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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.
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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 sao
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

14



Carvalho-Batista, A. 2017

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

16



Carvalho-Batista, A. 2017

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 estruturagdo
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 forcas 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 Gusmaio et al. (2006), foi o Unico a investigar a estruturagdo
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 nio tenham sido incluidas localidades da América do Norte. Até o
momento ndo had estudos genéticos em que tenham sido incluidos individuos
provenientes de mais de uma localidade do Pacifico, ou seja, estruturagdo 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 presenga 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.

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Devido ao conflito de informacdes existentes na literatura sobre o status
taxondmico de Xiphopenaeus kroyeri, e a possibilidade dos estudos realizados sobre a
espécie estarem incorrendo em erros, por considerarem como uma, o que na verdade
pode se tratar de um complexo de espécies, o presente estudo é tem como objetivo geral
utilizar ferramentas moleculares e morfoldgicas para responder as seguintes perguntas:

O género Xiphopenaeus ¢ mesmo monotipico como proposto por Perez-Farfante
& Kensley (1997), ou pode ser constituido por duas ou mais espécies, como apontado
por estudos mais recentes? E no caso do género ser composto por mais de uma espécie,

existe algum caracter capaz de diferencia-las?
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2.2 Objetivos especificos

Para alcancar os objetivos gerais os seguintes objetivos especificos foram:

- Verificar a identidade taxondomica de cada um dos individuos analisados de
Xiphopenaeus, coletados tanto Atlantico como no Pacifico, por meio da analise dos
genes COl e 16S rDNA.

- Comparar a morfologia dos individuos de Xiphopenaeus utilizados nas analises
moleculares, tanto por meio de caracteres tradicionalmente utilizados na taxonomia do
grupo, como também da ultraestrutura dos caracteres sexuais secundarios, em busca de
diferengas que possam servir para diferenciacdo das espécies do género.

- Uma vez detectadas diferencas entre as espécies cripticas do género no
Atlantico, realizar a comparagdo com o holdtipo de Xiphopenaeus kroyeri, a fim de
checar qual delas realmente se trata da espécie descrita por Heller (1862).

- Uma vez detectadas duas ou mais espécies para o género, investigar a
distribuicdo de cada uma delas, bem como descrever a distribui¢do da diversidade

genética e sua estruturacdo populacional utilizando o gene COI como marcador.

3. Material e Métodos

3.1 Obtencao dos espécimes

Foram obtidos espécimes de 16 localidades, sendo 14 do Atlantico e duas do
Pacifico (Tabela 1, Figura 1). Grande parte dos espécimes analisados estava depositada
na Colecdo de Crustaceos do Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo

(CCDB/FFCLRP/USP).

21



Carvalho-Batista, A. 2017

Outros exemplares foram adquiridos por meio de coletas de arrasto realizadas
pelos membros do Laboratério de Biologia de Camardes Marinhos e de Agua Doce
(LABCAM), em Baia Formosa (Rio Grande do Norte, Brasil), Macaé (Rio de Janeiro,
Brasil), Ubatuba e Cananéia (Sao Paulo, Brasil) e Penha (Santa Catarina, Brasil) e do
Laboratério de Bioecologia e Sistematica de Crusticeos (LBSC) em Maragogi
(Alagoas, Brasil). Esses animais foram entdo armazenados em alcool etilico 80%, e,
posteriormente, depositados na CCDB/FFCLRP/USP. Adicionalmente foram incluidos
nas analises espécimes provenientes de empréstimos de colegdes cientificas: Museu da
Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (MCP); Instituto de Pesquisas
Cientificas e Tecnologicas do Estado do Amapéa (IEPA), Coleccion Nacional de
Crustaceos, Universidad Autonoma de Mexico (CNCR) e doag¢des de tecidos e
exemplares de instituicdes cientificas: Zoological Collection of the University of

Louisiana, Lafayette, EUA (ULLZ).
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Tabela 1 - Relagdo de espécimes do género Xiphopenaeus utilizados nas analises
moleculares. CCDB: Colec¢ao de Crustaceos do Departamento de Biologia da Faculdade
de Filosofia, Ciéncias ¢ Letras, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, Brasil;
CCLC: Colegéo de Crustaceos do Laboratério de Biologia de Camardes Marinhos e de
Agua Doce, Faculdade de Ciéncias, Universidade Estadual Paulista, Bauru, Brasil;
CNCR: Colecciéon Nacional de Crustaceos, Universidad Autonoma de México; IEPA:
Instituto de Pesquisas Cientificas ¢ Tecnologicas do Amapa, Brasil; MCP: Museu de
Ciéncia e Tecnologia da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul; ULLZ:
Zoological Collection of the University of Louisiana, Lafayette, EUA

Genbank Accession number

Oceano Localidade Colecio
CO1 16S
Galveston, Texas, EUA, ULLZ 9900 KY449152- 154 KY449075
Tabasco, México CCDB 5461 KY449141-149 -
Carmen, Campeche, México, CNCR 2830 KY449150-051 -

Oiapoque, Amapa, Brasil

IEPA 1617 - 1618

KY449136-137

KY449072, KY449076

Vigia, Para, Brasil MCP 2024 KY449138-140 KY449073
Baia Formosa, Rio Grande do Norte, Brasil CCDB 5337 KY449091-099 KY 449066
Maragogi, Alagoas, Brasil CCDB 5338 — 5847 KY449112-129 KY449074
Atlantico
Aracaju, Sergipe, Brasil CCDB 5246 KY449086 KY449068
Marataizes, Espirito Santo, Brasil CCDB 3985 KY449103-106 -
Macaé, Rio de Janeiro, Brasil CCDB 5339 KY449100-102 KY449069
Ubatuba, Sao Paulo, Brasil CCDB 5018-5019 KY449078-085 KY449065
Santos, Sdo Paulo, Brasil CCDB 3663 KY449107-111 -
Cananéia, Sdo Paulo, Brasil CCLC 0418 KY449130-135 -
Penha, Santa Catarina, Brasil CCDB 5292 KY449087-090 KY449067
Tehuantepec, Oaxaca, México CCDB 0171 KY449160 KY449070
Pacifico
Sierpe, Puntarefias, Costa Rica CCDB 5247 KY449155-159 KY449071
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Figura 1 — Mapa com as localidades de procedéncia dos individuos do género
Xiphopenaeus utilizados nas analises. 1 — Galveston, Texas, Estados Unidos; 2 —
Tabasco, México; 3 — Carmen, Campeche, México; 4 — Oiapoque, Amapa, Brasil; 5 —
Vigia, Para, Brasil; 6 — Baia Formosa, Rio Grande do Norte, Brasil, 7 — Maragogi,
Alagoas, Brasil; 8 — Aracaju, Sergipe, Brasil; 9 — Marataizes, Espirito Santo, Brasil; 10
— Macaé, Rio de Janeiro, Brasil, 11 — Ubatuba, Sdo Paulo, Brasil; 12 — Santos, Sdo
Paulo, Brazil; 13 — Cananéia, Sdo Paulo, Brasil; 14 — Penha, Santa Catarina, Brasil; 15 —
Tehuantepec, Oaxaca, México; 16 — Sierpe, Puntarefias, Costa Rica.
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3.2 Obtencao dos dados moleculares

3.2.1 Extraciao de DNA

Em cada lote foram selecionados, quando possivel, dez individuos para extragao
de DNA. O DNA gendmico foi extraido do tecido muscular do abdome dos exemplares
selecionados. Dois métodos distintos para obtengdo do material genémico foram
empregados, a extracdo salina e a extragdo utilizando Chelex® 100 — Molecular Biology
Grade Resin.

Para o primeiro tipo, o tecido retirado foi inicialmente incubado por 48 h em 600
pl de tampao de lise a 65°C adicionado de 200 pl de proteinase K (500 pg/ml). Em
seguida, o tecido remanescente foi macerado quando necessario e as proteinas foram
separadas e removidas pela adicdo de 200 pl acetato de amdnio (7,5 M) seguida por
centrifugacdo (14000 rpm a 18°C) por 10 minutos. Posteriormente, o DNA foi
precipitado pela adigdo de 600 pl isopropanol resfriado (-20°C) seguido de
centrifugacdo (14000 rpm a 18°C) por 10 minutos ¢ armazenado em baixa temperatura
(-20°C). Por fim, apds no minimo 24 horas de descanso, o residuo (pellet de DNA)
resultante foi lavado com etanol 70%, liofilizado e ressuspendido em 20 pl tampao TE.
Para o segundo tipo, uma suspensio de 5% de Chelex® foi adicionada ao
tecido, assim como 10 pl de proteinase K (20mM). Em seguida, a extracdo
foi incubada por 12 horas a 55°C. Terminado este periodo e a fim de cessar a atividade
da proteinase K, a temperatura foi elevada a 95°C por 3 minutos. Posteriormente, depois
de uma centrifugag@o por 3 minutos a 14000 rpm, todo o sobrenadante contento o DNA
foi transferido para outro tubo. Finalizados ambos os métodos de extragdo, a
concentragao e a qualidade do DNA extraido foram analisados por espectrofotometria

no NanoDrop 1000®. Esse procedimento permitiu adequar a concentragdo do DNA
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extraido a concentragdo necessaria para a realizacdo da amplificagdo dos genes de

interesse pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) (Sambrook et al., 1989).

3.2.2 Amplificacio dos genes

As amplificagdes de aproximadamente 700 pares de bases do gene Citocromo
Oxidase Subunidade I (COI) e aproximadamente 550 pares bases do gene 16S rDNA
foram realizadas pela reagdo de PCR em termocicladores AB (Applied Biosystem Life
Technologies) e PXE 0.2 Thermal Cycler (Thermo® Scientific). Para cada gene foram
utilizados conjuntos de primers especificos (Tabela 2).

Cada produto de PCR foi obtido por meio de uma reagdo de 25 pL, sendo 6,5 uLL
de H,O Mili-Q, 5 pL de betaina (5M), 4 uL de dNTPs (10mM), 3 puL de PCR Buffer
(10x), 3 pL MgCl,, 1 pL de primers (10-20 uM), 0,5 pL de Taq DNA Polimerase
(Thermo Fisher) (5U/ pL) e 1 uL de DNA (50 ng/uL).

A reagdo de amplificagdo do fragmento do gene COI, foi caracterizada por uma
desnaturagdo inicial a 94°C por 4 min, seguida de 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por
30s, anelamento dos primers a 40 - 46 °C por 30s e extensdo a 72°C por 1 min (apds as
amostras foram submetidas a uma extensdo final por 10 min a 72°C). Enquanto para
16S rDNA, foi caracterizada por desnaturagéo inicial a 94°C por 4 min, seguida de 40
ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30s, anclamento dos primers a 48 °C por 30s e
extensdo a 72°C por 1 min (apos as amostras foram submetidas a uma extensao final por
10 min a 72°C). Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% e fotografados com camera digital C-7070 da Olympus® em um

transiluminador UV Transilluminator M20 da UVP®.
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Tabela 2 - Primers utilizados na amplificagdo dos genes de interesse (COI: Citocromo
Oxidase Subunidade I e 16S rDNA) por meio da técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction).

Gene  Primer Sequéncia Referéncia
HCO1 5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’
Folmer et al., 1994
LCO1 5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTG-3”
COH6 5"-TADACTTCDGGRTGDCCAAARAAYCA-3’
COI Schubart & Huber, 2006
COL6b 5'- ACAAATCATAAAGATATYGG -3’

COIAH20 5'-GACCAAAAAATCAGAATAAATGTTG -3'
Mantelatto et al., 2016

COIAL20 5'-ACGCAACGATGATTATTTTCTAC-3'
16H9 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCAC-3’
16S Palumbi & Benzie, 1991
1619 5’-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’

3.2.3 Purificacio do produto de PCR

A purificacdo dos produtos de PCR foi feita com o kit SureClean Plus®
(Bioline). A adicdo ao produto de PCR ao mesmo volume de SureClean,
homogeneizagdo e incubagdo a temperatura ambiente por 10 min. Apos centrifugacao
por 15 minutos a 14000 rfc e descarte do sobrenadante, foi adicionado etanol 70% duas
vezes o volume da amostra e, posteriormente, misturado no vortex. Foi realizada a
centrifugacdo por 15 minutos a 14000 rcf, sendo o sobrenadante descartado e as
amostras secas em um Concentrator Eppendorf e resuspendidas em 15 pL de tampao
TE. A concentracdo e a qualidade do DNA amplificado e purificado foram analisados

por espectrofotometria no NanoDrop 1000®.

3.2.4 Sequenciamento do DNA

Apoés purificagdo e precipitagdo, os produtos das reagoes de PCR foram

sequenciados em sequenciador automatico ABI 3100 Genetic Analyzer® (Applied
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Biosystems Life Technologies), do Departamento de Tecnologia da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal, Universidade Estadual Paulista “Julio

de Mesquita Filho” (UNESP).

3.2.5 Edic¢ao das sequéncias

Todas as sequéncias foram analisadas pelo sequenciamento de ambas as fitas do
DNA e comparadas com sequéncias depositadas no GenBank. A edi¢do das sequéncias
e obtencdo das sequéncias consenso foram realizados no programa computacional
BioEdit 7.1.3.0 (Hall, 1999). Para identificacdo de possiveis similaridades entre as
sequéncias isoladas e sequéncias previamente descritas para outros organismos, as
sequéncias obtidas foram submetidas a buscas online, utilizando o programa BLASTn
(Altschul et al., 1990) através do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (USA), “website” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

Posteriormente, foram determinadas as sequéncias de aminoacidos deduzidos
para o gene COI, utilizando-se a plataforma on-line EMBOSS Sixpack
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_sixpack/), para verificar a presenca de cddons

de parada.

3.3 Analises de distancia genética

As sequéncias obtidas de ambos os genes de Xiphopenaeus foram previamente
editadas e alinhadas com auxilio dos programas Clustal W (Thompson et al., 1994) com
interface no Bioedit. Também foram incluidas no alinhamento as sequéncias de quatro
espécies de Dendrobranchiata, Farfantepenaeus paulensis (Pérez Farfante, 1967)
(Genbank Accession number KF783861, KY449062), Farfantepenaeus brasiliensis
(Latreille, 1817) (Genbank Accession number KF783862, KY449063) e Rimapenaeus

constrictus (Stimpson, 1874) (Genbank Accession number KF783863, KT959496),
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Belzebub faxoni (Borradaile, 1915) (Genbank Accession number KY449077,
KY449064) as quais foram utilizadas como grupo externo nas analises de distancia e
filogenética.

O modelo de substituicdo Kimura 2 pardmetro (Kimura, 1980) foi empregado
nos calculos das matrizes de distancia por ser o que apresenta melhor desempenho
quando as distancias genética sdo baixas (Nei & Kumar, 2000; Hebert et al., 2003). Os
dados das matrizes foram agrupados pelo método de Neighbor-Joining (NJ) (Saitou &

Nei, 1987), com auxilio do programa MEGA versao 5 (Tamura et al., 2011).

3.4 Analises filogenéticas

A andlise filogenética de Maxima Verossimilhanca entre os individuos de
Xiphopenaeus foi realizada utilizando o programa RAXML X-SEDE (Stamatakis, 2006)
na plataforma on-line CIPRES (Miller et al., 2010).

O método de Maxima Verossimilhancga tenta inferir a arvore evolutiva por meio
da busca da arvore que maximiza a probabilidade de observagdo dos dados, ou seja,
calcula a arvore com maior probabilidade de ocorréncia, podendo levar em consideragao
parametros como a taxa de substituicdo e frequéncia de bases, a partir de um modelo
evolutivo escolhido (Russo et al., 2010; Hall, 2011).

Todas as sequéncias de ambos os genes foram previamente testadas quanto a
saturagdo por meio do teste de saturacdo de Xia et al. (2003) implementado no software
DAMBE e, os alinhamentos foram submetidos a analise no software Gblocks
(Castresana, 2000; Talavera & Castresana, 2007) implementado online pelo Castresana
Lab, Animal Biodiversity and Evolution Program
(http://molevol.cmima.csic.es/castresana/index.html) para a remo¢ao de regides muito

variaveis.
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3.4.1 Datacao molecular

Utilizando-se os dados obtidos para o gene COI, foi realizada uma analise de
data¢do molecular por meio de Inferéncia Bayesiana, utilizando um reldgio molecular
estrito no programa Mr. Bayes (Ronquist et al., 2012) on X-SEDE na plataforma on-line
CIPRES (Miller et al., 2010). O modelo de substitui¢ao de nucleotideos foi HKY+G+I
(Hasegawa et al. 1985) selecionado pelo Bayesian Information Criterion, no software
jModelTest 2.1.4 (Darriba et al., 2012) A calibragdo do relogio foi realizada com base
na taxa de substitui¢do do gene COI (0,007 por milhdo de anos) baseada na taxa de
divergéncia de 1,4% por milhdo de anos estimada por Knowlton & Weigt (1998).As
analises foram realizadas com 50.000.000 geracdes com frequéncia de amostra a cada
1.000 geragdes, foram descontados o primeiro quarto de arvores (burn-in: 25%). A
qualidade da analise foi avaliada no software Tracer (Rambaut et al., 2014). As
topologias finais foram visualizadas e editadas no programa FigTree 1.4.3 (Rambaut,

2016).

3.5 Analises morfoldgicas comparativas

Foram realizadas andlises comparativas da morfologia externa dos individuos
utilizados nas analises moleculares. Essas andlises tiveram o intuito de buscar caracteres
que pudessem separar possiveis linhagens detectadas nas analises moleculares, bem
como as duas espécies anteriormente reconhecidas para o género, X. riveti e X. kroyeri.
Dessa forma, todos os individuos cuja identidade molecular pdde ser atestada foram
minuciosamente  analisados quanto a sua morfologia, utilizando uma
Estereomicroscopio Olympus SZX7. A busca de novos caracteres foi direcionada

através dos trabalhos de descricdo das espécies do género e outros voltados para sua a
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taxonomia (Heller, 1862; Smith, 1869; Bouvier, 1907; Burkenroad, 1934; Perez-

Farfante & Kensley, 1997).

3.6 Microscopia eletronica de Varredura

Para a microscopia eletronica de varredura (MEV), os caracteres sexuais
secundarios petasmas, apéndices masculinos (no caso dos machos) e télico (para as
fémeas), de individuos utilizados nas analises moleculares, foram selecionados. As
amostras foram desidratadas em alcool (100%) e submetidas ao ponto critico EMS 850,
por 30 minutos. Uma vez completamente secas, as amostras foram fixadas a suportes
metalicos e recobertas com ouro (5nm) no sputtering Danton Vacuum Desk II. Todas as
amostras foram analisadas e fotografadas no microscopio eletronico de varredura Jeol

SEM JSM 5410 em 15KV electron beam.

3.7 Analise morfolégica comparativa do holéotipo de Xiphopenaeus
kroyeri

O espécime hol6tipo, depositado no museu de Viena, coletado no Rio de Janeiro,
utilizado para a descricdo de Xiphopenaeus kroyeri por Heller em 1862 teve a
morfologia do petasma examinada por meio de fotografias retiradas pelo curador da

colegdo zooldgica Dr. Peter Dworschak.

3.8 Analises populacionais

3.8.1 Rede de haplétipos

As redes de haplotipos foram construidas pelo método de Median-Joining
no programa Network 5.0.0.0 (Bandelt et al., 1999). Como resultado é gerada uma rede,
na qual os haplotipos sdo conectados por um ao outro por um passo mutacional,

representado por um trago, € os haplotipos ndo amostrados sdo representados por
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pequenas circunferéncias pretas. Os haplétipos sdo representados por circunferéncias,

cujos tamanhos sdo proporcionais a sua frequéncia.

3.8.2 Analise de estrutura populacional: Analise de Variancia Molecular
(AMOVA)

A Analise de Varidncia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) foi
realizada com o intuito de estimar o grau de estruturacdo populacional genética,
considerando a variagdo em cada sitio nucleotidico separadamente entre os haplotipos e
utilizando o programa Arlequin v.3.5 (Excoffier et al,, 2005). O st se refere a
covariancia entre individuos dentro das localidades; o sc, a covaridncia entre
localidades dentro de um grupo e ct, a covariancia entre grupos. Com o objetivo de
obter um refinamento maior do nivel de estruturacdo genética, o Fst foi calculado
comparando pares de localidades (com amostragem superior a um individuo) dentro de
cada agrupamento identificado nas demais andlises (Analise de distancia, ou

filogenética, rede de haplotipos e AMOVA).

3.8.3 Estatistica descritiva

O numero de haplétipos (h), sitios polimoérficos (S), diversidade haplotipica
(Hd), diversidade nucleotidica (r) e numero médio de diferengas nucleotidicas (K)
foram calculados no software DnaSP v.4.10.9 (Rozas & Rozas, 1999). Tais valores
foram obtidos tanto para cada localidade amostrada, como para os grupos

identificados pelos métodos descritos anteriormente.

3.8.4 Testes de neutralidade

Desvios da neutralidade foram verificados por meio dos testes de neutralidade

D de Tajima e Fs de Fu conduzidos no programa Arlequin v.3.5 (Excoffier et al., 2005).
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O primeiro teste leva em consideragdo a diferenca entre as estimativas do pardmetro 0
(6 = 4Nep, onde Ne é o tamanho populacional efetivo e p é a taxa de mutagdo de uma
sequéncia), que pode ser utilizado para medir a quantidade de variacdo acumulada em
uma sequéncia (Tajima, 1989; Clark & Hartl, 2010). O parametro 6 pode ser calculado
com base no numero de sitios segregantes em uma amostra (os sitios nucleotidicos
na amostra que sdo ocupados por dois ou mais nucleotideos, representado por S) ou
no numero de diferencas de nucleotideos (os sitios nucleotidicos na amostra que

diferem entre pares de sequéncias individuais, representado por 7) (Tajima, 1989).

3.8.5 Mismatch distribution

A Mismatch distribution foi implementada no programa DnaSP 4.10.9 (Rozas &
Rozas, 1999). Mismatch distribution é uma avaliagdo do nimero médio de diferencas
par a par entre as sequéncias de DNA em uma amostra, a qual pode gerar padrdes
distintos em fun¢@o da historia demografica da populag@o. Espera-se que a distribuicao
seja bi ou multimodal em amostras extraidas de populagdes em equilibrio demografico
ou subdivisdo populacional enquanto a distribuicdo unimodal mostra populagdes que
passaram por recente expansdo ou contracdo demografica (Rogers & Harpending,

1992).

4. Resultados

Foi obtido um total de 83 sequéncias para o gene COI, resultando em um
alinhamento final de 596 pares de bases. O numero de sitios variaveis foi de 109, dos
quais 11 ocorreram na primeira base do codon, dois na segunda e 96 na terceira, sendo
que 93 dos sitios variaveis foram filogeneticamente informativos. A composi¢do

nucleotidica média foi: T=33,2%, C=21%, A=27,4%, G=18,3%. Adicionadas as
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sequéncias das quatro espécies do grupo externo o numero de sitios variaveis foi de 218,

sendo 157 filogeneticamente informativos.

Para o gene 16S foram obtidas 13 sequéncias, resultando num alinhamento final
de 529 pares de bases. Foram detectados 25 sitios variaveis, dos quais 16 foram
filogeneticamente informativos. A composi¢do nucleotidica média foi: T= 31%,
C=21,6%, A=34,7%, G= 12,8%. Adicionando as sequéncias das quatro espécies do
grupo externo, foram obtidos 179 sitios varidveis, dos quais 81 foram filogeneticamente

informativos.

4.1 Analises de distancia genética

A distancia genética para o gene COI dentro de Xiphopenaeus variou de 0 a
13,5%. Com relacdo aos grupos externos, as distancias variaram de 15,7 a 18,7% para
R. constrictus, de 20,8 a 25,9% para os camardes do género Farfantepenaeus e de 25,2
a 27,8% para B. faxoni. A distancia para o gene 16S dentro de Xiphopenaeus variou de
0 a 2,9%, a distancia para os grupos externos variou de 7,3 a 8,9% para R. constrictus,

de 18,4 a 22,8% para Farfantepenaeus spp. e de 35,4 a 38,1% para B. faxoni .

Baseando-se nas analises de divergéncia genética e nas de Neighbor-Joining
(Figuras 2 e 3) para ambos os genes, as sequéncias foram divididas em cinco grupos, a
saber: trés no Atlantico (Al, A2 e A3) e dois no Pacifico (P1 e P2). A distribuigdo

geografica dos cinco grupos pode ser visualizada na tabela 3.
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Tabela 3 — Grupos genéticos obtidos nas analises de distdncia com a sigla
correspondente a cada um deles e a distribui¢do geografica encontrada no presente
estudo.

Grupos genéticos (sigla) Distribuicio encontrada

Adlantico 1 (A1) De Baia Formosa (Rio Grande do Norte) até Penha
(Santa Catarina)

Oiapoque (Amapd), Vigia (Pard) Maragogi

Atlantico 2 (A2) (Alagoas) e Cananéia, Sdo Paulo

L Galveston (Texas, EUA) Tabasco e Carmen
Atlantico 3 (A3) (México), Oiapdque (Amapa) e Vigia (Pard)

Pacifico 1 (P1) Sierpe, Costa Rica

Pacifico 2 (P2) Tehuantepec, México

A analise de distancia do gene COI mostrou clara separacdo entre os grupos
definidos, com baixas distdncias entre os espécimes pertencentes ao mesmo grupo
(variando de 0 a 1%), enquanto os altos valores foram observados entre individuos
pertencentes a diferentes grupos. As menores distdncias entre grupos ocorreram entre
A2 e A3, variando de 2,7 a 3,3%, enquanto as maiores foram entre Al e P2, de 12,9 a

13,5% (Figura 4).

O gene 16S também evidenciou a separa¢do entre os grupos, sendo que as
distancias entre os individuos pertencentes ao mesmo grupo ficaram entre 0 e 0,4%. As
menores distancias entre individuos de diferentes grupos ocorreram entre Al e PI,
variando de 1 a 1,2%, enquanto as maiores ocorreram entre A3 e P2, de 3,2 a 3,6%

(Figura 5).
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Figura 2 - Dendrograma de analise de cluster baseado em método de distancia por meio
do algoritmo de Neighbor-Joining das sequéncias do gene COI dos individuos do
género Xiphopenaeus, localidades representam os espécimes e os niimeros sao 0s
valores suporte de Bootstrap; valores abaixo de 50% nao foram mostrados.

36



Carvalho-Batista, A. 2017

Aracaju SE

Macaé RJ

Penha SC
Aflantico 1

Ubatuba SP

Baia Formosa RN

Maragogi AL

Tehuantepec MX I Pacifico 2

Sierpe CR Pacifico 1

Oiapoque AP
I Atlantico3

Galveston EU

100 Ciapoque AP

gg| Maragogi AL Atléntico 2
Vigia PA

R. constrictus

F. paulensis

Grupo externo
100 F. brasiliensis

B. faxoni

0.05

Figura 3 - Dendrograma de analise de cluster baseado em método de distancia por meio
do algoritmo de Neighbor-Joining das sequéncias do gene 16S dos individuos do género
Xiphopenaeus, localidades representam os espécimes ¢ os numeros s3o os valores
suporte de Bootstrap; valores abaixo de 50% nao foram mostrados.
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Figura 4 - Histograma de divergéncia genética Kimura-2-Parametros, para o gene Citocromo
Oxidase Subunidade I (COI), par a par entre os individuos do género Xiphopenaeus e as
espécies utilizadas como grupo externo. As linhas acima das barras indicam o intervalo em
de distancia entre os diferentes grupos predefinidos nas analises anteriores. Al - Atlantico 1,
A2 — Atlantico 2, A3 — Atlantico 3, P1 — Pacifico 1, P2 — Pacifico 2.

g m%_s»mwm
8 12 Al xA2
a Alx 43
3‘0 P1xP2
@ |

8 n | .
g . ;ﬁ-ijﬁf— /a2 xp %K;E; Xiphopenaeus x R. constrictus  XIPhopenaeus x Farfantepenasus spp.
2 ALxP1ALKP2 / - )
g_ 4 H i = P4 e . Xiphopenaeus x B. faxoni
o
] I | = g |
2, IANN m AN mm Hllm ml mllm AN m .
£ cnzomr-raroonaroonnrel coarnrollnartononrsoangavson o~
3 gggd CySy dadd ddad @8 FERER YToaowddTedod g goggag®a
z

Distancia genética

Figura 5 - Histograma de divergéncia genética Kimura-2-Parametros, para o gene 16S, par a
par entre os individuos do género Xiphopenaeus ¢ as espécies utilizadas como grupo
externo. As linhas acima das barras indicam o intervalo em de distdncia entre os diferentes
grupos predefinidos nas analises anteriores. Al - Atlantico 1, A2 — Atlantico 2, A3 —
Atlantico 3, P1 — Pacifico 1, P2 — Pacifico 2.
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4.2 Analises filogenéticas

As analises conduzidas pelo critério de Maxima Verossimilhanga, para ambos o
genes COI e 16S; suportaram a monofilia do género e corroboram a divisdo em cinco

grupos distintos obtida pelas analises de distancia.

Os dois filogramas obtidos (Figuras 6 ¢ 7), indicam A2 ¢ A3 como grupos
irmaos suportados com altos valores de bootstrap, contudo divergem quanto as relagdes
entre os demais grupos. A analise do gene COI mostrou P1 e P2 formando um clado
apoiado por altos valores de bootstrap, o qual forma um grupo irméo do clado formado
por A2 e A3, enquanto Al forma um clado mais externo a estes (Figura 6). A analise do
gene 16S mostra A2 e A3 em um clado separado dos demais grupos, sendo P2 grupo

irméo de Al (Figura 7).
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Figura 6 — Filograma de Maxima Verossimilhanca construido com base nas sequéncias
do gene COI, de 83 espécimes do género Xiphopenaeus, agrupados de acordo com os
grupos obtidos nas analises de distancia. Os valores proximos aos nds indicam o valor
de bootstrap (valores menores do que 50 ndo foram mostrados). Os numeros vermelhos

indicam a idade de separagdo entre os nés, média (minimo, maximo), calculada a partir
de Inferéncia Bayesiana.
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Figura 7 — Filograma de Maxima Verossimilhanca construido com base nas sequéncias
do gene 168, de 14 espécimes do Xiphopenaeus, agrupados de acordo com 0s grupos
obtidos nas andlises de distdncia. Os valores proximos aos nds indicam o valor de
bootstrap (valores menores do que 50 ndo foram mostrados).
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4.3 Analises morfolégicas comparativas

Foram utilizados 70 individuos, os quais tiveram pelo menos um dos genes

sequenciados, provenientes de 16 localidades.
Material examinado
Atlantico 1:

Brasil: Rio Grande do Norte, Baia Formosa, 6°21°23,3”S - 35°00°24,7’W,
25/1V/2014, col. M. Lopes & A. Carvalho-Batista, 63, 39 (CCDB 5337) — Alagoas,
Maragogi, Praia de Maragogi, 09°0°48,59”S - 35°13°14,46”W, 05/X/2013 , col. F.L.
Mantelatto & F.B. Mantelatto, 13, 39 (CCDB 5338) - Sergipe, Aracaju, Praia do
Atalaia, coordenadas ndo informadas, 26/VI1/2013, col. G.L. Hirose, 19 (CCDB 5246)
— Espirito Santo, Marataizes, 20°59’S -40°47°W, 20/V1/2012, Col. F.L. Carvalho, D.
Peiro & R. Robles, 33, 19 (CCDB 3985) — Rio de Janeiro, Macaé, 22°23,44°S -
41°44,57°W, 21/VI11/2014, R.C. Costa RC et al., 38 (CCDB 5339) — Sdo Paulo,
Ubatuba, Praia do Cedro, 23°32°38,4”S - 45°09°54>°W, 22/VI1/2013, R.C. Costa et al.,
43 (CCDB 5019) — Santos, 24°04°55,”S - 46°16°56,8”W, 24/X/2011, R.C. Costa et al.,
24, 29 (CCDB 3663) — Santa Catarina, Penha, coordenadas nio informadas, V/2014,

R.C. Costa et al., 33, 19 (CCDB 5292).
Atlantico 2:

Brasil: Amapa, Oiapoque, Estuario do Rio Oiapoque, Parna Cabo Orange,
04°22°17,6°’N — 51°24°26,4°W, 22/VIIl/2013, col. M. Vieira, A.G. Santiago & E.G.
Oliveira, 18 (IEPA 1618) — Par4, Vigia, Ponta Seca, 0°51°45,00°’S — 48°7°50,00°°W,

19/X1/1994, col. M.P. Barros, 24 (MCP 2024) — Alagoas, Maragogi, Praia de
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Maragogi, 09°0°48,59”S - 35°13°14,46”W, 05/X/2013 , col. F.L. Mantelatto & F.B.
Mantelatto, 6, 29 (CCDB 5338) - Sdo Paulo, Cananeia, coordenadas nio informadas,

X/2014, R.C. Costa, 23, 59 (CCLC 418).
Atlantico 3:

México: Tabasco, 18°31°40,25°N — 93°19°43,95”°, 05/X1/2014, col. ndo

informado, 6, 39 (CCDB 5461) -

Brasil: Amapa, Oiapoque, Estuario do Rio Oiapoque, Parna Cabo Orange,
04°22°17,6°’N — 51°24°26,4°W, 22/VIII/2013, col. LM. Vieira, A.G. Santiago & E.G.
Oliveira, 19 (IEPA 1617) — Para, Vigia, Ponta Seca, 0°51°45,00”’S — 48°7°50,00”°W,

19/X1/1994, col. M.P. Barros, 19 (MCP 2024).
Pacifico 1:

Costa Rica: Puntarenas, Sierpe, Terraba, coordenadas ndo informadas, V1/2013,

J.S. Vargas, 44, 19 (CCDB 5247).
Pacifico 2:

Meéxico: Oaxaca, Tehuantepec, Golfo de Tehuantepec, coordenadas ndo

informadas, XI/2006, E. Ramos, 19 (CCDB 171).

A analise comparativa da morfologia da carapaca, apéndices locomotores e
pecas bucais ndo revelou variacdo capaz de separar os individuos dos diferentes grupos
genéticos. O numero de dentes rostrais variou de quatro a seis, sendo que a maioria dos
individuos independentemente do grupo apresentou cinco. Espécimes com quatro foram
observados apenas nos grupos P1 e A3 e com seis, somente nos grupos Al e A2.

Ademais, foi observada variagdo no formato dos dentes ¢ no comprimento do rostro em
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relacdo a carapaca, na profundidade dos sulcos e carenas também sem mostrar nenhuma
separagdo entre os grupos. Houve variagdo quanto a presenga ¢ o tamanho dos dentes da
carena dorso-medial no quarto, quinto e sexto segmentos abdominais e, embora no
grupo a Al eles tenham sido menores ¢ sua ocorréncia menos frequentes, tal caracter

também ndo se mostrou suficiente para separar os grupos.

4.4 Microscopia eletronica de varredura

A ultraestrutura dos caracteres sexuais secundarios, télico, para as fémeas,
petasma e apéndice masculino, para os machos foi analisada por meio da MEV. A
morfologia do télico ndo apresentou variacdes suficientes para separar os cinco grupos
obtidos geneticamente (Figura 8). Sendo descrito de forma geral como sendo fechado,
formado por uma placa larga tnica no esternito XIV, que se estende até a margem
posterior do torax; e uma protuberancia mediana do esternito XIII, também larga (da

largura do esternito), porém mais curta do que a do que a placa do externito XIV.

De forma geral, os petasmas dos individuos de quatro, dos cinco grupos
geneticamente diferenciados (uma vez que o grupo P2 foi representado por apenas uma
fémea), possuem forma descrita para o género, sendo semifechados, simétricos e com
largos lobos laterais e projegdes disto-laterais em forma de chifre (Figuras 9 e 10). Os
principais caracteres que separaram as espécies por meio do petasma encontram-se nas
projecdes disto-laterais (Figuras 9 e 10). Estas projecdes podem ser divididas em duas
regides: corpo principal mais largo e a regido apical mais estreita em forma de pa

(Figuras 9 e 10).
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Figura 8 — Microscopia eletronica de varredura dos télicos de individuos dos cinco
grupos genéticos obtidos nas analises para o género Xiphopenaeus. A: grupo Al; B:
grupo A2; C: grupo A3; D: grupo P1; E: grupo P2.
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A ultraestrutura dos petasmas evidenciou diferengas capazes de separar os
grupos obtidos, com excec¢do de A2 e A3. Em vista dorsal a projecdo disto-lateral de Al
mostra a regido do corpo menos larga do que nos outros grupos ¢ a margem posterior ¢
plana (Figura 9A). A regido apical ¢ longa, estendendo-se por um ter¢o do comprimento
da projecao disto-lateral, e com angulo obtuso voltado para o centro-posterior do corpo
principal (Figuras 9A-B). A abertura ¢ estreita e alongada, em forma de fenda, e mostra
uma fileira de dentes disto-laterais eretos na margem posterior. A extremidade distal da

margem posterior, onde estdo os dentes disto-laterais é plana (Figura 9B).

Nos grupos A2 e A3 a regido do corpo € mais larga com a margem posterior
arredonda (Figuras 9C e E). A regido apical ¢ mais curta estendendo-se por cerca de um
quarto do comprimento da projecdo disto-lateral, unindo-se ao corpo principal por uma
estreita ligacdo. A abertura ¢ larga e arredondada, e mostra uma fileira de dentes disto-
laterais eretos na margem posterior. A margem posterior, onde estdo os dentes disto-

laterais ¢ convexa (Figuras 9D-F).

Em P1, a regido do corpo ¢ extremamente larga proxima a jun¢do com o lobo
medial do petasma, sofrendo um afilamento por volta da metade de seu comprimento
(Figura 9G). A regido apical ¢ alongada estendendo-se por aproximadamente um ter¢o
do comprimento da projecdo disto-lateral, e com um angulo obtuso voltado para o
centro-posterior do corpo (Figura 9G-H). A abertura ¢ estreita e alongada, em forma de
fenda, e mostra uma fileira de dentes disto-laterais eretos na margem posterior, a qual é

plana (Figura 9H).

O petasma do grupo Al em vista ventral mostra mais claramente o corpo

principal menos largo, com a face posterior mais plana, e o dpice mais alongado que o
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observado nas outras espécies (Figuras 10A-B). A margem posterior da regido apical
termina em uma carena portando dentes, a qual penetra na regido do corpo do petasma.
Esta carena termina em um sulco delicado o qual prolonga-se em direcdo a base

posterior do petasma (Figura 10B).

O petasma dos grupos A2 e A3, em vista ventral, mostra o corpo principal mais
largo e com a face posterior curva, o apice € curto, estendendo-se por um quarto da
projecdo disto-lateral (Figuras 10C-F). A margem posterior da regido apical termina em
uma carena portando dentes, a qual penetra a regido do corpo principal em direcdo ao
lobo medial do petasma, porém termina abruptamente antes de chegar a regido mais

larga do proje¢do disto-lateral (Figuras 10D e F).

Em vista ventral o petasma de P1 possui o corpo principal mais largo do que as
demais espécies, o apice é alongado e levemente curvado, correspondendo a um ter¢o
da extensdo projecdo disto-lateral (Figuras 10G-H). A margem posterior da regido
apical termina em uma carena portando dentes, que se prolonga por um sulco em

dire¢do ao corpo do petasma, acompanhando quase toda projecdo disto-lateral.

O apéndice masculino nos quatro grupos analisados apresentou formato
subcircular, sendo o de Al e P1 os mais arredondados, enquanto A2 possui a margem
posterior menos arredondada e A3 um formato mais alongado (Figuras 11 e 12). A face
dorsal do apéndice masculino é quase inteira glabra nos quatro grupos, sendo observada
a ocorréncia de espinhos mais finos e curtos do que os da face ventral, que no grupo P1,
formam uma fileira préxima a margem interna. Nos trés grupos do Atlantico sdo
observados apenas dois espinhos finos, os quais variam apenas em sua posi¢do. No

grupo A3 ¢é possivel observar que o lobulo anterior da margem esquerda é mais
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acentuado e que os espinhos que recobrem a margem e a face ventral, formam uma

pequena fileira que invade parte da face dorsal (Figuras 11E-F).

Na face ventral é possivel observar, nos quatro grupos uma fileira de espinhos
recobrindo toda a margem do apéndice, sendo essa fileira mais fina composta de
espinhos curtos e esparsos no grupo Al (Figuras 12A-B). Em A2 a fileira de espinhos ¢
mais grossa (Figuras 12C-D) do que em Al (Figuras 12A-B) sendo a parte apical onde
os espinhos se concentram em maior abundancia e alcangam maiores tamanhos. No
grupo A3 espinhos recobrem toda a face ventral do apéndice masculino, sendo também
mais longos do que os observados em Al com maiores tamanhos proximos ao apice
(Figuras 12E-F). Em P1 ¢ possivel observar uma fileira de longos espinhos voltados

para o centro do apéndice (Figuras 12G-H).

4.5 Analises comparativas com o holotipo de Xiphopenaeus kroyeri

A analise comparativa entre o petasma do holotipo de Xiphopenaeus kroyeri e os
dos individuos utilizados nas demais analises permitiu a confirmag¢do do grupo Al
como X. kroyeri sensu stricto, pelo formato da porcao apical da projecdo disto-lateral
(Figuras 13B-C) e pela margem posterior do corpo principal da projecao disto-lateral

plana.
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Figura 9 — Microscopia eletronica de varredura da parte dorsal dos petasmas de
individuos de quatro dos cinco grupos genético obtidos nas andlises para o género
Xiphopenaeus. A-B: grupo Al; C-D: grupo A2; E-F: grupo A3; G-H: grupo P1. DLP:
projecdo disto-latera; AP: porgdo apical; B: corpo. Setas evidenciam os dentes disto-
laterais da por¢do apical da projecdo disto-lateral ¢ a abertura do petasma.
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Figura 10 — Microscopia eletronica de varredura da parte ventral dos petasmas de
individuos de quatro dos cinco grupos genético obtidos nas andlises para o género
Xiphopenaeus. A-B: grupo Al; C-D: grupo A2; E-F: grupo A3; G-H: grupo P1. DLP:
projecdo disto-latera; AP: porcdo apical; B: corpo principal. Setas indicam a margem
posterior do corpo principal, a carena com dentes e o sulco que se estendem pelo corpo
principal da projecdo disto-lateral
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Figura 11 — Microscopia eletronica de varredura da parte dorsal dos apéndices
masculinos de individuos de quatro dos cinco grupos genético obtidos nas analises para
o género Xiphopenaeus. A-B: grupo Al; C-D: grupo A2; E-F: grupo A3; G-H: grupo
P1. Setas indicam a posigdo dos espinhos finos.
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Figura 12 — Microscopia eletronica de varredura da parte ventral dos apéndices
masculinos de individuos de quatro dos cinco grupos genético obtidos nas analises para
o género Xiphopenaeus, evidenciando a fileira de espinhos que recobre sua margem. A-
B: grupo Al; C-D: grupo A2; E-F: grupo A3; G-H: grupo P1.

52

100 pm

-



Carvalho-Batista, A. 2017

Figura 13 — Espécime holétipo de Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862): NHMW 342,
Rio de Janeiro, coletado por Kroyer, macho. A: vista lateral do individuo; B: petasma
em vista dorsal; C: petasma em vista vental. Fotos: Dr. Peter Dworschak.
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4.6 Analises populacionais

4.6.1 Rede de haplétipos

Com base no alinhamento de 596 pares de base das sequéncias de COI obtidas
de 83 exemplares de Xiphopenaeus, foram detectados 22 haplotipos, nas 16 localidades
estudadas (Figura 14). Destes, 15 (68,18%) foram haplotipos individuais, ou seja,

encontrados em apenas um individuo.

A rede de haplétipos confirmou a separagcdo em cinco grupos (Figura 14), os
mesmos obtidos nas andlises de distancia e filogenéticas. A distancia entre cada
haplotipo e seu par mais proximo dentro de cada grupo foi de no maximo duas
mutagdes, sendo 6 mutagdes a maior diferenca entre individuos do mesmo grupo,

enquanto a distancia entre os diferentes grupos variou de 16 a 53 mutagdes.

O grupo Al foi representado pelo maior nimero de individuos (41) e apresentou
maior niamero de haplotipos em um total de 12, dois quais, quatro foram compartilhados
por mais de um individuo e oito foram individuais. Enquanto o grupo P2 foi
representado por apenas um individuo. Dentre os haplotipos compartilhados o mais
frequente foi o namero 6 (H6), pertencente ao grupo A2 o qual foi compartilhado por 17

individuos de 4 localidades (Figura 14).
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Figura 14 - Rede de haplotipos gerada pelo método de Median-Joining a partir de 83
sequéncias parcias do gene mitocondrial COI de exemplares do género Xiphopenaeus
provenientes das localidades amostradas. O tamanho dos circulos é proporcional ao
numero de individuos portando os haplotipos. Cada linha da rede representa um passo
mutacional, os numeros entre as linhas representam eclevado numero de passos
mutacionais, as linhas tracejadas delimitam os oceanos Atlantico e Pacifico e as linhas
continuas delimitam os grupos identificados A1, A2, A3, P1 e P2.
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4.6.2 Analise de variancia molecular (AMOVA)

A analise de variancia molecular, quando realizada sem nenhuma estruturagdo,
mostrou que a maior parte da variacdo foi encontrada entre as localidades (78,14%)
(Tabela 4). Dividindo-se os individuos nos grupos definidos nas analises anteriores, a
maior parte da variagdo tem origem entre os grupos (97,85%). Os indices ®st, Oct e Dsc
foram todos significativos, indicando estruturacdo entre as localidades amostradas e os
grupos. O terceiro tipo de estruturagdo testado foi entre as localidades dentro de cada
um dos trés grupos do Atlantico (os quais ocorreram em mais de uma localidade), neste
caso a maior parte da variagdo ocorreu dentro das localidades, para os trés grupos, e
apenas para o grupo Al ®st foi significativo, indicando estruturag@o entre as localidades

(Tabela 4).

Tabela 4 - Resultados da analise de variancia molecular (AMOVA) realizadas com as
sequéncias de COI de espécimes do género Xiphopenaeus provenientes de diversas
localidades do Atlantico e Pacifico. A estrutura testada foi estabelecida a priori, com
base nos resultados obtidos nas demais analises.

Porcentagem de

Estruturagio Fonte de varia¢do Lo Indice de fixacdo
varia¢ao
Ausente Entre localidades 78,14 Ost=0,78141
Dentro das localidades 21,86 (p<0,0001)
Entre grupos 97,86 ©ct=0,9785
AMOVA hierarquico (p<0,0001)
. Entre localidades dentro ®sc=0,1781
(3 grupos: dos grupos 0,38 (p<0,0001)
A1,A2,A3,P1,P2) 2

Dentro das localidades 1,76 Ost=0,9824
’ (p<0,0001)
Atlantico 1 Entre localidades 22,78 Ost=0,2278
Dentro das localidades 77,21 (p<0,0001)
Atlantico 2 Entre localidades 17,78 Dst=0,1778
Dentro das localidades 82,21 (p=0,2786)
Atlantico 3 Entre localidades -27,92 Ost=-0,2793
Dentro das localidades 127,92 (p=0,7889)

O grupo A1l foi o tnico a apresentar valores significativos de Fst na comparagao
par a par entre as localidades. Em Maragogi os valores observados foram significativos

em relagdo a Baia Formosa, Ubatuba, Santos ¢ Penha. Também foi observada
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estruturacdo entre Ubatuba e Marataizes (Tabela 5). Para os A2 e a A3 nenhum dos

valores de Fst par a par foi significativo (Tabelas 6 e 7).

Tabela 5 - Valores de Fst calculados entre pares de localidades do grupo Al para
sequéncias parciais do gene COI. * Valores significativos, p < 0,05; ** Valores
significativos, p <0,01.

Localidades 1 2 3 4 5 6
1 Baia Formosa - - - - - -
2 Maragogi 0,2401** - - - - -
3 Marataizes -0,0671 0,1236 - - - -
4 Macaé -0,0625 0,5872 -0,0429 - - -
5 Ubatuba 0,01264 0,6619** 0,2868* -0,1091 - -
6 Santos 0,0323 0,6983%** 0,1854 -0,1450 -0,1016 -
7 Penha 0,0968 0,8090%** 0,2381 -0,1702 -0,1546 -0,1702

Tabela 6 - Valores de Fst calculados entre pares de localidades do grupo A2 para
sequéncias parciais do gene COI.

Localidades 1 2
1 Vigia - -
2 Maragogi 0,4161 -
3 Cananeia 0,5385 0,06445

Tabela 7 - Valores de Fst calculados entre pares de localidades do grupo A3 para
sequéncias parciais do gene COI.

Localidades 1 2
1 Galveston - -
2 Tabasco 0,05 -
3 Carmen -0,02 -0,321

4.6.3 Estatistica descritiva

Com base nos 41 individuos provenientes do grupo Al foram encontrados 12 (h)
haplétipos, com um total de 13 sitios polimoérficos (S), a diversidade haplotipica (Hd)
do grupo foi de 0,823, variando entre as localidades estudadas de 0,2857 (Maragogi) a 1
(Marataizes) (Tabela 8). A diversidade nucleotidica (m) foi de 0,00304 variando entre
0,00048 (Maragogi) e 0,00419 (Baia Formosa). O numero médio de diferencas

nucleotidicas (K) foi 1,8120, variando de 0,2857 (Maragogi) a 3,5 (Marataizes).
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Tabela 8 - Resultados obtidos da estatistica descritiva a partir de sequéncias parciais do
gene mitocondrial COI, do grupo Al, provenientes de cada localidade amostrada.
Simbolos: N, individuos amostrados; S, sitios polimoérficos; H, haplotipos; Hd,
diversidade haplotipica; m, diversidade nucleotidica; K, nimero médio de diferencas
nucleotidicas.

Localidade N S H Hd T K
Baia Formosa 9 7 4 0,8056 0,00419 2,5000
Maragogi 7 1 2 0,2857 0,00048 0,2857

Aracaju 1 - 1 - - -

Marataizes 4 7 4 1,0000 0,00059 3,5000
Macaé 3 2 2 0,6667 0,00224 1,3333
Ubatuba 8 3 4 0,7500 0,00174 1,0357
Santos 5 2 3 0,7000 0,00168 1,0000
Penha 4 1 2 0,5000 0,00084 0,5000
Total 41 13 12 0,823 0,00304 1,8120

O grupo A2 foi formado por um total de 20 individuos, para os quais foram
encontrados 4 haplétipos, a diversidade haplotipica (Hd) total do grupo foi de 0,284,
variando de 0 em Cananéia, onde todos os 6 individuos coletados apresentaram o
mesmo hapldtipo, a 1 em Ponta Seca (Tabela 9). A diversidade nucleotidica total do
grupo foi de 0,0005, variando de 0 (Cananéia) a 0,000610 (Maragogi). O numero médio

de diferencas nucleotidicas (K) foi 0,300, variando de 0 (Cananéia) a 1 (Vigia).

Tabela 9 - Resultados obtidos da estatistica descritiva a partir de sequéncias parciais do
gene mitocondrial COI, do grupo A2, provenientes de cada localidade amostrada.
Simbolos: N, individuos amostrados; S, sitios polimoérficos; H, haplotipos; Hd,
diversidade haplotipica; m, diversidade nucleotidica; K, nimero médio de diferencas
nucleotidicas.

Localidade N S H Hd T K

Oiapoque 1 - 1 - - -
Vigia 1 2 1,0000 0,000168 1,0000
Maragogi 11 2 3 0,34545 0,000610 0,3636

Cananéia 6 0 1 0 0 0
Total 20 3 4 0,284 0,0005 0,3000

O grupo A3 foi formado por um total de 16 individuos, para os quais foram
encontrados 4 haplotipos, a diversidade haplotipica (Hd) total do grupo foi de 0,442,
variando de 0 em Carmen, onde os dois individuos analisados apresentaram o mesmo

haplotipo, a 1 em Galveston (Tabela 10). A diversidade nucleotidica (r) total do grupo
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foi de 0,00081, variando de 0 (Carmen) a 0,00224 (Galveston). O ntimero médio de

diferencas nucleotidicas (K) foi 0,483, variando de 0 (Carmen) a 1,333 (Galveston).

Tabela 10 - Resultados obtidos da estatistica descritiva a partir de sequéncias parciais do
gene mitocondrial COI, do grupo A3, provenientes de cada localidade amostrada.
Simbolos: N, individuos amostrados; S, sitios polimoérficos; H, haplotipos; Hd,
diversidade haplotipica; 7, diversidade nucleotidica; K, nimero médio de diferencas
nucleotidicas.

Localidade N S h Hd T K
Galveston 3 2 3 1 0,00224 1,3333
Tabasco 9 2 3 0,4167 0,00075 0,4444
Carmen 2 0 1 0 0 0
Oiapoque 1 - 1 - - -
Vigia 1 - 1 - - -
Total 16 3 4 0,442 0,00081 0,483

O grupo P1 foi formado por 5 individuos divididos em 2 haplétipos, a diversidade
haplotipica (Hd) foi de 0,400, a diversidade nucleotidica (x) 0,00067 ¢ K 0,4. E o grupo

P2 foi formado por apenas um individuo.

4.6.4 Testes de Neutralidade

O teste de neutralidade D de Tajima, realizado separadamente para cada um dos
grupos do Atlantico, apresentou valores significativos para A2 e A3. O teste Fs de Fu,
também foi utilizado em cada um dos agrupamentos obtidos no Atlantico, apresentou
valores negativos e significativos nos trés grupos (Tabela 11). Os resultados obtidos

indicam desvios da neutralidade.

Tabela 11 - Testes de neutralidade a partir de sequéncias parciais do gene mt COI de
individuos do género Xiphopenaeus provenientes das localidades amostradas no
Atlantico divididas de acordo com os agrupamentos identificados nas analise de
distancia, filogenética, rede de hapotipos e AMOVA.

Agrupamento genético D de Tajima Fs de Fu
Atlantico 1 -1,253 (p=0,079) -4,910 (p= 0,008)
Atlantico 2 -1,723 (p=0,007) -2,749(p<0,001)
Atlantico 3 -1,349 (p=0,048) -1,867(p=0,013)
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4.6.5 Mismatch distribution

A analise de Mismatch distribution mostrou distribui¢do unimodal para as diferengas
par a par, nos trés grupos analisados (Figura 15). Além disso, valores ndo significativos
de SSD e do indice de Raggedness foram obtidos (Tabela 12). Tais resultados mostram

que os trés grupos ndo se desviam do modelo esperado para expansdo demografica.

Tabela 12 — Valores dos testes de SSD e Raggedness e de p calculados para os trés
agrupamentos genéticos do Atlantico.

Agrupamentos genéticos
Teste Al A2 A3
SSD 0,0018 (p=10,8) 0,00584 (p=0,5) 0,00834 (p=0,4)
Raggedness 0,04 (p=0,6) 0,2642 (p=10,5) 0,1552 (p=0,5)
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Figura 15 — “Mismatch distribution” frequéncias observada (linha pontilhada) e

esperada (linha solida) de diferencas par-a-par para os haplotipos do gene COI dos trés
grupos genéticos do Atlantico.
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5. Discussao

Este estudo mostrou que o género Xiphopenaeus ¢ composto de pelo menos cinco
espécies distribuidas ao longo da costa do continente americano. A divisdo do género
em trés espécies, com a revalidacdo de X. riveti e a existéncia de uma nova espécie no
Atlantico, ja havia sido proposta anteriormente por Gusmao et al. (2006), e suportada
pelos resultados de Pierjorge et al. (2014). Contudo, tais estudos haviam restringido
suas amostragens a costa sul-americana € no maximo apenas a uma localidade do
Pacifico. O presente estudo suporta, ndo s6 a revalidacdo de X. riveti e a existéncia de
uma segunda espécie do género no Atlantico, mas também a existéncia de pelo menos
mais uma espécie no Pacifico e de uma terceira espécie no Atlantico. Tal divisdo foi

suportada por todas as analises empregadas.

As analises dos genes COI e 16S mostraram valores de distancia entre os grupos
genéticos obtidos consistentes com o intervalo interespecifico, sendo apoiadas por
diferengas morfoldgicas em caracteres sexuais secundarios dos machos. A utilizagdo
de técnicas moleculares em acréscimo aos dados morfologicos € bastante util na
tentativa de resolver problemas taxondmicos e filogenéticos (Mantelatto et al.,
2007; Bracken-Grissom et al, 2012; Negri et al, 2012; Pileggi &

Mantelatto, 2012; Magalhaes et al., 2016), como demonstrado no presente estudo.

Dentro da ordem Decapoda, a maior parte das distancias intraespecificas para o
gene barcoding COI fica em até 2%, enquanto as distincias interespecificas para
espécies cogenéricas sdo normalmente superiores a 5% e chegando a mais de 10% em
muitos casos (Costa et al., 2007a). Entre as espécies de Penacidae da costa Egipcia e
entre as espécies do género Metapeneaeopsis, tal distancia pode chegar a mais de 20%

(Cheng et al., 2015; Sharawy et al., 2017). Assim, a maior parte das distdncias obtidas
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entre os grupos detectados no presente estudo enquadra-se claramente no intervalo

interespecifico para tal marcador.

As distancias entre A2 e A3 para o gene COI encontram-se no limiar entre os
valores intra e interespecificos encontrados em Decapoda. Distancias intraespecificas de
até 2,7% foram observadas para o camardo peneideo Artemesia longinaris Spence Bate
1888 e para o caranguejo Cancer paguros Linnaeus 1758, e de 2,75% para o carideo
Crangon crangon Linnaeus 1758 (Keskin & Atar, 2013; Carvalho-Batista et al., 2014;
Bilgin et al., 2015). Contudo, as distancias entre os individuos dentro de cada grupo (0 -
0,2 em A2 e 0 — 0,3 em A3) sdo inferiores quando comparadas as distancias entre os
grupos (2,7 — 3,3), formando um gap interspecifico. A técnica DNA Barcoding baseia-
se exatamente nesse gap para identificacdo de espécies (Hebert et al., 2004ab; Waugh

2007; Frézal & Leblois 2008; Ward, 2009).

Ademais, a utilizac¢do do gene 16S suporta a divisdo dos grupos genéticos
observados em cinco espécies distintas. O gene 16S ¢é comparativamente mais
conservado do que o COI, apresentando baixa ou, em alguns casos, nenhuma varia¢do
intraespecifica em crustdceos decapodes. Em camardes peneideos, valores em torno de
1% sdo observados entre espécies cogenéricas (Quan et al., 2004; Francisco & Galetti

Junior, 2005).

A divisdo de X riveti em pelo menos mais uma espécie, ¢ um interessante
resultado encontrado pelo presente estudo. Infelizmente foram obtidas sequéncias
provenientes de apenas uma fémea oriunda de Tehuantepec, México. Contudo, as
divergéncias entre essas sequéncias (de ambos os marcadores) ¢ as obtidas para os
demais individuos do Pacifico, coletados em Sierpe, Costa Rica, deixam claro que os

dois grupos tratam-se de fato de espécies distintas. Futuros estudos, com a amostragem
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de um maior nimero de individuos e a inclusdo de mais localidades, sdo necessarios
para delimitar a distribuicdo geografica de cada uma das espécies do Pacifico e
averiguar se ndo existe sobreposicdo entre elas. Embora ndo tenha sido possivel a
comparagdo com o holotipo de X. riveti, pela proximidade com a localidade tipo (Peru)

¢ bem provavel essa espécie se trate do grupo P1 obtido no presente estudo.

Nos estudos anteriores em que a presenca de pelo menos duas espécies de
Xiphopenaeus havia sido detectada no Atlantico, diferencas notaveis na distribuicdo
geografica e na abundancia, entre as espécies haviam sido reportadas (Gusmao et al.,
2006; Pierjorge et al., 2014). Embora tenha sido utilizado outro trecho do gene COI e
ndo seja possivel a comparacdo com as sequéncias do presente estudo, o padrdo de
distribuicdo e abundancia da denominada espécie 1, detectada nos estudos anteriores,
parece bastante semelhante ao observado para grupo Al (Xiphopenaeus kroyeri sensu
stricto), sendo a espécie capturada em maior abundancia e com distribui¢do continua ao
longo da costa brasileira. Por outro lado, a distribuicdo da espécie 2, detectada nesses
estudos, ¢ bastante similar ao grupo A2, sendo encontrado em menores quantidades em

poucas localidades.

A sobreposic¢do na distribuicdo entre pelo menos duas espécies do género havia
sido reportada inicialmente para Natal, Rio Grande do Norte e Ubatuba, Sao Paulo
(Gusmao et al., 2006) e registada posteriormente em Cananéia, Sdo Paulo (Francisco,
2009) e em Caravelas, Bahia (Pierjorge et al., 2014). Os resultados do presente estudo
mostram a presenca de pelo menos duas espécies em simpatria em mais trés localidades
(Maragogi, Vigia e Oiapoque) (Figura 16), indicando que Al e A2 tenham distribuig¢do
continua pela costa do Brasil, embora a segunda pareca apresentar menor abundancia e,

que a A2 e A3 também ocorrem em simpatria.
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Uma vez que Xiphopenaeus sp.1, denominada por Gusmao et al. (2006), a qual
parece corresponder ao grupo Al do presente estudo tenha sido detectada em Caracas
na Venezuela ¢ em S3o Luis do Maranhdo (Gusméo et al.,, 2013), parece haver a
sobreposi¢do das trés espécies do Atlantico no norte da América do Sul, j& que no
presente estudo A2 e A3 foram coletadas na regido norte do Brasil, em localidades

situadas entre Caracas e Sao Luis.

Diferentes topologias foram obtidas nas analises filogenéticas realizadas para
cada um dos genes utilizados, a unica relagdo que parece bem resolvida ¢ entre A2 e A3
que aparecem como grupo irmao em ambos os filogramas. Ambas as analises também
apontam que Al ndo seja grupo irmao das outras espécies do Atlantico. Futuros estudos
filogenéticos envolvendo mais genes sdo necessarios para o melhor entendimento das

relagdes entre as espécies do género.

A datagdo molecular realizada para o gene COI, indica que a separagdo entre o
clado formado por Al e o clado formado pelas demais espécies do género ocorreu a
aproximadamente cinco milhdes de anos. Ja a separagdo entre as espécies do Pacifico
(P1 e P2) e as demais Atlantico ocorreu por volta de 3,9 milhdes de anos. Considerando
o intervalo de confianca da analise, os resultados sdo concordantes com os obtidos por
Gusmao et al. (2006) para a separacdo entre Xiphopenaeus spl e o ancestral comum de
X. riveti e Xiphopenaeus sp2 (4,5 milhoes de anos) e a separacdo entre X. riveti e

Xiphopenaeus sp2 (4 milhdes de anos).

64



Carvalho-Batista, A. 2017

Figura 16 — Mapa com a distribuicdo das espécies detectadas de Xiphopenaeus na costa
do continente americano — 1 — Galveston, Texas, Estados Unidos; 2 — Tabasco, México;
3 — Carmen, Campeche, México; 4 — Oiapoque, Amapa, Brasil; 5 — Vigia, Par4, Brasil;
6 — Baia Formosa, Rio Grande do Norte, Brasil; 7 — Maragogi, Alagoas, Brasil; 8 —
Aracaju, Sergipe, Brasil; 9 — Marataizes, Espirito Santo, Brasil; 10 — Macaé, Rio de
Janeiro, Brasil, 11 — Ubatuba, Sdo Paulo, Brasil; 12 — Santos, Sdo Paulo, Brazil; 13 —
Cananeia, S2o Paulo, Brasil, 14 — Penha, Santa Catarina, Brasil; 15 — Tehuantepec,
Oaxaca, México; 16 — Sierpe, Puntarefias, Costa Rica.
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Os resultados obtidos indicam que o ancestral de Al ja se encontrava separado
do ancestral comum das demais espécies do género, antes do fechamento final do Istmo
do Panama, o qual ¢ estimado em 2,8 milhdes de anos (O’Dea et al., 2016). Tal
estimativa faz com que mesmo a separacdo entre as demais espécies do Atlantico (A2 e
A3) e as espécies do Pacifico (P1 e P2), também tenha ocorrido antes do fechamento
total do istmo. Contudo, o fechamento foi um processo gradual, ao longo do qual
diferenca nas condicdes ambientais entre o mar do Caribe e o Oceano Pacifico, foram se
tornando cada vez mais acentuadas (O’Dea et al.,, 2016), o que pode ter levado a
separagdo entre as espécies do Atlantico e do Pacifico, por volta de quatro milhdes de

anos atras.

No Atlantico Ocidental as principais barreiras ao fluxo génico de espécies
marinhas sdo as grandes plumas de agua doce formadas pelas descargas dos rios
Amazonas ¢ Orinoco, no norte da América do Sul (Froelich et al. 1978; Muller-Karger
et al. 1988), as quais marcam a divis@o entre as provincias biogeograficas brasileira e
caribenha (Boschi, 2000; Briggs & Bowen, 2012). Tal divisdo representa uma barreira
ao fluxo génico e, ¢ a causa de especiacdo, em diferentes taxons, como nos ouricos do
mar dos géneros Echinometra Gray, 1825 (McCartney et al. 2000) e Diadema Gray,
1825 (Lessios et al., 2001) e como em peixes cirurgioes habitantes de recifes de corais

(Rocha et al., 2002).

A atual localizagdo da foz dos Rios Amazonas e Orinoco, data do periodo
Mioceno, ¢ coincide com o final do soerguimento dos Andes (Hoorn et al. 1995,
Campbell Jr et al. 2006). Ou seja, bem anterior a separacdo entre A2 e A3. Porém, essa
barreira parece pouco efetiva para separar estas espécies, dada a sobreposicao entre elas
no norte da América do Sul. Diversos estudos t€m proposto que X. kroyeri completa seu

ciclo de vida inteiramente no ambiente marinho, ndo necessitando do estuario para
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reproducdo (Branco, 2005; Costa et al.,, 2011; Castilho et al., 2015). Contudo, em
algumas das localidades, amostradas no presente estudo (Oiapoque, Vigia e Cananeia),
individuos dos grupos A2 e A3 foram coletados dentro de regides estuarinas, indicando
que essa possa ser uma diferenca no ciclo de vida entre essas espécies e X. kroyeri sensu

stricto.

Para alguns tdxons a principal barreira ao fluxo génico ocorre entre o Golfo do
México e o Caribe, como os ermitdes Clibanarius vittatus (Bosc, 1802) e C. simetricus
(Randall, 1840), com a primeira restrita ao Golfo do México e a segunda distribuida no
Caribe ¢ América do Sul (Negri et al., 2014). Em Atya scabra (Leach, 1816), foi
detectado o compartilhamento de haplotipos entre individuos de localidades do Brasil e
do Caribe, enquanto as localidades do Golfo do México se mostraram isoladas, embora
as divergéncias entre as duas linhagens ainda mantenham-se dentro do nivel

intraespecifico (Oliveira, 2014).

A dinamica de correntes do Golfo do México, incluindo a “loop current”, uma
corrente que flui pela borda do golfo desde o sul, no Canal de Yucatan, em dire¢do a
Florida, pode impedir a entrada de larvas vindas do mar do Caribe, representando uma
barreira a dispersdo e consequentemente ao fluxo génico entre Caribe e Golfo do
Meéxico (Oey et al., 2005). Nas trés localidades amostradas, situadas dentro do Golfo do
Meéxico, apenas o grupo A3 foi coletado, apoiando que Loop Current possa ser uma
barreira a entrada de espécies de fora do Golfo. Por outro lado, a ocorréncia de A2 e A3
em simpatria, no norte do Brasil, ¢ um indicativo de que pode haver o transporte de

larvas de A3 para fora do Golfo do México, acompanhando o trajeto da Loop Current.

Finalmente, a transposi¢do das barreiras geograficas citadas pode ter sido

consequéncia da agdo antropica, com o transporte de larvas na dgua de lastro de navios.
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Atualmente a agua de lastro tem sido responsavel pela introdu¢do de muitas espécies em
localidades ndo nativas (Carlton & Geller, 1993). Baeza e Fuentes (2013) atribuiram ao
transporte na agua de lastro a semelhanca genética encontrada entre individuos de
Palaemon floridanos Chace, 1942 do Panama (Caribe) ¢ da costa da Florida (Golfo do

México).

A andlise filogenética do género de gastropodes Echinolittorina Habe, 1952
mostrou um padrao similar na separagdo de varias espécies irmas ao observado para P1
e P2, sendo sempre uma espécie coletada no sul da América Central e outra no México
(Williams & Reid, 2004). A ocorréncia do Domo Termal da Costa Rica entre as duas
localidades amostradas no presente estudo também parece ser favoravel a separagdo das
duas espécies, uma vez que, as correntes superficiais sdo impulsionadas fortemente
pelos ventos para a regido off shore (Fiedler & Talley, 2006), transportando as larvas

pelagicas para regides ndo favoraveis ao assentamento.

A despeito das distdncias genéticas as espécies do género Xiphopenaeus sdo
extremamente similares, mostrando ocorréncia de estase morfologica. Plasticidade
comportamental, fisiologica e no desenvolvimento, permitem aos organismos
compensar mudangas ambientais € mesmo genéticas, sem alteracdes morfoldgicas

(Wake, 1983).

Na descricdo de X. riveti, Bouvier (1907) relata que a espécie apresentaria
apenas quatro dentes rostrais bem desenvolvidos e um quinto dente posterior
rudimentar, e teria o rostro ndo tdo longo quanto o de X. kroyeri. Burkenroad (1934)
comparando individuos X. riveti provenientes do Panama e de X. kroyeri da Louisiana,
EUA e da Bahia, Brasil, concluiu que tais caracteristicas ndo se mantinham em todos

espécimes e que a diagnose por meio desses caracteres ndo seria possivel. Nesse mesmo
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estudo também foram encontradas pequenas diferencas entre os individuos do Brasil e

do Golfo do México, as quais ndo foram suportadas pelas analises do presente estudo.

Diferengas morfométricas, tanto lineares quanto geométricas foram observadas
entre populagdes de Xiphopenaeus kroyeri da costa brasileira (Bissaro et al., 2012;
Davanso, 2015). Contudo, os agrupamentos entre localidades detectadas nas analises
morfométricas ndo coincidem com os resultados obtidos pelas ferramentas moleculares
aplicadas no presente estudo. Diferengas morfométricas podem ocorrer sem que ocorra
diferenciacdo genética, podendo ser resultado de plasticidade fenotipica em reflexo as

condi¢des ambientais distintas (Wieman et al., 2013).

As diferencas capazes de separar os grupos obtidos geneticamente foram
encontradas nos caracteres sexuais secundarios dos machos, petasma e apéndice
masculino. A genitdlia externa dos Dendrobranchiata tem se mostrado portadora de
caracteres importantes para a taxonomia do grupo, sendo util para a separacdo de
espécies cogenéricas que apresentam grande similaridade morfologica, como por
exemplo, os camardes do género Farfantepenaeus (Perez-Farfante, 1967; Perez-Farante

& Kensley, 1997; Tavares & Gusmao, 2016).

Em estudos anteriores, o petasma de Xiphopenaeus ¢é descrito sem maior
detalhamento na parte final das projecdes disto-laterais (Heller, 1862; Smith, 1869;
Perez-Farfante & Kensley, 1997). Fransozo et al. (2011) estudaram o desenvolvimento
do petasma de Xiphopenaeus kroyeri da regido de Ubatuba, e ndo relataram diferencas
em sua morfologia entre os individuos, a foto reportada por tais autores ¢ similar ao
formato aqui descrito para os grupos A2 e A3. Burkenroad (1934) notou uma diferenga

no “pequeno dente” da projecdo disto-lateral, entre os individuos da Bahia ¢ da
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Louisiana, considerando a distribui¢do encontrada para as espécies do género,

provavelmente ele estava analisando Xiphopenaeus kroyeri sensu stricto e A3.

Seria esperado, que o mesmo padrdo de separacdo entre as espécies se repetisse
com os télicos, uma vez que, a diferenciagdo na morfologia das estruturas sexuais
contribui para o isolamento reprodutivo, contribuindo para a formagdo de espécies
cripticas (Tavares & Gusmao, 2016). Contudo, a hipotese de que as genitalias
masculinas e femininas evoluem num modelo “chave e fechadura” como mecanismo de
isolamento reprodutivo (Eberhard, 1985), ndo se aplica a todos os organismos, como
verificado para o género de camardes Sicyonia H. Milne Edwards, 1830 Bauer (1996).
Assim ¢ possivel que os diferentes tipos de petasma observados nos machos das
espécies do género Xiphopenaeus tenham evoluido independentemente de diferenciacdo

entre os télicos das fémeas dessas espécies.

Futuros estudos da ultraestrutura da parte interna do télico, envolvendo um
nimero maior de espécimes, sao necessarios para a resolucdo do problema taxondmico
para as fémeas. Infelizmente no presente estudo um nimero baixo sequéncias dos genes

analisados foi obtido de fémeas das novas espécies, algumas delas ainda juvenis.

A descri¢do do apéndice masculino de Xiphopenaeus, em estudos anteriores,
trazia poucos detalhes. Smith (1869) descreve como ovoide e achatado e Perez-Farfante
& Kensley (1997) descrevem apenas como subcircular. De maneira geral, com a
observagdo ao estéreo microscopio, o apéndice masculino de Xiphopenaeus ¢ bastante
semelhante ao de Rimapenaceus fuscina (Perez-Farfante, 1971), aparentemente refletindo

a proximidade filogenética entre os dois géneros (Tavares et al., 2009)

Detalhes micro anatdomicos podem se revelar cruciais para a distingdo entre

espécies cripticas (Jorger & Schrodl, 2013). A microscopia eletrénica de varredura do

70



Carvalho-Batista, A. 2017

apéndice masculino revelou detalhes e ornamentagdes até entdo desconhecidos para o
género. Mostrando que esta ferramenta pode ser de grande utilidade para a separacgdo
das espécies identificadas geneticamente, separando inclusive, A2 ¢ A3. De acordo com

Dall et al., (1990) a morfologia dessa estrutura € tinica entre cada espécie.

Futuros estudos procurando diferencgas entre as fémeas das espécies do género
Xiphopenaeus ainda s3o necessarios. No entanto, conhecendo as caracteristicas
diagnosticas para os machos, pelo menos, como as diferengas nas projecdes disto-
laterais e no apéndice masculino, a deteccdo das espécies se torna mais facil, trazendo a
possibilidade da observacdo da coloracdo em vivo e o padrdo de distribuicdo dos
cromatoforos desses animais, os quais poderiam ser utilizados, tomados os devidos
cuidados, como uma ferramenta taxonomica adicional. Ademais, a descri¢do detalhada
das novas espécies do Atlantico (A2 e A3), bem como a re-descri¢do de X. kroyeri (A1),
baseadas nos caracteres encontrados nos machos, encontram-se ja em andamento e a
obtencdo de mais exemplares provenientes da costa pacifica mexicana, e a comparacao
com o holotipo de X. riveti estdo sendo providenciados para a resolugdo futura da

situacdo das espécies do género no oceano Pacifico.

No presente foram detectados valores de Fst significativos entre algumas
populacdes de Xiphopenaeus kroyeri sensu stricto, embora tal separagdo nao tenha
seguido um padrao geografico claro. Resultados similares aos obtidos por Gusmao et al.
(2006), para a Xiphopenaeus sp.1, a qual apresentou valores significativos de Fst, entre
algumas localidades, porém também sem seguir um padrdo geografico. Os resultados
obtidos parecem condizentes com a diferenciacdo devido a adaptagdo a fatores locais.
Diversos autores sugerem que os padroes de circulagdo, regimes de temperatura,

topografia costeira, e diferengas na historia de vida e resisténcia aos fatores ambientais
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das espécies podem afetar a estruturacdo genética entre as populacdes (Dawson et al.

2001; Hickerson & Ross 2001; Beheregaray et al. 2002; Rocha et al. 2005).

Gusmao et al. (2006) detectaram a estruturacdo entre as populagdes para as duas
espécies de Xiphopenaeus encontradas por tais autores. No presente estudo, porém, A2
e A3 apresentaram homogeneidade entre as localidades, com haplotipos compartilhados
entre individuos das localidades mais distantes entre si, em que tais espécies foram
coletadas, como Cananéia e Oiapoque, no caso de A2 e, Galveston e Vigia no caso de

A3.

E pelo menos para A2, que apesar de estar exposta as mesmas variagoes de
ambientais discutidas para Al, os resultados sdo condizentes com o seu tipo de
desenvolvimento larval. Espécies marinhas com fases larvais moveis durante seu ciclo
de vida sdo capazes de ampla dispersdo e, portanto, na auséncia de uma barreira,
apresentam homogeneidade genética ao longo de sua distribui¢do (Gopurenko &
Hughes, 2002). Camardes peneideos apresentam fase larval na qual estdo sujeitos ao
transporte passivo pelas correntes e massas de agua, por cerca de um més (Dall et al.,
1990). Este tempo ¢ suficiente para que uma larva transportada passivamente pelas

correntes a uma velocidade de 0,1 m/s” percorra centenas de Km (Palumbi, 2003).

No caso de A3, como discutido anteriormente, as correntes marinhas dentro do
Golfo do México parecem favoraveis a dispersdo dentro dele, como observado em
espécies de corais da regido (Schmitz Jr. et al., 2005), embora possa impedir o fluxo
vindo de localidade do Caribe por exemplo. Para o carideo Palaemon floridanus, por
exemplo, foi detectada separagdo entre algumas populacdes de localidades dentro e fora

do Golfo do México (Baeza & Fuentes, 2013).
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Fatores historicos, como extingdes locais recorrentes, seguidos de recolonizagdo
¢ expansdo populacional, podem gerar homogeneidade genética (Cunningham &
Collins, 1998; Marko & Hart, 2011). Os resultados das analises demograficas realizadas
apontam que as trés espécies do Atlantico passaram por expansdo populacional recente.
Os altos valores de diversidade haplotipica com baixos valores de diversidade
nucleotidica observados em Al, também suportam a ideia de expansdo populacional,

assim como o a rede de haplotipos em forma de estrela, observada em A2 e A3.

O cenario historico suporta fortemente a expansdo populacional, uma vez que,
sendo um género de camardes de regides tropicais, Xiphopenaeus ficaria restrito as
regides de menores latitudes durante os periodos glaciais. Na costa brasileira, por
exemplo, durante a ultima glaciacdo, a Corrente das Malvinas chegou a alcangar
localidades mais ao norte, como o estado da Bahia (Ab’Saber, 2003). Assim, os sinais
de expansdo populacional observados podem ser fruto da recolonizagdo das maiores

latitudes dentro da distribui¢do geografica das espécies do género, apos esse periodo.

Xiphopenaeus kroyeri sensu lato (incluindo as trés espécies) ¢ um importante
componente da pesca no litoral Brasileiro (IBAMA, 2009). E seus estoques ao longo da
costa brasileira sofreram grandes declinios ao longo das ultimas décadas,
principalmente entre os anos 1980 e 1990 e, as capturas atuais representem apenas 40%
do méximo ja registrado (Boos et al., 2016). Assim, outra possibilidade, ¢ que os
desvios do equilibrio demografico observados possam ser devido a essa intensa

exploracdo dos estoques pesqueiros.

Os resultados do presente estudo devem ser levados em conta na elaboracdo e
implementagdo de medidas de manejo das espécies componentes do género

Xiphopenaeus, atualmente, por exemplo, ndo ¢ possivel saber se o atual periodo de
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defeso esteja protegendo todas elas, além de poderem ser utilizados em comparagdes

com estudos futuros.

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
morfoldgicas para a identificagdo das espécies do gé€nero, 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 abundincias, 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
populacdes de diferentes localidades, embora sem apresentar um padrdo geografico
claro. Mais estudos sdo necessarios para delimitagdo correta da distribuigdo geografica
das espécies do Pacifico, bem como a verificagdo de qual delas corresponde realmente a
X. riveti, embora pela proximidade com a localidade tipo (Peru) ¢ bem provavel que este

se trate do grupo P1 obtido no presente estudo.
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