobrepde,
sendo que a espécie encontrada em maior quantidade de individuos e em mais
localidades corresponde a X. kroyeri sensu stricto, enquanto as outras duas, registradas
em menores abundancias, sdo novas espécies a serem descritas. As trés espécies
apresentaram sinais de desvios do equilibrio demografico, sendo que apenas em
Xiphopenaeus kroyeri sensu stricto foram verificados valores significativos de Fst entre
populagdes de diferentes localidades, embora sem apresentar um padriao geografico
claro. Mais estudos sdo necessarios para delimitagdo correta da distribui¢do geografica
das espécies do Pacifico, bem como a verificacdo de qual delas corresponde realmente a
X. riveti, embora pela proximidade com a localidade tipo (Peru) é bem provavel que este

se trate do grupo P1 obtido no presente estudo.
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