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RESUMO

O caranguejo-ucd, (Ucides cordatus(Linnaeus, 1763), € uma espécie pertencente a familia
Ocypodidae e representa um dos mais importantes componentes da fauna dos manguezais,
tem grande importancia econémica e ecoldgica para as areas de manguezal do Brasil. O
objetivo desse trabalho foi estudar a sistematica molecular e estrutura genética populacional
do caranguejo-uca, Ucides cordatus, tendo em vista o fornecimento de subsidios a sua
exploragdo racional como medida para permitir a sustentabilidade do recurso, e a
maximizacao de aproveitamento do potencial ja explorado do caranguejo de mangue. Foram
desenhados primers nas regifes adjacentes a regido controle isolaram a mtDNA do Ucides
cordatus (Decapoda, Brachyura); e realizados os sequenciamento da RC do mtDNA.As
regibes hipervariaveis também foram amplificadas com sucesso, HV1 (637 pb) e HV2 (445
pb). A regicao controle do DNAmMt em U. cordatus mostrou ser altamente polimérficas em as
suas extremidades 5 'e 3' .Avaliamos as relacfes entre U. cordatus cordatus e U. cordatus
occidentalis usando sequéncias de nucleotideos do RNA ribossémico de subunidade grande
(LSUrRNA ou 16S), citocromo oxidase | (COX-1) e também citocromo b (Cyt -b) do genoma
mitocondrial como caracteres moleculares para inferéncia de relacdes filogenéticas. livre da
influéncia ambiental. As matrizes de distancia evolutiva foram calculadas a partir de dados
de sequiéncia de DNA. As arvores filogenéticas foram inferidas com base nessas seqiéncias
de nucledtidos. Foi obtido um forte apoio filogenético que suporta uma filogenia bem
resolvida do grupo Thoracotremata. O uso de genes codificadores de proteinas na
reconstrucdo de filogenia também provou ser util. Avaliamos a distribuicdo espacial da
diversidade genética e das taxas de migracéo (fluxo genético) entre as populacdes de Ucide
cordatus no Brasil. Os loci foram altamente polimorficos, com média de 12 alelos por locus.
Apesar da alta variabilidade genética, observou-se uma falta de diferenciacdo populacional
de acordo com os valores de FST (média = 0,016) e andlise bayesiana. As altas taxas de
migracdo encontradas entre as populagbes (~ 17,2 migrantes efetivos por geragédo entre
cada par de populagdo) parecem ser a principal forga que atua para sustentar a distribui¢céo
homogénea da diversidade genética entre as populagdes. Esses achados séo vitais para o
estabelecimento de uma base de dados a ser usada no desenvolvimento de programas de
conservagao para a espécie.

Palavras-chave: Marcador populacional, dominios hipervariavel analise filogenético,
posi¢ao taxonomica.
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ABSTRACT

The crab-uca, Ucides cordatus (Linnaeus, 1763), is a species belonging to the family
Ocypodidae and constitutes one the important components of mangroves fauna. It has great
economic and ecological importance for the mangrove areas of Brazil. The objective of this
work was to study the molecular systematics and population genetic structure of the crab-
uca, Ucides cordatus, in order to provide subsidies to its rational exploitation as a measure to
allow the sustainability exploitation of the potential of the mangrove. .Primers designed in the
regions adjacent to the control region isolated the mtDNA-CR from the Ucides cordatus
(Decapoda, Brachyura); and the sequencing of mtDNA-CR was performed. Hypervariable
regions were also successfully amplified, HV1 (637 bp) and HV2 (445 bp). The RC of mtDNA
in U. cordatus showed to be highly polymorphic at its 5 'and 3' ends. We evaluated the
relationships between U. cordatus cordatus and U. cordatus occidentalis using nucleotide
sequences of large subunit ribosomal RNA (LSUrRNA or 16S), cytochrome c oxidase |
(COX-1) and also cytochrome b (Cyt-b) from the mitochondrial genome as molecular
characters for inference of phylogenetic relationships. free from environmental influence. The
matrices of evolutionary distance were calculated from DNA sequence data. Phylogenetic
trees were inferred based on these nucleotide sequences. A strong phylogenetic signal was
obtained that supports a well resolved phylogeny of the Thoracotremata group. The use of
protein-encoding genes in the reconstruction of phylogeny has also proved useful. We
evaluated the spatial distribution of genetic diversity and migration rates (gene flow) among
populations of ucides cordatus in Brazil. The loci were highly polymorphic, with a mean of 12
alleles per locus. Despite the high genetic variability, a lack of population differentiation was
observed according to the values of FST (mean = 0.016) and Bayesian analysis. The high
migration rates found among populations (~ 17.2 effective migrants per generation between
each pair of population) appear to be the main force that supports the homogeneous
distribution of genetic diversity among populations. These findings are vital for the
establishment of a database to be used in the development of conservation programs for the
species.

Keywords: Population marker, hypervariable, phylogenetic analysis, population
structure, taxonomic position
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INTRODUCAO GERAL

A espécie Ucides cordatus (Figura 1) conhecida popularmente como
caranguejo-uca ou caranguejo-verdadeiro pertencente a familia Ocypodidae
(Crustacea: Decapoda: Brachyura), tem grande importancia econémica e ecolégica
para as areas de manguezais do Brasil, especialmente no Norte e Nordeste do pais.
Sendo fonte de recurso pesqueiro para as populacdes ribeirinhas, U. cordatus é
considerado espécie-chave do ecossistema manguezal por sua abundancia, elevada
biomassa e por ter relevancia ecoldgica nos processos de reciclagem de nutrientes e
revolvimento do solo durante o consumo de detritos organicos vegetais para a
construcédo e manutencéo de suas galerias. JUAN; WALTER, 2010).

Figura 1. Ucides cordatus. (Linnaeus, 1763)

Fonte: Jefferson Francisco Alves Legat, (Parnaiba)2018.

Os Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) sdo encontrados exclusivamente no
continente americano, distribuido no Atlantico Ocidental, desde a Flérida (EUA), até
o Brasil, onde sua ocorréncia vai desde do Amapa até Santa Catarina (MELO 1996).
E de grande valor para a culinaria brasileira, e elevado teor proteico, além de sua

carapaca também ser muito utilizada no artesanato.
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Devido o alto indice de atividade extrativista de captura do caranguejo-ucd, os
estoques pesqueiros tém diminuido, podendo resultar no esgotamento deste recurso
em escala econdbmica e um grave desequilibrio ecolégico. S&o observacbes
constantes e relatos de catadores de caranguejo sobre a diminuicdo dos estoques
naturais (SOUSA et al 2015).

Os marcadores moleculares séo utilizados como ferramenta fundamental no
auxilio a identificacdo taxondmica de espécies animais com as relagdes filogenéticas
entre os taxa sendo bem mais esclarecidas, com detalhes, inclusive das estruturas
populacionais (POLIDO et al.,, 2012). Nesse contexto, marcadores moleculares
baseados no DNA sao utilizados nos estudos de conservacao de recursos genéticos
com interesse comercial (DINIZ et al., 2005).

Geralmente, para se realizar uma avaliacdo entre os taxa mais distantes &
conveniente que se utilize marcadores mais conservados evolutivamente (por
exemplo, regides 16S, 12S, COX-1 do DNA mitocondrial), sendo que, para estudos
de populagcdes com taxa mais proximas utilizam-se marcadores mais variaveis
(microssatélites, RAPD- Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso
, AFLP-polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados, RC- regido
controle do DNA mitocondrial, dentre outros). Como ferramenta de estudo para
identificacdo genética, os microssatélites ainda sdo os mais utilizados para os U.
cordatus, os microssatélites sao repeticdes curtas de bases de DNA, repetidas em
sequéncia. Sdo marcadores codominantes altamente polimérficos, sendo, portanto
um grande instrumento para estudos de genética de popula¢cdes (DINIZ et al., 2008).

A regido controle destaca-se por nao possuir ferramentas de reparo, o que
aumenta a carga de mutacfes e consequentemente sua alta variabilidade. Em
invertebrados, encontram-se dois dominios periféricos com altos niveis de
substituicdes e altas taxas de polimorfismos quando comparados ao dominio central
(DINIZ et al., 2005).

Algumas pesquisas tém avancado utilizando o gene dos Citrocromo oxidase
(COX-1) e da regiao controle, do mtDNA para identificacdo da estruturacdo genética
(VIANA, 2013).

Pesquisas que visam (buscar um eficiente planejamento, informacdes
genéticas) minimizar e garantir o uso sustentavel dos recursos dos manguezais sao
fundamentais para conter a exploracdo excessiva e a preservacdo da espécie em

estudo.
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Objetivou-se com este estudo desenvolver marcadores moleculares a partir
do DNA mitocondrial (regido controle do mtDNA); sequenciar e analisar a estrutura
priméria da regido controle do DNA mitocondrial no caranguejo-uca; bem como
avaliar as relacg@es filogenéticas do caranguejo-uca dentro das familias Gecarcinidae
e Ocypodidae; analisar as diferencas gendmicas entre U. cordatus e U. occidentalis,
determinar a variabilidade genética e estrutura populacional do caranguejo-u¢a nos
manguezais do Norte e Nordeste brasileiro pela utiizacdo de marcadores
moleculares.

Esse estudo se insere na linha de pesquisa Biotecnologia em Agropecuéria
do Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia (Nivel Doutorado) da Rede
Nordeste de Biotecnologia (PPGB/RENORBIO), pela Universidade Federal do Piaui
— UFPI. Dessa forma, seguindo as Normas do Programa, esta Tese sera
apresentada em forma de artigo, além da introducéo geral:

No capitulo I: Reviséo de literatura, este capitulo descrevera sobre o Ucides
cordatus e marcadores moleculares.

O capitulo II: Dispbe sobre a regidao de controle do DNA mitocondrial em
Ucides cordatus, sua estrutura, evolucdo e seu potencial como marcador em
estudos de genética populacional.

O capitulo lll: Revisa a posicao taxonémica e relagdes filogenéticas do
caranguejo Ucides cordatus (Crustacea, Brachyura) dentro da tribo Thoracotremata
inferido a partir de sequencias do mtDNA.

*Artigo submetido na revista internacional Diversity; Qualis (Biotecnologia) =
B1.

O capitulo IV: Investiga a conectividade populacional e dispersao de larvas
exploradas do caranguejo de mangue Ucides cordatus ao longo da costa brasileira
*Artigo publicado na revista internacional PeerJ; Impact fator = 2,993; Qualis

(Biotecnologia) = B1.
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Taxonomia, sistemética e genética populacional do caranguejo-uca,
Ucides cordatus: desenvolvimento de ferramentas moleculares e inferéncias
filogenéticas.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a sistematica molecular e a estrutura genética populacional do caranguejo-
uca, Ucides cordatus.

2.2 Objetivos Especificos

e Capitulo I: Descrever sobre o Ucides cordatus e marcadores moleculares.

e Capitulo II: Desenvolver um marcador genético altamente polimérfico e
explorar o potencial de utlizacdo dos dominios hipervariaveis 5'- e 3'-
terminais da regido controle do mtDNA como marcadores genéticos para

avaliar a variabilidade genética do caranguejo de mangue Ucides cordatus.

e Capitulo lll: Esclarecer as relagbes entre U. cordatus cordatus e U. cordatus
occidentalis usando sequéncias de nucleotideos da grande subunidade
ribossomal (LSUrRNA ou 16S), citocromo c oxidase | (COX-1) e também
citocromo b (Cyt -b) do genoma mitocondrial como caracteres moleculares

para inferéncia de rela¢des filogenéticas

e Capitulo IV: Estimar e avaliar a distribuicdo espacial da diversidade genética,
taxas de migracdo e fluxo genico e diretividade entre populacdes de U.

cordatus no Brasil.
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CAPITULO |

1 MARCADORES MOLECULARES DE UCIDES CORDATUS, UMA REVISAO

Metodologia

O método utilizado para realizacdo desta revisdo de literatura foi feito através
de um levantamento bibliografico, onde se pesquisou nas diversas bibliotecas fisicas
e virtuais de instituicdbes publicas nacionais e internacionais, trabalhos, artigos

cientificos com conteldos relevantes ao meio cientifico.

Foram pesquisados os dados virtuais em diversas bibliotecas utilizadas no
ambito institucional, com destaque a Scientific Eletronic Library Online (SCIELO),
(www.scelo.org) Web of science. Foi pesquisado no portal de periodicos, da
Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. (CAPES), Google
académico (scholar Google.com.br).

O Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) caranguejo-uca (Figura 1), € um
crustaceo semiterrestre, exclusivo de manguezais, popularmente conhecido no
Brasil como caranguejo-uca, caranguejo do mangue ou caranguejo-verdadeiro
(BRANCO 1993, NORDHAUS, 2003). A espécie foi registrada pela primeira vez no
litoral brasileiro no inicio do século XIV por jesuitas e viajantes portugueses (MELO
1996).

Figura 1 -. Ucides cordatus (LINNAEUS, 1763).

Fonte projeto carangue-ucé, 2013.
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E endémico da costa atlantica do Continente Americano, o caranguejo-uca,
U.cordatus,Crustacea, Brachyura, Ocypodidae, tem uma distribuicdo geogréfica que
abrange os manguezais desde a Flérida (E.U.A.) até Santa Catarina (sul do Brasil)
(COSTA, 1979; MELLO, 1996; BLANKENSTEYN et al., 1997; DIELE, 2000; SILVA,
2002).

Possui grande porte e sua coloracdo varia do azul-celeste ao marrom-escuro,
conforme a época do ano e o tempo que permanece com 0 exoesqueleto. Suas
patas possuem coloracao lilas ou roxa. E um crustaceo onivoro com hébito noturno.

Esta espécie ja esteve integrada a familia Ucididae, sendo composta por um
anico género (STEVCIC, 2005; Ng et al., 2008), representado por duas espécies:
Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) e Ucides occidentalis. Entretanto, foi realocada,
novamente, na familia Ocypodidae, subfamilia Ucidinae por Shih et al., (2016).,
utiizando analises de relacdes filogenéticas (rDNA nuclear 28S, rDNA mitocondrial
16S e citocromo oxidase 1),

Com relacdo aos Ocypodidae existem duas subfamilias: Ocypodinae e
Ucinae, sendo os representantes do género Ocypode, tipicos de praias arenosas e
encontrados em areas de manguezal (NG et al., 2008).

O caranguejo Ucides cordatus é um dos crustaceos mais explorados do
Brasil. No Nordeste do Brasil este crustaceo é muito abundante, sendo um dos mais
importantes recursos dos manguezais da regido, devido a espécie ter um alto indice

e comercializacdo (PAIVA et al.,1997).

1.2 Reproducéo

Estudos sobre a reproducdo de U. cordatus aumentaram nos ultimos anos
(GOES et al., 2000, HATTORI ; PINHEIRO 2003, ). Em particular por causa de
danos aos estoques naturais como resultado da intensa exploracdo. No sul e
sudeste do Brasil, esse caranguejo também €& explorado, levando a uma
preocupacdo com a sua reproducéo (GOES et al., 2000 )

Segundo Nascimento (1993) o caranguejo-uca apresenta dimorfismo sexual
bastante acentuado, sendo os machos sempre maiores do que as fémeas e com
mais pélos nas patas, as fémeas possuem abdémen semicircular, com seis

segmentos visiveis e ndo fusionados com quatro pares de pleépodos modificados
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incubagbes dos ovos. Os machos, por sua vez, apresentam o abddmen longo,
estreito e triangular, tendo o0 5° e 6° segmentos soldados em um Unico segmento.

No periodo da reproducéo, U. cordatus machos e fémeas saem das galerias,
migram para o acasalamento em um fendmeno denominado pelas comunidades
litordneas de “soata”, “andada”, “andancga”, “corrida” ou “carnaval’. Esse periodo
varia em cada regido, mas sempre ocorre nos meses de maior fotoperiodo,
temperatura e precipitacdo, alguns trabalhos relatam que os U cordatus realiza dois
tipos de a "Andada": uma para acasalamento e outra para langamento de larvas.

Goes et al. (2000) Diele et al (2005) e citam que a "andada" de U. cordatus
ocorre nos primeiros dias do periodo da lua cheia e da lua nova,
sincronia com as amplitudes de maré mais amplas.

Segundo trabalho de Diele (2000), a reproducdo tem carater sazonal,
seguindo um ritmo estritamente lunar. As fémeas liberam as larvas nos manguezais
inundados no estofo de mare, precedendo as marés vazantes, com 0s picos de
eclosédo sempre ocorrendo antes da lua nova. As fémeas podem liberar larvas mais
de uma vez dentro de um mesmo periodo reprodutivo e as desovas ocorrem
preferencialmente a noite, o que presumivelmente reduz a mortalidade ligada a
predacdo. O crescimento segue um padréo indeterminado, com aumentos relativos
de crescimento e frequéncia de muda diminuindo distintamente com tamanho.

Goes et al. (2000), estudando o comportamento reprodutivo de U. cordatus,
definiram a ocorréncia de quatro eventos principais relacionados a reproducao:

a) Caranguejo espumando, em um periodo trés a nove dias antes da a "andada"
(evento observado apenas em machos), que produzem uma espuma branca na
regido acima dos terceiros maxilipedes, na altura dos meropoditos, exalando odor
caracteristico de caranguejo por todo o mangue, possivelmente para atracdo sexual
das fémeas pelos feroménios.

b) a "Andada" para acasalamento comportamento pré-copulatorio caracterizado por
grande movimentacdo e batalhas e troca de golpes com quelipodos entre machos,
para a atracdo/posse das fémeas.

c) Acasalamento (observado na entrada das galerias, ocorre quando macho e fémea
permanecem entrelacados ventre a ventre).

d) Liberacéo das larvas que segundo estudo realizado pelo autor ocorreu durante

todo o periodo de baixa-mar, nas margens dos canais de maré, quando as fémeas
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abrem e fecham o abdome vérias vezes enquanto liberam um liquido da regido
acima dos terceiros maxilipedes sobre 0s ovos.

O Ucides cordatus é uma espécie de Brachyura longeva, com um periodo de
vida de mais de dez anos e fémeas alcancando a maturidade sexual em torno de 2,1
a 3,0 anos (DIELE, 2000; PINHEIRO et al., 2005). Ambos 0s sexos apresentam
quatro morfotipos: juvenil, pré-puberdade, sub-adulto e adulto (PINHEIRO E
HATTORI, 2006).

Foi verificado o pico de fémeas com ovarios maduros em manguezais de
Iguape/SP, no més de novembro, seguido pela maior ocorréncia de fémeas ovigeras
de dezembro a fevereiro (CASTILHO, 2006).

A fecundacgéo, provavelmente, € interna e ocorre durante a 0OvOpOSiGao.
Fémeas de U. cordatus sédo capazes de manter espermatozoides viaveis
armazenados em suas espermatecas por varios meses ou, pelo menos, por um
ano(CASTILHO, 2006).

1.3 Ecologia e Comportamento do caranguejo-Uca

Os manguezais sdo ecossistemas tropicais, que ocorrem geralmente em
regides quentes, cuja precipitacdo pluviométrica esta acima de 1200 mm/ano. As
florestas de mangue ocorrem quase sempre em locais abrigados e nas zonas de
marés, com abundante suprimento de agua doce (fluvial), temperaturas constantes,
aproximadas de 20 °C ao longo do ano, relativa flutuacdo de salinidade da agua,
entre 3 e 35 Kl/g de substrato lodoso muito rico em matéria organica, com baixo teor
de oxigénio e inundado frequentemente pelas marés (RAMOS, 2002).

Segundo Lacerda et al. (2003), nas Américas, as florestas de mangue séo
compostas principalmente por espécies dos géneros Rhizophora, Avicennia e
Laguncularia e Conocarpus. Essas plantas sdo caracterizadas por apresentarem
adaptacdes morfoldgicas e fisioldgicas que lhes permitem viver em um ambiente tao
peculiar, com adaptacfes no seu sistema radicular, como as raizes aéreas; raizes
escoras, que servem para ancorar a planta ao solo mole, mével e ainda tem
pneumatoforos e lenticelas, que ajudam a planta a respirar em um solo anoxico;
glandulas secretoras de sal; viviparidade, dentre outras (VANNUCCI,2003).

Com uma fitofisionomia bastante prépria, o ecossistema do manguezal possui

uma grande variedade de nichos ecolégicos, com uma fauna diversificada, como:
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mariscos, caramujos, camardes, caranguejos, siris, peixes e aves residentes e
migratérias. Estes organismos utilizam-se do manguezal em busca de alimento,
reproducao, crescimento e protecao contra predadores, os Ultimos, atraidos por uma
predominancia de individuos jovens no ambiente (FEMAR, 2001).

Entre a macrofauna comumente encontrada em manguezais, 0S crustaceos
Brachyura sdo os taxa mais importantes com consideravel nUmero de espécies,
densidade e total de biomassa, desempenhando um papel relevante na dinamica e
estruturagao dos manguezais (SKOV et al., 2002).

Nas regides Norte e Nordeste do Brasil que se encontram aproximadamente
85% dos manguezais do pais (HERZ, 1991).

U. cordatus apresenta comportamento semi terrestre, € a segunda maior
espécie dos manguezais brasileiros, sdo de habitos noturnos e vivem na regidao do
mesolitoral, escavando galerias no chdo das florestas de mangue (PINHEIRO et al.,
2005). Encontrado exclusivamente em manguezais, U. cordatus habita areas entre
mares, em substratos lodosos, onde constréi tocas com uma profundidade maxima
de 0,6 a 1,52 metros dependendo da época do ano. Os individuos adultos ocorrem
em areas de sedimento lodoso, com predominio de silte e argila, enquanto os
juvenis sdo mais frequentemente encontrados em sedimentos arenosos, com
predominio de areia fina (PINHEIRO; FISCARELLI, 2001). As tocas sao construidas
abaixo do mais alto nivel de maré alta, tem aspecto uniforme, geralmente rasa,
relativamente em linha reta e frequentemente com mudiltiplas entradas, que se
cobrem diariamente, com a elevacdo de maré (BRIGHT; HOGUE, 1972).0s
caranguejos permanecem dentro das tocas quando submersas, obtendo protecao
contra predadores e contra a dessecacdo (NORDHAUS, 2003).

Durante a maré baixa saem a procura de alimento e realizam a limpeza das
tocas, retirando todo o excesso de substrato introduzido em seu interior durante a
maré alta (PINHEIRO; FISCARELLI, 2001).

A observacdo de aspectos etolégicos de U. cordatus revela como
comportamentos mais comuns: a) limpeza das galerias, quando parcialmente
inundada; b) fuga do contato com os seres humanos. O caranguejo-uca apresenta
comportamento territorialista, construindo galerias individuais que séo intensamente
protegidas contra invasores por seus habitantes (BRANCO 1993).

No entanto, a competicdo local entre caranguejos provoca uma maior

movimentac&do e mudanca de tocas (PIOU et al., 2007).
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O recrutamento do caranguejo-uca ocorre em zonas pouco alagadas,
principalmente nos apicuns, particularmente dentro de galerias de individuos
maiores (SCHMIDT et al.,2005). Segundo Hattori (2006), manguezais com
predominancia de Rhizophora mangle apresentaram maior potencial extrativo
(85,7%) de U. cordatus, seguida por Avicennia schaueriana (79,3%) e menor em
Laguncularia racemosa (34,3%). Areas de L. racemosa, por apresentar em elevada
abundancia de U. cordatus de pequeno porte, devem ser preservadas e
consideradas como uma reserva dos estoques naturais desse recurso. A umidade
do sedimento, o enraizamento, o didmetro e a altura das arvores influenciam,
positivamente, no grau de agregacao entre individuos, na populacéo de U. cordatus.
No entanto, a resisténcia mecéanica a penetracdo do sedimento e a densidade
arborea diminuem esse grau de agregacdo (OLIVEIRA, 2005). Abrunhosa et al,
(2002) concluiram que larvas de U. cordatus necessitam de alimento para realizar a
muda, diferente de muitas espécies de crustaceos, que completam um estagio (ou
mesmo todo o desenvolvimento larval) sem buscar alimentos. Para esse autor,
nauplios de Artemia ndo parecem ser o alimento adequado para as larvas de U.
cordatus no 1° estagio. Entretanto, a microalga Dunaliella sp., além de contribuir
para a manutencdo da qualidade da agua em condicbes de cultivo, influencia
positivamente na muda e na atividade dos individuos. Sem alimentacéo, apenas um
pequeno percentual das larvas conseguiu atingir o estagio subsequente de zoeal ll .

O alimento ingerido por U. cordatus é obtido durante a maré baixa, nas
proximidades das tocas. A grande variedade de alimentos que faz parte da dieta de
U. cordatus permite classificar a espécie como onivora (BRANCO, 1993. Analises de
conteudo estomacal indicam que sua dieta € constituida por folhas de mangue
(61,2%), material vegetal ndo identificado e detritos (28,0%), raizes (4,9%),
sedimento (3,3%), casca de arvores (2,5%) e material de origem animal, (0,1%)
como crustaceos, poliquetos, insetos, bivalves e gastropodes (NORDHAUS;
WOLFF, 2007). Pelo exposto Christofoletti (2005) observando que as folhas
corresponderam ao principal item na dieta desta espécie.).

Segundo Wolff et al. (2000), U. cordatus € um dos principais consumidores da
serapilheira oriunda dos mangues. Apresenta habito predominantemente diurno,
pois depende da visdo para a coleta de folhas embora, de acordo com Nordhaus

(2003), também seja ativo durante a noite.
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1.4 Importancias da espécie: Econdmica e Ambiental.

Essa espeécie dentro do sistema de mangues é considerada a atividade
econdmica mais importante em escala comercial no Brasil, por ser um dos
crustdceos muito explorados em varias regides (VIEIRA et al,2004). Este é um
recurso natural econbmico muito importante em toda sua ocorréncia nas areas de
mangue do Brasil, especialmente nas regifes norte e nordeste do pais (IBAMA
1994, MONTEIRO; COELHO-FILHO, 2004).

Devido a seu grande valor na culinaria brasileira, Glaser (2004), a cata de
centenas de toneladas deste caranguejo € realizada todos os anos em éareas de
mangues, sendo bastante utilizado na culinéria. Sua carne apresenta elevado teor
proteico (72%) bem como teor reduzido de gordura (1,8%) Blankensteyn et al.
(1997). Sua carapaca também é utilizada no artesanato, € usado como peca para
confeccao de souvenir, como cinzeiro.

A exploracdo do caranguejo-ucad € uma das atividades extrativistas mais
antigas em areas litoraneas, constituindo fonte de renda para parte da populacdo
com baixo poder aquisitivo da regido Norte e Nordeste do Brasil (Glaser 2004),
devido sua grande exploracdo, tem gerado expressivo impacto em suas populacdes
naturais e com o alto indice de atividade extrativista de captura de caranguejo-uca,
0s estoques pesqueiros de caranguejo-uca tém ocorrido reducao na sua reproducao,
podendo resultar no esgotamento deste recurso em escala econdmica e um grave
desequilibrio ecolégico (PIOU et al.,2007). Observacdes e relatos de catadores de
caranguejos sobre a diminuicdo dos estoques nhaturais sdo constantes (SOUTO
2007).

Dentro de uma visdo ecologica, U. cordatus € uma espécie-chave na
reciclagem dos nutrientes dos manguezais, A espécie € responsavel pela
degradacdo da matéria vegetal senescente (folhas e propagulos) disponivel sobre o
sedimento (CHRISTOFOLETTI, 2005),estima se que cerca de 80% da biomassa da
epifauna dos manguezais € constituida pelo caranguejo-uca, que serve como
recurso alimentar para muitos grupos de animais que habitam ou visitam
regularmente este ecossistema (KOCH,1999). Bem como por sua transformacao em
matéria organica particulada. O processamento desse alimento fornece a essa
espécie de caranguejo o segundo lugar no fluxo energético e a maior biomassa no

manguezal
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1.5 Taxonomia e Sistematica Molecular do Caranguejo Uca.

. Taxon € uma unidade taxonémica essencialmente associada a um sistema
de classificagdo, o0 que significa dizer que pode ser um reino, uma familia, um
género, uma espécie Junqueira (2005), ou seja, entidades que de alguma maneira
podem ser discernidas umas das outras.

O Ucides cordatus apresenta seguinte classificacdo taxonémica (STEVCIC,
2005;).

Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Subfilo: Mandibulata
Classe: Crustacea
Subclasse: Malacostraca
Ordem: Decapoda
Infraordem: Brachyura
Super-Familia: Ucydoidea Rafinesque (1815)
Familia: Ocypodidae Rafinesque (1815)

Subfamilia: Ucidinae Stevéié (2005)
Género: Ucides Rathbun (1897)
Espécie: Ucides cordatus Linnaeus (1763)

1.6 Caracteristicas morfo-fisioldgicas

Ucides cordatus apresenta um exoesqueleto com cefalotérax ovalado, que se
estreita na parte posterior, cujo comprimento é 4/5 menor do que a largura
(ALCANTARA FILHO, 1978; NASCIMENTO, 1984; SANTOS; COELHO, 2000). O
exoesqueleto é resistente, composto por substancias como: Magnésio, Zinco,
Fdésforo, Nitrogénio, Calcio, Sédio, Potassio, Ferro, Manganés, Cobre e Chumbo. O
lado dorsal do cefalotorax € mais resistente e mais duro no primeiro par de patas
(quelipodo), enquanto que nos pontos de articulacdo dos apéndices do corpo, a
calcificacdo € mais fraca, permitindo a articulacgdo e movimentacdo do animal
(NASCIMENTO, 1984). Sua coloracao varia do azul-celeste ao marrom escuro, de
acordo com o periodo do ano e o tempo de duracao da intermuda. Suas patas sao
de cor lilds ou roxa em todas as fases, mas podem adquirir tonalidade ferruginosa ou
marrom-escura a medida que o animal envelhece ou pouco antes da muda (ecdise).
Internamente possui seis pares de branquias encerradas nas camaras laterais da

carapaca, com uma dilatagdo dorsal expressiva na fase adulta, o que permite
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armazenar maior quantidade de ar atmosférico (PINHEIRO; FISCARELLI, 2001). De
acordo com esses autores, ndo existem diferengas significativas quanto ao consumo
de oxigénio entre machos e fémeas, quando individuos do mesmo peso sdo
considerados. A respiracdo do caranguejo-uca € téo eficiente que proporciona sua
permanéncia em galerias subterrdneas, onde o consumo de oxigénio é
relativamente baixo e sua presenca sobre o substrato lamoso, cujo teor de O, é bem
mais elevado (ALVES; MADEIRA JUNIOR, 1980.)

2 MARCADORES MOLECULARES

O uso de marcadores moleculares em estudos de genética populacional
provou ser decisivo para esclarecer diversos aspectos relacionados a biologia, a
ecologia e a evolugao de muitos organismos.

No entanto, ao escolher um marcador molecular especifico, deve-se
considerar ndo somente o objetivo do estudo, mas também outros aspectos
importantes relacionados a acessibilidade e viabilidade das técnicas.

Os marcadores microssatélites sao muito utilizado nos estudos de diversidade
genética animal, sendo bastante aceito no meio cientifico, principalmente por
possibilitar que os primers heterélogos permitam a transferéncia dos marcadores em
espécies evolutivamente préximas, nao precisando, portanto, passar por todo o
processo de desenvolvimento. Porém, o fator limitante no uso dos marcadores
transferidos é a perda de informacdo genética referente a variabilidade,
principalmente devido a presenca de alelos nulos (mutacbes nas regides
flanqueadoras dos primers) que subestimam as diferencas genéticas e que
aumentam a medida que aumenta as distancias geneticas (FERNANDES et al.,
2010; ALVES et al., 2011; OLIVATTI et al., 2011).

2.2 Marcadores mitocondriais

A utilizacao de marcadores moleculares baseados em amplificacdo de DNA, é
uma alternativa importante, uma vez que eles podem amplificar qualquer genoma.
Entre estes marcadores, a repeticdo de sequéncia simples (ISSR) tem sido utilizada

em varias espécies devido a sua alto nivel de polimorfismo ( PANARARI, 2006).
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Dentre os marcadores as mitocondrias sdo as organelas onde ocorrem a
fosforilacdo oxidativa, sendo esta uma reacdo essencial para a producao de
Adenosina trifosfato - ATP, bem como outras variedades de reac¢des bioquimicas. As
mitocondrias desempenham um papel central na apojptose, no metabolismo e no
envelhecimento celular. Essas organelas possuem carga genética propria,
conhecido como DNA mitocondrial (mtDNA), que sdo genoma exclusivo, separado
da cromatina nuclear, comumente utilizado em estudos de filogenia molecular
(ALBERTS et al., 2008).

Esta organela, se apresenta diferente das outras, o mtDNA representa
apenas 1 a 2% do DNA celular, em duplo filamento circular, codificando apenas 37
genes (Figura 2). Todos os 37 genes tipicamente encontrados no mtDNA de
animais tém homoélogos no mtDNA de plantas, fungos e protistas. Possuem de
modo geral, uma grande regido nao codificante rica em Adenina e Timina (AT,) que
para alguns animais, é conhecida por conter elementos controladores de replicacao
e transcricdo. A comparacdo de genomas mitocondriais pode nos dar novos
pressuposto sobre a evolu¢do dos organismos e dos proprios genomas (BOORE,
1999).

Figura 2. - Esquema genoma mitocondrial.
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Fonte: https://www.infoescola.com/genetica/dna-mitocondrial/

O DNA mitocondrial animal apresenta vantagens que difere dos outros marcadores

moleculares para a analise filogenéticas. Por estarem presentes em coépias Unicas, a
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comparagdo entre genes paradlogos geralmente ndo € uma preocupacdo; o padrao de
heranca maternal, caracteristico do mtDNA da maioria dos animais, permite a reconstrucao
direta de uma topologia de arvore bifurcada; a heran¢a uniparental pode reduzir tamanho
efetivo da populacdo de genes mitocondriais, acarretando a fixagdo mais rapida das
mutacdes. O DNA mitocondrial também tem uma taxa de substituicio de bases mais
elevada do que a maioria dos genes nucleares. Estas caracteristicas fizeram do mtDNA um
marcador genético bastante frequente em estudos evolutivos (CUROLE E KOCHER, 1999).

O mtDNA além de ser considerado uma molécula que tem funcéo vital na
célula, pode sofrer processos biolégicos que influenciam historia evolutiva
(BANDELT, 2006). Muitos aspectos da evolucdo podem ser estudados em sistemas
mitocondriais em niveis de detalhamento e de compreensdo superiores aos
observados nos sistemas nucleares. Com poucas excecdes, 0S arranjos génicos sao
relativamente estaveis dentro de grandes grupos, mas apresentam variacao quando
esses mesmos grupos sdo comparados entre si. Comparacdes de arranjos génicos
mitocondriais tém fornecido convincentes reconstrucdes filogenéticas. (BOORE,
1999).

2.2.1 Regiao controle do mtDNA

NA regido codificante do DNA mitocondrial (mtDNA), possuem marcadores
moleculares utilizados nas pesquisas de estruturas genéticas e em reconstrucao
(BUENO -SILVA,2012). O mtDNA é um dos principais marcadores moleculares
utilizados em estudos filogenéticos e em genética populacional de organismos
aquaticos e terrestres. E extranuclear, apresenta genoma pequeno e contém uma
regido hipervariavel, ndo codificante, conhecida como regido controle (FARIAS et al.,
2003; OLIVEIRA-NETO et al., 2008).

A regido codificante do mtDNA apresenta 37 genes, 0s quais correspondem a
13 polipeptidios, duas moléculas de rRNA e 22 tipos de tRNA; sua regido nao
codificante corresponde a regido denominada regido controle ou D-Loop, a qual
apresenta aproximadamente 1122 pares de bases, sendo a mesma dividida em
regides hipervariaveis |, Il e lll (HV 1, 1l e Ill). Esta é responséavel pela regulacédo da
replicacdo e transcricdo de todo o mtDNA (ANDERSON et al., 1981; ANDREWS, et
al.,1999; BLUTER, 2010).

O mtDNA evolui pelo acimulo de muta¢des nas linhagens maternas (BROWN

et a.; 1979), e acredita-se fixar novas mutacdes dez vezes mais rapido do que o
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DNA nuclear (WALLACE et al., 1987). O mtDNA, além de ser considerado uma
molécula com funcdo vital na célula, estd sujeito a processos bioldgicos que
influenciam a historia evolutiva (BANDELT et al, 2006). A regido controle do DNA
mitocondrial pode ser utilizada como um eficiente marcador molecular, devido a seu
padrdo de heranca genética e alta taxa de polimorfismo. Essa regido tem sido muito
utilizada em estudos populacionais, filogeograficos e de andlises evolutivas. Como
pod-se observar nos estudos de genética populacional de invertebrados semi-
terrestres ou aquaticos, por exemplo o da lagosta Panulirus argus (DINIZ et al.,
2005) do siri e Portunus trituberculatus (GUO et al., 2012).

Outra constatacdo de aplicabilidade do marcador foi o observado por Liu et
al. (2014) ao obterem informagdes importantes referentes a diversidade e
estruturacdo genética de populacdes de peixes de agua doce Brachymystax lenok
tsinlingensis, tipicas das montanhas Qinling na China, que atualmente estéo
ameacadas de extingéo.

As caracteristicas de heranca genética do mtDNA tais como: heranca
materna, genoma hapléide, auséncia de recombinacdo, sensivel aos efeitos da
deriva genética e alta taxa evolutiva configuraram este genoma como Genética e
Conservacdo de Estoques Pesqueiros de Aguas Continentais no Brasil: Situacéo
Atual e Perspectivas excelente fonte de informacdes genéticas para estudos

voltados a taxonomia e conservacéo de diversos organismos.

2.2.2 COX- |

O gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COl ou Cox1l) é um gene que
codifica parte da enzina terminal da cadeia respipiratoria mitocondrial. Caracterizado
pela sua alta taxa de mutacdo, mesmo quando comparado com outros genes
mitocondriais, € composto por um curto segmento de 648 pares de bases, foi
indicado para identificacdo molecular em nivel de espécie (HEBERT et al.,2003a;
2003b). O estudo dessa regido do mMtDNA, também denominado de DNA
“barcoding”, utiliza sequéncias parciais de DNA do gene COI e permite identificar e
designar espécimes desconhecidos e espécies previamente descritas; e facilitar a
descoberta e o diagndstico de novas espécies, auxiliando a desvendar a diversidade
(BOLZAN, 2011).
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Algumas pesquisas utilizaram os genes, citrocromo oxidase (COI) e a regiao
controle, do DNAmt para estruturacdo genética, entre elas pode-se observar, 0s
trabalhos, de PIE et al. (2008) e VIANA et al (2013), respectivamente.

2.2.3 Cyt-B

O marcador molecular citocromo b (Cyt-b ou Cob) que é a subunidade
catalitica central da ubiquinol citocromo c¢ reductase, uma enzima que esta presente
na cadeia respiratoria da mitocondria e na cadeia respiratoria do ciclo foto-redox de
muitas bactérias (MEYER, 1994), todos 0s organismos eucariotos carecem desta
classe de enzima redox, e consequentemente do citocromo b para a transformacéo
de energia (ORREGO, 2012). Sua utilizacéo se justifica pela presenca de regides
conservadas e variaveis, as quais contem sinais que podem ser utilizados em
analises filogenéticas em niveis taxonOmicos diferentes, sendo considerado
excelente marcador molecular, amplamente utilizado como ferramenta em filogenias
moleculares (ORREGO, 2012).

O gene mitocondrial do cyt-b € bastante utilizado em estudos sistematicos
para explicar divergencia em muitos niveis taxondbmicos. A pesquisa de de lzeni et
al. (2001) enfoca principalmente a utilidade do cyt-b como marcador molecular para
inferir relacdes filogenéticas em varios niveis dentro da familia de peixes Cichlidae.
As arvores de genes obtidas de cyt-b sdo comparadas com uma arvore de
evidéncias total publicada derivada de estudos anteriores. Arvores de evolugdo
minima baseadas em dados cyt-b resultaram em topologias congruentes com todas

as analises anteriores.

2.2.4 Regioesde 16 Se 12 S

Para as andlises filogenéticas de taxa distantes, os marcadores mais
convenientes sao aqueles que codificam as regides 16S e 12S do RNA ribossémico,
0S quais sdo sequéncias que em sua grande extensdo se mantém conservadas.
Ambas as regides séo responsaveis por codificarem RNAs ribossdmicos necessarios
para a traducdo de RNA mensageiros de proteinas mitocondriais. Tais andlises séo
importantes principalmente quando se pretende solucionar a relacédo filogenética
entre grupos que a priori ndo foram identificadas (YANG et al., 2014).

Pesquisa utilizando 21 tdxons do género Panulirus para andlises filogenética

foram investigados com dados de sequéncia de nucleotidicas parciais de por¢des de
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dois genes mitocondriais, 28 RNA ribossomal grande subunidade (16S rRNA)
buscando fornecer evidéncias moleculares (NAYAK et al., 2012).

Estudos realizados através de sequéncias nucleotidicas da regido 16S do
MtDNA, também foram utilizadas na espécie Panulirus echinatus, nesta pesquisa
obtiveram resultados que identificaram as larvas como sendo P. echinatus, e junto
com a observacdo morfologicas, e de acordo com os resultados da &arvore
filogenética molecular com outras espécies do mesmo género (KONISHI; SUZUKI;
CHOW, 2006).

2.3 Marcadores nucleares
Frente aos avancos obtidos pelas técnicas de sequenciamento, ndo se pode
deixar de comentar a importancia do uso dos marcadores referentes as sequéncias

presentes no genoma nuclear na identificacdo de espécies.

2.3.1 Microssatélites

Sao Trechos de DNA que consistem em unidades curtas repetidas, mais
conhecidas como microssatélites, tém sido amplamente utilizados como marcadores
moleculares, sdo conhecidos por SSR (Simple Sequence Repeats), STRs (Short
Tandem Repeats) e VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) sao uteis para a
avaliacdo da diversidade genética e em estudos da estrutura populacional, devido a
sua hipervariabilidade e abundancia em todo o genoma eucariota (WAN et al.,
2004).

Os Microssatélites possuem caracateristicas altamente polimorficos e podem
ocorrer em areas codificadoras e nas néo codificadoras do DNA. (ELLEGREN,
2004). Os Marcadores Microssatelites, conhecido como ISSR (repeticdo de
sequéncia simples),tam sido utilizada em pesquisas de varias espécies devido a seu
elevado nivel de polimorfismo e reprodutibilidade (PANARARI, 2006).

Os ISSRS vém se mostrando bastante proveitoso em estudos de estrutura
genetica de populacdes e reconstrucao filogenetica em varios organismos (LUQUE
et al 2001).

Em pesquisas (MAIA; TORRES, 2016). com Cardisoma guanhumi, o
marcador ISSR demostrou ser eficiente, demostrando devido a capacidade de
identificar as diferencas genéticas entre populacdes. Recentemente, foi observada

elevada diversidade genética em C. guanhumi, tendo como maior registro, a
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alteracao dentro das populacdes, com 80,95 e 19,05%, entre as populacdes. Esses
resultados foram obtidos a partir da avaliagdo de nove iniciadores ISSR em 154
individuos, procedentes de cinco estuérios do Litoral Norte, Central e Sul do estado
de Pernambuco, Brasil.

Dentre as vantagens que tornaram esses marcadores amplamente utilizados.
podem-se destacar a alta frequéncia e a distribuicdo ao acaso nos genomas
eucariotos, além de serem co-dominantes e multialélicos, fornecendo um elevado
nivel de informagdo genética por loco. A técnica de SSR é de facil execucdo e
altamente reproduzivel, quando comparada com outras metodologias, favorecendo o
intercambio de informacdes entre diferentes grupos de pesquisa (ZIETKIEWICZ et
al,1994).

Considerado o avanco para a obtencdo de dados quanto a caracterizacdo do
caranguejo do mangue, Brito et al, (2009) desenharam os primeiros microssatélites
para essa espécie onde podem ser utilizados para discriminacdo genética de
populacdes.

Britto et al, (2011) utilizou o marcador Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)

para avaliar a eficiéncia desse marcador em estudo populacional do U. cordatus.

3 Taxonomia Molecular e Filogenetica

O advento da taxonomia molecular foi acompanhado de um fenémeno
mundialmente conhecido como “impedimento taxonédmico”. Entre os pesquisadores
havia uma controvérsia que esse fendbmeno reduziria 0 niumero de taxonomistas e de
publicacbes em taxonomia nas ultimas décadas (HOPKINS; FRECKLETON, 2002).
No entanto, outros defendem que os investimentos destinados a taxonomia
tradicional estdo sendo redirecionados para pesquisas com taxonomia molecular.
Porém, mesmo o numero de taxonomistas sendo satisfatério no Brasil, pelo menos
para alguns grupos taxondmicos Carvalho et al. (2005), esta cada vez mais dificil
publicar descricBes de espécies baseadas exclusivamente em dados morfolégicos
no mundo todo. Este fato deve ter sido ocasionado por dois motivos: (1) o numero de
periddicos da area que aceita descricdo taxondmica tradicional tem diminuido nos
Gltimos anos; e (2) devido o aumento da ideia de que descricbes de taxons
baseadas exclusivamente em dados morfolégicos podem gerar dubiedades
taxonbmicas na determinagdo das espécies. Embora haja essas diferengas entre

taxonomistas tradicionalistas e taxonomistas moleculares, parece mais provavel que
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0 uso conjunto de dados genéticos e morfoldgicos pode contribuir muito mais para a
taxonomia animal (LEMEY, et al., 2009) do que simplesmente adotar um ou outro
método de forma isolada, ja que ambas, morfologia e genética, sdo complementares
e constituem fontes independentes de evidéncia.

O estudo filogenético de sequéncias de DNA é uma ferramenta muito
relevante na pesquisa da historia evolutiva dos organismos. As analises filogenéticas
sdo importantes também para elucidar os padrées evolutivos de uma variedade
génica e para compreender os processos da evolucdo adaptativa em um nivel
molecular. A reconstrucdo de arvores filogenéticas mediante o uso de métodos
estatisticos teve inicio, de forma independente, na taxonomia numérica com dados
morfolégicos e na genética de populacdes com dados de frequéncia génica (NEi;
KUMAR, 2000). As arvores filogenéticas séo representacdes graficas que mostram
as conexdes evolutivas entre organismos e sao construidas a partir de uma matriz
contendo os dados disponiveis (morfologicos, taxondmico ou genéticos) sobre 0s
taxons pesquisados.

A filogenia inclui o uso de dados moleculares em taxonomia e biogeografia.
Estes dados estudados sdo comparados e os taxons agrupados pelas semelhancas
e diferencas entre si em clados. Podendo ser apresentado de varias formas ((PAGE
et al., 1998) cladogramas, os quais demonstram qual o ancestral mais proximo;
filogramas, que mostram o numero de substituicbes que ocorreram por meio de um
coeficiente de similaridade; e ultramétricas, que podem ser usadas para representar
o tempo da evolucédo corretamente

O sequenciamento de DNA passou a ser uma ferramenta muito importante
para estudos de taxonomia e filogenia do laboratério. O trabalho dee (BUENO-
SILVA, et al. 2012) constitui um exemplo de como € possivel aliar dados
morfolégicos e genéticos para entender os processos evolutivos e ajudar de
limitacdo de espécie.

Com base nos estudos filogenéticos com o género Aegla Leach foram
descritas pelo menos seis novas espécies (BOND-BUCKUP et al., 2008). Outra
pesquisa bastante significativa foi o realizado por Dudu et al. (2011) uma vez que
permitiu verificar o enquadramento filogenético dos peixes salmonideos Romenos

em relacao a familia Salmonidae.
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4 Diversidade Genética

A diversidade genética € a variacdo que existe entre os individuos em termos
de combinacdo do DNA. Refere-se a variagcdo na composicdo da informacao
genética ou unidades hereditarias (genes) contidas em todas as espécies vivas. Esta
diversidade compreende nao apenas as espécies como tal, mas também as
populacbes de individuos de uma mesma espécie, as quais compartilham
caracteristicas semelhantes. A diversidade genética é fundamental para a
manutenc¢do da vida e para a evolucao das espécies, pois quanto mais heterogénea
for uma populagdo na sua constituicdo genética, mais eficiente sera na resposta as
espécies ameacadas de extincdo, tendo assim uma grande relevancia, (FRANKHAM
et al., 2008). O éxito de um processo de conservagao e manejo, sera conseguido se
efetivamente durante o estudo, se obtiver a compreenséo da variacdo genética da
espécie em estudo.

A compreensao do estado do fluxo génico da diversidade genética e tamanho
efetivo da populacédo séo a base de sustentacdo de planejamento de conservacéo
(FRANKHAM et al, 2008). Espécies como larvas pelagicas marinhas geralmente
possuem pouca identificacdo genética devido ao alto grau de fluxo génico.
Entretanto, estudos com alguns crustaceos braquiuros tem mostrado graus de
estruturacdo que variam de baixo a intermediario ou alto, (OLIVEIRA-NETO et al.,
2007a, 2008; ROMAN, PALUMBI, 2004).

Com o aumento do numero de ferramentas para o estudo sobre variabilidade
genética tem revelado uma grande variedade de padrées de fluxo génico
(OLIVEIRA-NETO et al., 2007b) e estudos sobre variabilidade intraespecifica tém
permitido o refinamento do status taxonémico de algumas espécies (MCLAY et al.,
2011; NEGRI et al., 2012; TOURINHO et al.,2012).

5 Genetica de Populacdo Marinha

A estabilidade de uma diversidade biolégica aquatico faz necessario o
conhecimento de variaveis fisiolégicas, comportamentais e ecoldgicas, que sao
importantes na determinacdo de como uma dada populacéo sobrevive e se reproduz
em diferentes ambientes (DANZMANN et al, 1991). A compreensdao da base

genética populacional de uma determinada espécie é muito importante neste

processo, pois permite conhecer as diferencas genéticas geradas por processos de
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fragmentacdo e suas relacdes com as diferencas adaptativas das populacdes
(AVISE, 1994).

A diversidade dos recursos genéticos aquaticos, pode ser interpretada pelo
conjunto da diversidade de espécies e pela propria diversidade genética, dentro e
entre espécies, sendo um fator importante da biodiversidade como um todo.

De forma geral, as preocupacoes e acoes referentes aos impactos sobre a
biodiversidade nos ecossistemas aquaticos estdo muito mais relacionadas a
percepcdo do desaparecimento de uma dada espécie do que a diminuicdo da
diversidade genética de uma espécie. O empobrecimento da variabilidade genética
dentro e entre populacdes pode ser o fator responsavel pela sobrevivéncia da
espécie, dentro de um prazo médio ou longo. A capacidade de uma espécie de se
adaptar as variacdes constantes do meio ambiente dependera em grande parte do
nivel de diversidade genética encontrada na mesma (SOLE-CAVA, 2001).

A genética da preservacdo corresponde ao conjunto de estudos genéticos
gue buscam compreender 0s processos populacionais e evolutivos presentes em
populacdes sob o risco de ameaca. O estudo de preservacdo e conservacao esta
baseado em estudos populacionais marinhos, estes fazem uma interpelacdo mais
especifica, quanto ao uso de ferramentas moleculares em estudos de diversidade,
estruturacdo, filogenia e conservacdo genética, em diferentes espécies de
caranguejos (AVISE, 2010).

Sendo assim as ferramentas moleculares acessam o nivel informacdes do
DNA como a diversidade genética, que revelam por meio de andlises estatisticas a
estruturacdo das populacdes, inclusive, as de diferentes regibes geograficas
distintas, e assim, esclarecem o histdrico evolutivo e a dindmica populacional das
espécies marinhas (CABALLERO et al., 2010).

Existem algumas pesquisas com o uso de ferramentas moleculares como
exemplo os trabalhos realizados com C. guanhumi destacam-se os de Oliveira-Neto
et al. (2008), Pie et al. (2008), Heilveil et al. (2013), Amaral et al. (2015) e Maia e
Torres (2016). Essas pesquisas revelam a importancia dos estudos na area de

genética molecular para a populacdo marinha.
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CAPITULO Il

Regido controle do DNA mitocondrial em Ucides cordatus, (Linnaeus, 1763), :
Estrutura, marcadores moleculares e potencial como marcador em estudos de
genética populacional
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Resumo

O caranguejo-ucé € uma das espécies mais importantes que compde a fauna dos
manguezais brasileiros, ocorrendo em abundancia variada em toda a extensao da
costa do Brasil, desde o Amapa até Santa Catarina. No Nordeste brasileiro este
crustaceo representa um dos mais importantes recursos dos manguezais da regiao,
nao so6 pelo volume das capturas como pelo seu elevado valor comercial. O desenho
e validacao de primers de PCR para amplificar uma parte do mtDNA de Brachyura e
detectar polimorfismos da regido controle, torna-se assim fundamental para
obtencdo de informacGes da variabilidade genética e estruturacdo de suas
populacdes no intuito da conservacao da espécie, bem como o fornecimento de
dados de grande importancia para formulacdo de medidas de gestdo que visem a
exploracdo sustentavel deste recurso. A regido controle do DNA mitocondrial € um
excelente marcador populacional em estudos genéticos, mas pouco se sabe sobre a
estrutura e a evolugdo desta regido mitocondrial para os decapodes. O objetivo
deste estudo foi desenvolver um marcador genético altamente polimorfico e explorar
o potencial de utilizacdo dos dominios hipervariaveis 5'- e 3'- terminais da regiéo
controle do mtDNA como marcadores genéticos para avaliar a variabilidade genética
do caranguejo de mangue Ucides cordatus. As regibes hipervariaveis foram
amplificadas com sucesso, HV1 (637 pb) e HV2 (445 pb). A RC do mtDNA em U.
cordatus mostrou ser altamente polimorficas em suas extremidades 5 ‘e 3'. O padrao
de substituicdo de nucleotideos foi a favor de transicdes sobre transversoes.
Transi¢cbes foram fortemente correlacionadas com as distancias genéticas, e, pelo
menos, 94,5% (HV1), 93,8% (HV2), 94,6% (RC) da variacdo em transi¢cdes podem
ser mostrada por regresséao linear. A analise de saturacdo de substituicdo mostrou
um ISS (0,067 para HV1; 0,046 para HV2; 0,051 para RC) muito menor do que o
valor ISS.C critico (0,706 para HV1; 0,689 para HV2; 0.730 para RC), indicando que
as sequéncias sdo muito Uteis na reconstrucao filogenética. Média haplotipica e
diversidade de nucleotideos foram, respectivamente, 0,988 para todos os dominios e
a RC, e 4,5% para HV1, 2,8% para HV2, e de 3,4% para toda a RC. A analise de
variancia molecular (AMOVA) revelaram estimativas mais elevadas para HV1
(0,0461) do que para HV2 (0,0457) e toda a RC (0,0451). Para HV1, maior parte da
variacdo (95,4%) foi encontrada dentro das populacfes. Dois haplogrupos distintos
foram encontrados pela analise bayesiana de estrutura populacional (BAPS) para
ambos HV1 e RC. No geral, os resultados indicaram que a adi¢do, nas analises, do
seguimento final da regido de controle (HV2) ndo ird contribuir de forma significativa
para caracterizacdo das populacdes. Os resultados sugerem que o0 uso da regido
HV1 fornece uma melhor estimativa da diversidade genética da populacdo de base,
e isto pode ser visto como um modelo para as outras espécies de braquilros em
estudos genéticos de populacéo.

Palavras-chave: primers, genoma mitocondrial, polimorfismo,hipervariavel
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Abstract

The uca crab is one of the most important species that make up the Brazilian
mangrove fauna, occurring in varied abundance along the entire coast of Brazil, from
the state of Amapa to the state of Santa Catarina. In the Northeast of Brazil, this
crustacean represents one of the most important mangrove resources in the region,
not only because of the volume of catches but also because of its high commercial
value. The mitochondrial DNA control region is an excellent population marker in
genetic studies, but little is known about the structure and evolution of this
mitochondrial region in decapods. The design and validation of PCR primers to
amplify part of the Brachyura mtDNA and to detect polymorphisms of the control
region, thus becomes fundamental to obtain information of the genetic variability and
structuring of its populations in order to the conservation of the species, as well as
the provision of data of great importance for the formulation of management
measures aimed at the sustainable exploitation of this resource. Thus, this study was
aimed to design primers (oligonucleotides) based on sequences from the
mitochondrial genome of other species of mangrove crabs in order to develop a
highly polymorphic genetic marker based on the mitochondrial genome for population
genetic studies. The hypervariable regions were also successfully amplified, HV1
(637 bp) and HV2 (445 bp). The mtDNA CR in U. cordatus was found to be highly
polymorphic at its 5’- and 3’-ends. The pattern of nucleotide substitution was biased
in favor of transitions over transversions. Transitions were strongly correlated with
genetic distances, and at least 94.5% (HV1), 93.8% (HV2), 94.6% (CR) of the
variation in transitions can be explained by a linear regression. The substitution
saturation analysis showed an ISS (0.067 for HV1; 0.046 for HV2; 0.051 for CR)
much smaller than the critical 1SS.C value (0.706 for HV1; 0.689 for HV2; 0.730 for
CR), indicating that sequences are highly useful in phylogenetic reconstruction.
Average haplotype and nucleotide diversity were respectively 0.988 for all domains
and the mtDNA CR, and 4.5% for HV1, 2.8% for HV2, and 3.4% for the entire CR.
The analysis of molecular variance (AMOVA) revealed higher estimates for HV1
(0.0461) than for HV2 (0.0457) and the entire CR (0.0451). For HV1 most of the
variation (95.4 %) was found within populations. Two distinct haplogroups were
resolved through a Bayesian analysis of population structure (BAPS) to both HV1
and CR. Overall, results indicated that the addition of the remaining control region
segment (HV2) does not contribute significantly in further characterizing populations.
Likewise, the use of HV2 to estimate population based genetic diversity has in fact
decreased performance of the analysis. The results suggest that the use of the HV1
region provides a better estimate of the genetic diversity of the base population, and
this can be seen as a model for the other species of brachii in population genetic
studiesGenetic studies.

Keywords: primers, mitochondrial genome, polymorphism, hypervariable
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1 Introducéo

O conhecimento da variabilidade e estrutura genética populacional €
fundamental para os programas de conservacao de espécies em situacdo de risco,
por exemplo, sob excessiva exploracdo pesqueira (MACHUGH et al., 1994).
Alteracbes no habitat natural pelas atividades do homem tais como a exploragéao
desordenada deste recurso, podem levar a um declinio da populacédo, em termos de
abundancia, e a uma eventual perda do estoque (AVISE, HAMRICK, 1996).
Organismos com diferentes ciclos de vida e padrdes de estrutura populacional
podem ser afetados por distirbios no habitat de diferentes maneiras. Por exemplo,
espécies naturais que migram e com diferentes ciclos de vida podem se tornar
fragmentadas em populacdes isoladas ocasionando também a perda da
variabilidade genética. Inversamente, espécies caracterizadas por uma migracao
limitada e/ou um comportamento de movimentacao restrita a area de origem podem
sofrer adaptacbes genéticas e ecologicas frente a regido habitada
(AVISE;HAMRICK, 1996).

A captura intensa de caranguejo-uca (Ucides cordatus) no Nordeste brasileiro
pode levar a reducéo de estoques Unicos, 0s quais estdo geneticamente adaptados
a um ambiente especifico. O resultado € a perda na variabilidade genética e no
potencial adaptativo da espécie. E provavel que estas alteracdes ja tenham ocorrido
em estoques de U. cordatus. No entanto, pouca informacdo genética, existe para
confirmar tal possibilidade para esta espécie. Essa preocupacéao € fundamentada no
uso sustentavel desse recurso pesqueiro que € classificado como uma espécie
Sobreexplotadas ou Ameacadas de Sobreexplotacdo (IBAMA, anexo Il da IN n°
05/04). Este crustaceo Brachyura € considerado um dos componentes mais
importantes da fauna de manguezais.

Tais consideracdes ilustram como o conhecimento da estrutura genética das
populacdes pode ser usado para predizer o potencial de impacto de distlrbios ao
habitat e para o desenvolvimento de uma politica de gerenciamento de importantes
recursos pesqueiros. Os parametros genéticos populacionais estimados com base
em marcadores moleculares podem ser utilizados para a conservacdo da espécie
como elementos para elaboragéo de regulamentacao pesqueira especifica que vise
0 uso sustentavel deste recurso, sendo assim, Uteis na detecgdo de populacbes que

apresentem diferentes magnitudes de variabilidade genética e que, portanto,
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requerem diferentes estratégias para sua conservagado (AVISE; HAMRICK, 1996;
NEWTON et al., 1999).

Nesse contexto, marcadores moleculares baseados no DNA vém sendo
usados cada vez mais amplamente na conservacao de recursos genéticos de
interesse comercial (DINIZ et al., 2004; 2005), tais como 0 caranguejo-uca, o qual se
encontra sob forte pressdo da pesca e influéncia do ambiente aquético. Dentre as
técnicas mais usadas para a identificacdo de marcadores genéticos especificos, tem
destaque o sequenciamento do DNA mitocondrial, particularmente sua regido mais
variavel (polimorfica), regido controle (RC), a qual tem sido constantemente
mencionada como uma importante e eficiente ferramenta para estudos de genética
populacional (AVISE, 1994).

Pouco se sabe sobre a estrutura e a evolugao da regiao controle mitocondrial
dos decapodes, mas acredita-se ser dividido em dominios polimorficos
(GRABOWSKI; STUCK, 1999). Embora a RC mitocondrial seja uma regido nao
codificante, as partes mais conservadas em seu interior servem como a origem de
replicacéo para uma das cadeias de DNA mitocondrial.

Os segmentos periféricos, adjacente as regifes flanqueadoras codificantes,
sédo extremamete polimorficos, com um nivel de substituicdo maior do que o dominio
central. Essas regides sao, normalmente, denominadas regides hipervariaveis (HV)
e frequentemente utilizadas como marcador em estudos de genética populacional
(GRABOWSKI, STUCK, 1999; GRABOWSKI et al., 2004).

Independente das altas taxas de evolucdo dentro da regido de controle de
genomas mitocondriais de vertebrados cria-se uma expectativa para que esta regiao
seja uma ferramenta de deteccdo de subdivisdo populacional sensivel, porém isso
pode ndo ser totalmente verdade para todos os vertebrados e invertebrados
(ZHANG ;HEWITT, 1997) e devem ser levados em consideracdo quando um
marcador € selecionado para estudos populacionais. Na literatura é possivel ver
exemplos, no qual a RC detecta somente niveis moderados de variabilidade
intraespecifica para muitas espécies, tais como peixes (WILSON et al. 1997),
borboletas (TAYLOR et al. 1993), mosquitos (CACCONE et al. 1996), gafanhotos
(ZHANG et al. 1995), pepinos do mar (ARNDT,SMITH, 1998) e -crustaceos
(STRAUGHAN, LEHMAN, 2000). Por outro lado, a regido de controle tem sido

usada com sucesso para estudar a genética da populacdo de outros invertebrados
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(GRABOWSKI; STUCK, 1999; SCHULTHEIS et al. 2002; MCMILLEN-JACKSON |,
BERT, 2003; MCMILLEN-JACKSON;BERT, 2004).

Mesmo j& sendo detectada, ainda ndo se sabe explicar heterogeneidade
encontrada nas taxas de substituicAo entre os dominios da regido controle
determinadas em regifes hipervariaveis | e Il (HV-l e HV-ll) do mtDNA humano
(EXCOFFIER;YANG, 1999; MEYER et al. 1999). Apesar da utilidade em potencial da
RC do mtDNA em estudos populacionais de decapodes, o outro dominio
hipervariavel e a regido controle por inteira nunca tinha sido utilizada em estudos
genéticos populacionais de decdpodes em decorréncia da falta de conjuntos de
primers.

Assm, com este estudo objetivou-se desenhar primers (oligonucleotideos)
tendo como base sequéncias do genoma mitocondrial de outras espécies de
caranguejos de manguezais e explorar o potencial de utlizagdo dos dominios
hipervariaveis terminal 5'-e 3'- da regido de controle (RC) do mtDNA, denominada
HV1 e HV2, respectivamente, a fim de desenvolver um marcador molecular
altamente polimérfico com base no genoma mitocondrial para avaliar a variabilidade

genética do caranguejo uca, Ucides cordatus.

2 Material e Métodos

2.1 Coleta de amostras

Espécimes de caranguejo Ucides cordatus (n =428) foram capturados por
catadore profissionais em 2006 em diferentes manguezais no Brasil: em Soure
(Curucd), Para (0°40°02” S e 48°30°27” W; n = 107); Almofala (3°42’54” S e 38°37°19”
W, n = 43), e Caucaia (3°42’54” S e 38°37’19” W; n = 90) no Ceard; Comandatuba,
Bahia (15°22'58,46"S e 38°58'24,02"W; n = 80), Cananéia, Sdo Paulo (25° 00' 53" S
e 47° 55' 36" W; n = 100) e Floriandpolis, Santa Catarina (27°35'21” S; 48°32'07” W,
n = 8).

Amostras de tecido de um segmento do ultimo peredpode (ou pereidpode)
foram removidas usando um método nédo letal e imediatamente preservado em
etanol a 95 a 100% em um microtubo eppendorf de 2,0 mL. Todas as amostras
foram depois levadas para o laboratdério e armazenadas a -20°C até posterior

utilizacdo.. (Figure 1).
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Figura 1 - Localizagdo das amostras coletadas de Ucides cordatus ao longo da costa brasileira.
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Fonte: https://freevectormaps.com/ modificado. Farias, A.M.

2.2 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA gendmico total foi realizado no Laboratério de Biologia
Molecular e Biotecnologia da Embrapa Meio-Norte, em Teresina, Pl. O DNA foi
extraido seguindo protocolo padrdo por meio da digestdo de um fragmento de
aproximadamente 1,0 mg de tecido muscular de um segmento do Ultimo
peredpode em presenca de proteinase K a 55°C, seguido de purificacdo com fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1; v:v:v), cloroférmio-alcool isoamilico (24:1; v:v)
e precipitagéo por centrifugacdo a 10.000 g em etanol absoluto (SAMBROOK et al.,
2005).


https://freevectormaps.com/
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Por comparacdo com um marcador de 1;kb (Invitrogen), a qualidade e
concentracdo do DNA extraido foram estimadas por eletroforese em gel de agarose
a 0,8%, + corante SyberSafe™ na proporcdo de 1,0 uL para cada 10 mL de gel e

visualizados em fotodocumentador com transmissao ultravioleta (UV).

2.3 Desenho de primers da regido controle do mtDNA

Sequéncias de outros Brachyuras disponiveis no Genbank do Centro
Nacional de Informacéo sobre Biotecnologia (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov) foram

Y

utilizadas para o desenho de primers adjacentes a regido controle do DNA
mitocondrial em Ucides cordatus. Foram utilizadas as espécies Geothelphusa
dehaani, Callicnectes sapidus, Portunus trituberculatus, Pseudocarcinus gigas e
Eriocheir sinensis com 0s respectivos numeros de acesso no GenBank: NC007379,
NC006281, NC005037, NC006891, NC006992 (Figura 2).

Figura 2 - Genes presentes nas regies adjacentes a regido controle (RC) de diferentes espécies
de caranguejos braquidros, usados como referéncia para o desenho de primers no genoma
mitocondrial do caranguejo Ucides cordatus. As setas indicam o sentido de transcricdo do gene.
Geotelphusa dehaani (Japanese Freshwater Crab); Callicnectes sapidus (Blue Crab); Portanus
trituberculatus (Japanese Blue Crab); Pseudocarcinus gigas (Australian Giant Crab); Eriocheir
sinensis (Chinese Mitten Crab).

Geothelphusa dehaani (Potamidae) C::SSU-rRNA Regido controle mtDNA tRNA"e> tRNAMe NAD2 :>
Callicnectes sapidus (Portunidae) C::SSU-rRNA Regido controle mtDNA || tRNA® XtRNAG‘” tRNAMe NAD2 :>
Portunus trituberculatus (Portunidae)C::SSU-rRNA Regido controle mtDNA || tRNA' XIRNAG'” tRNAVet NAD2 :>
Pseudocarcinus gigas (Eriphiidae) C::SSU-rRNA Regido controle mtDNA tRNA"?XtRNAG'” tRNAVe! NAD2 :>
Eriocheir sinensis (Varunidae) tRNA% ¥ Regido controle mtDNA K tRNAC"

Com o auxilio do programa BioEdit (HALL, 1999), as sequéncias da regiao
controlem e genes adjacentes destas espécies escolhidas foram alinhadas e os
locais conservados foram utilizados para o desenho de primers, utilizando-se o
programa PRIMER3 (ROZEN; RKALETSKY, 2000). Inicialmente, foram desenhados
dois primers no sentido forward baseados na regido codificante da subunidade
ribossomal 12S (Primers 12SU1 e 12SU2) e outros trés no sentido reverse baseados
nas regides dos tRNAs de Isoleucina (Primer lleU1), de Glutamina (Primer GInU1) e
de Metionina (Primer MetUl) (Tabela 1). Apés o sequenciamento dos fragmentos
amplificados por estes primers desenharam-se outros quatro. Desta vez, 0s novos

primers foram desenhados em regifes conservadas no interior da regidao controle do
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proprio Ucides, estes foram: 12SU3 e 12SU4 (sentido forward) e CRUcl e CRUc2
(sentido reverse) (Tabela 1).Depois de sequenciados os fragmentos amplificados
por estes primers desenhados nesta 22 fase (apdés o sequenciamento), foram
desenhados novos primers para completar a sequéncia da regido controle de Ucides
cordatus: lleU2, 12SU5, 12SU6, CRUc3, CRUc4, CRUc5 e CRUCc6 (Tabela 1). Os
primers foram validados por meio de uma PCR. A busca de possiveis estruturas
secundarias, tais como dimeros - iniciador, foi realizada usando o programa de
computador GENERUNNER v 3.05 (Hastings Software).

Tabela 1 - Sequéncias dos primers desenhados adjacentes a regido controle

e internos de ucides cordatus

N:r?:et:o Fase af:::Itilf?;séao Sequencia nucleotidicas (5— 3°)
Adjacentes a regido controle
12sU1 forward CTACTATGTTACGACTTATYTCA
12SU2 forward AAA GCG ACG GGC GATATG TAC
lleUl I reverse TAC ATK ATT AGC TCT ATC AAAGCT A
MetU1 reverse TCATTT ACR GGG TAT GAR CC
GInU1 reverse GTA AAG RGC ACA WAAAGT TTT GATC
ApOs sequenciamento
12SU3 forward ATA ATA GGG TAT CTAATCCTAGTT TA
12sU4 i forward TAT AAC CGC GAM TGC TGG CAC
CRUc1 reverse CTG GTTTTC AGA AGG GTG ATG
CRUc2 reverse TGG TCCTCTTTCTCC GGTTA
Primers internos e adjacentes

12SU5 forward CCT ATT CTA CTA CTC GCA ATA ACC
125U6 forward CGC AAT AAC CTT CAT GCA AT
lleU2 reverse GCTACCCTTTTAGTCAGGCACT
CRUCc3 " reverse TRRTTT TYA GAA GGG TGATGT A
CRUc4 reverse YAG AAG GGT GAT GTA RATAGATTAG
CRUc5 forward TCT CTA RCC GGA GAA AGA GGA
CRUc6 forward CTA AWA CTG AAGTGATTTTAG TC

Bases nucleotidicas degeneradas: K =G ouT;, R=AouG;W=AouT;Y=CouT;M=AouC.
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2.4 Otimizagé&o dos primers

Apos a extragdo do DNA, as amostras de Ucides cordatus provenientes de
diversas localidades (Figura 1) foram submetidas a PCR para validac@o dos primers
(12SU1 e 12SU2, 12SU3, 12SU4, MetUl, lleUl, GInUl, CRUc1l, CRUc2) e
checagem do comprimento dos fragmentos gerados. As reacdes foram otimizadas e
realizadas em volume de 20 pL nas seguintes condi¢des: Tampao de PCR 1,35x [20
mM Tris HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT; 50% (v/v) glicerol]; MgCl, a 2,0 mM,;
dNTP mix a 0,8 mM; 0,25 uM de cada primer; 1,0 U de Taq DNA polimerase; 20 a
100 ng de DNA. O programa para a amplificacdo dos fragmentos ocorreu com
desnaturacao inicial a 94°C por 4 min, seguida de 30 ciclos a 94°C por 1 min, 60°C
por 1 min e 72°C por 1 min. A extenséo final foi realizada a 72°C por 7 min.

Dos sete primers desenhados por udltimo (lleU2, 12SU5, 12SU6, CRUCcS3,
CRUc4, CRUc5 e CRUC6), oito combinagdes diferentes foram testadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Combinagdes dos ultimos primers desenhados na fase lIl.

Primer Sequéncia (5’ 3") Primer Sequéncia (5’ 37)
12SU5 CCT ATT CTA CTA CTC GCA ATA ACC x CRUc3 TRRTTTTYA GAA GGG TGATGTA
12SU5 CCT ATT CTA CTA CTC GCA ATA ACC x CRUc4 YAG AAG GGT GAT GTARAT AGATTAG
125U6 CGC AAT AAC CTT CAT GCA AT x CRUc3 TRRTTTTYA GAA GGG TGATGTA
125U6 CGC AAT AAC CTT CAT GCA AT x CRUc4 YAG AAG GGT GAT GTARAT AGATTAG
CRUc5 TCT CTA RCC GGA GAA AGA GGA x lleU2 GCTACCCTTTTAGTCAGG CACT
CRUc6 CTA AWA CTG AAG TGATTTTAGTC x lleU2 GCTACCCTTTTAGTCAGG CACT
CRUc5 TCT CTA RCC GGA GAA AGA GGA x lleUl TAC ATK ATT AGC TCT ATC AAAGCT A
CRUc6 CTA AWA CTG AAG TGATTTTAGTC x lleUl TAC ATK ATT AGC TCT ATC AAAGCT A

As reacles foram realizadas em volume de 20 pL nas seguintes condigdes:
Tampao de PCR 1x [20 mM Tris HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT; 50% (v/v)
glicerol]; MgCl, a 2,5 mM; dNTP mix a 0,8 mM; 0,5 uM de cada primer, 1U de Taq
DNA polimerase; 20 ng de DNA.
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O programa para amplificacdo dos fragmentos ocorreu com desnaturacao
inicial a 94°C por quatro min, seguida de 30 ciclos a 94°C por um min, 50°C por um
min e 72°C por um min. A extensao final foi realizada a 72°C por sete min.

Dentre as combinagdes citadas na Tabela 2 foram otimizadas com sucesso
apenas duas: (1) 12SU5 x CRUc3 e (7) CRUCS x lleU1.

A reacado para os primers no sentido forward (12SU5) e o outro no sentido
reverse (CRUc3) foram otimizadas e realizadas em volume de 20 yL nas seguintes
condi¢cBes: Tampéo de PCR 1x [20 mM Tris HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT;
50% (v/v) glicerol]; MgCl; a 3,0 mM; dNTP mix a 0,8 mM; 0,5 uM de cada primer, 0,5
U de Taq DNA polimerase; 20 ng de DNA. O programa para amplificagcdo dos
fragmentos ocorreu com desnaturacao inicial a 94°C por 4 min, seguida de 30 ciclos
a 94°C por um min, 57°C por um min e 72°C por um min. A extensdo final foi
realizada a 72°C por 7 min.

A outra reacao otimizada foi a que utilizou os primers CRUCc5 e ILeU1 que foi
realizada em volume se 20 L nas seguintes condigdes: Tampao de PCR 1x [20 mM
Tris HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT,; 50% (v/v) glicerol]; MgCl, a 2,5 mM;
dNTP mix a 0,8 mM; 0,5 uM de cada primer; 0,5 U de Taq DNA polimerase; 20 ng
de DNA. O programa para amplificacdo dos fragmentos ocorreu com desnaturacéo
inicial a 94°C por gatro min, seguida de 30 ciclos a 94°C por um min, 53°C por um
min e 72°C por um min. A extensao final foi realizada a 72°C por sete min. A mistura
de todas as reacdes foi realizada em um termociclador programavel, Veriti 96-Well

Thermal Cycler (Applied Biosystems Inc.)

2.5 Amplificacéo, purificacdo dos amplicons e sequenciamento do DNA

As combinacdes 12SU5-CRUc3 e CRUc5-IleUl foram selecionadas para o
sequenciamento completo da regido controle do DNA mitocondrial de U. cordatus,
tendo em vista a amplificacdo das extremidas 5', denominada regidao hipervariavel |

(HVI) e extremidade 3', regidao hipervariavel Il (HVII), respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3. - Sequéncias e combinacdes dos primers oligonucleotideos, de pares utilizados para
amplificagdo por PCR e sequenciamento do caranguejo-u¢a Ucides cordatus da regido controle do
mtDNA.

Tamanho
. ; : Sequénciade fra
gmento
Primer Sequenmad(Z,o(l_l?;r;ucleotldeos Primer oligonucleotideos Ta (°C)
(5« 3) (bp)

125U5  CCTATTCTACTACTCGCAATAACC  ~pijc3 TRRTTLTA\\(TAGGTAAAGGGT 55 637

TACATKATTAGCTCTATCAAA
CRUc5  TCTCTARCCGGAGAAAGAGGA lleU1 51

GCTA 445

A amplificagdo por PCR dos dominios HVI e HVII foi realizada em volume de
reacdo de 20 mL, contendo 20-100 ng de DNA, 10 mM de cada dNTP, 0,5 pL de
cada primer, 0,5 U de Taq DNA polimerase e 1x PCR buffer com 1-3 mM MgCl,. O
perfil da PCR foi de uma desnaturacao inicial a 94°C por 4 min, 30 ciclos de um min
a 94°C, um min a Ta (°C; dependendo da combinacdo de pares de iniciadores;
Tabela 3), e um min a 72°C, e uma extensao final de sete min a 72° C. As reacdes
foram realizadas em um Veriti® 96-well thermalcycler (Applied Biosystems). Os
produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 1,5% corados com Syber
Green (Invitrogen). Amplicons foram purificados com Invisorb Spin Rapid PCR Kit
(Invitek, Germany) a fim de remover o0 excesso de primers e nucleotideos, além de
concentrar os fragmentos amplificados pela PCR. Em seguida, os produtos foram
sequenciados em ambas as direcbes (forward e reverse). O ciclo de
sequenciamento foi realizado utilizando o ABI Prism BigDye™ Ready Mix (Applied
Biosystems Inc.) e com os primers anteriormente desenhados (Tabela 3). Os
produtos do sequenciamento foram também purificados por precipitacdo com
isopropanol para remover marcas fluorescentes que ndo reagiram. A andlise dos
produtos de sequenciamento foi realizada no ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems Inc.).
2.6 Analise dos dados de sequéncia de dominios HV.

As estimativas da divergéncia da sequéncia de nucleotideos entre HVI e HVII
haplétipos e grupos de amostragem foram calculados com o método dois
parametros de Kimura (KIMURA, 1980). As distancias resultantes foram utilizadas

para testar conexdes evolutivas entre grupos populacionais através de uma arvore
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neighbor-joining (NJ) (SAITOU , NEI, 1987) usando o programa MEGA versédo 2.1
(KUMAR et al., 2001). Os sites com lacunas de alinhamento e dados faltantes foram
omitidos.

Para avaliar os niveis de significancia e a consisténcia dos nés (topologia da
arvore) derivados da andlise filogenética, foram realizadas 1000 replicacbes do
bootstrap do conjunto de dados original (FELSENSTEIN, 1985).

A visualizacdo e o desenho da arvore foram realizados utilizando a versao
0.4.1 de TREEVIEWX .As estatisticas de variacdo de sequéncia, diversidade de
haplétipos (Hd) e diversidade de nucleotideos (1) foram calculadas utilizando o
programa DNAsp v.4.0.4 (ROZAS , ROZAS, 1999). A presenga de saturagdo na
substituicdo de base para a regido HV-CRD1 foi testada comparando a metade do
indice de saturacéo tedrico esperado quando assumindo a saturacdo total (ISS.c,
valor critico) com o indice de saturacédo observado (ISS) (XIA et al., 2003).

Os indices de saturacdo de substituicdo e entropia (Hx), uma medida da
guantidade de variabilidade pelas sequéncias de haplotipos (Schneider e Stephens,
1990), foram calculados com o programa DAMBE verséo 2 4.2.13 (XIA ; XIE, 2001).

A analise de variancia molecular (AMOVA) para as trés populacdes foi
realizada para determinar a 6, um analogo da FST, usando ARLEQUIN 3.0 (Excoffier
et al. 2005), em todos os dominios HV. Analise Bayesiana da estrutura populacional
(BAPS) (CORANDER,MARTTINEN, 2006) foi empregada para investigar a estrutura
genética das espécies, agrupando individuos geneticamente semelhantes.
Agrupamentos populacionais foram testados por cinco repeticbes, com k (k € o
namero maximo de clusters) variando de 2 al0, e os resultados foram ponderados

de acordo com as contagens resultantes de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimentos de primers

A extracdo de DNA utilizando o método fenol-cloroformio-alcool isoamilico
também conhecido como PCIl (SAMBROOK et al., 2005) gerou um material em baixa
concentracdo, porém de alto peso molecular. A Figura 3 mostra exemplo do
processo de extracdo com espécimes provenientes dos municipios de Comandatuba

e Curuca.
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Assim, todas as 2 amostras de cada localidade foram submetidas a PCR para
testar a funcionalidade dos primers 12SU1, 12SU2, lleU1, GInU1 e MetU1 que foram
obtidos pelo alinhamento da regido controle de cinco espécies de Brachyura cujas
sequéncias estdo disponiveis no banco de dados do GenBank (MANTELATTO et al.,
2006; FEIJO et al., 2008).

Figura 3 - Gel de agarose 0,8% mostrando os resultados da extragdo de DNA genémico dos
individuos BA1, BA2 Bahia(Comandatuba, BA) e CUR1, CUR2 (Soure-Curuca, PA).

BA 1 BA2 CUR1 CUR2

12,216pb

Algumas regifes das sequéncias analisadas mostraram-se conservadas em
espécies de familias muito distintas, e desta forma, provavelmente, também
poderiam ser encontradas na espécie Ucides cordatus como foi comprovado pela
amplificacdo dos fragmentos pelos primers citados acima.

Observou-se que no gel os maiores fragmentos gerados foram os
amplificados pelo primer MetU1, mostrando que este locus é o mais externo, quando
comparado com os loci amplificados com lleU1l e GInUl. Ja o menor fragmento foi
gerado com o primer lleUl, mostrando sua maior proximidade a regido controle
(Figura 4).
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Figura 4 - Gel de agarose 1% mostrando os produtos da amplificagdo do DNA mitocondrial de trés
espécimes de U. cordatus (Alml, Caul e Cau2, coletados no Estado do Ceara) utilizando as
seguintes combinagfes de primers: (1) 12SU1 x GInU1; (2) 12SU1 x lleUl; (3) 12SU1 x MetU1,; (4)
12S5U2 x GInU1,; (5) 12SU2 x lleU1; (6) 12SU2 x MetU1. (cn = controle negativo).

1 2 3
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1000pb
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Alm1 Cau1 Cau2 cn Alm1Caul Cau2 cn Alm1Caul Cau2 cn 1Kb

‘ . . 2000pb
1600pb
.o ‘..

Dessa maneira os amplicons gerados foram submetidos a reacbes de
purificacdo e sequenciamento. Apoés este Ultimo procedimento, os resultados
evidenciaram sequéncias nitidas nas extremidades da regido controle. Entretanto,
nao se puderam observar sequéncias mais internas desta regido, necessitando
desenhar novos primers (12SU3, 12SU4, CRUcl e CRUc2), os quais foram
desenhados em regifes conservadas no interior da regido controle do préprio
caranguejo-uca. Apos o desenho dos primers e posterior sintese, foram submetidos
a PCR para observar a ocorréncia de amplificacdo e o comprimento dos fragmentos
gerados. Além dos primers reverse CRUcl e CRUc2, o primer lleU1 foi novamente
utilizado nas reacdes, servindo de base de comparacdo com 0S Novos primers e
para ser novamente sequenciado em novas combinacfes, agora com 12SU3 e
12SU4.

As amplificacdes foram realizadas com sucesso para todos 0s primers

(Figura 5), com excecédo do 12SU3 que nao funcionou provavelmente pela auséncia
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na extremidade 3’ deste primer de grampos GC (GC clamp). Esta estrutura permite

uma maior estabilidade no anelamento do primer ao DNA molde (FERRIS et al.,

1996), uma vez que possui um maior niumero de ligagdes de hidrogénio em relacdo

ao “grupamento” AT.

Figura 5 - Gel de agarose 1% mostrando os produtos da amplificagdo do DNA mitocondrial de U.
cordatus (espécime Alm1) utilizando as seguintes combinagdes de primers: (1) 12SU4 x lleUl; (2)

12SU4 x CRUC1; (3) 12S5U4 x CRUC2.

1Kb 1Kb 1

(
IR

1018pb

506pb

2 3

Os locais de anelamento dos novos primers, juntamente com os desenhados

na primeira etapa, e os comprimentos dos fragmentos obtidos com 0os mesmos

podem ser visualizados na( Figura 6)

Figura 6 - Esquema da regi&o controle (RC) e genes adjacentes, mostrando o local de anelamento
dos primers desenhados que amplificaram. Também estdo sendo mostrados os amplicons escolhidos

para o sequenciamento nas trés etapas realizadas.
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As eletroforeses mostraram que os comprimentos das bandas geradas estéo
dentro dos valores esperados, comprovando assim, que a regido desejada foi
amplificada. Neste caso, esperava-se que o CRUc2 apresentasse bandas com
menor nimero de pares de bases que foi desenhado mais internamente a regiao
controle. Além disto, para determinar o potencial dos novos primers desenhados
como marcadores efetivos para caranguejos presentes em localidades distintas, as
mesmas reacdes de PCR foram realizadas com espécimes de outras populacfes
(Figura 7).

As bandas esperadas foram amplificadas, porém, outras inespecificas
também apareceram em algumas reacdes e poderiam atrapalhar no processo de
sequenciamento. Assim, optou-se pela extracdo dos amplicons diretamente do gel,
apos eletroforese (Figura 7). Os fragmentos obtidos com os primers 12SU4, CRUc1,
CRUc2 e lleUl foram extraidos com o kit Quick Gel Extraction (Invitrogen®),
purificados e enviados para um novo sequenciamento.

Figura 7 - Gel de agarose 1% mostrando os produtos da amplificagdo do DNA mitocondrial de U.
cordatus utilizando os primers 12SU4, lleUl, CRUcl e CRUc2. (A) Amplificacdes realizadas com
espécimes de Cananéia (SP) e Paracuru (CE). (B) Gel de onde foram extraidos os amplicons

destinados ao sequenciamento. Foram sequienciados um espécime de Almofala, CE (Alm1) e um de
Cananéia, SP (Can).

1Kb
A —— Can (SP) Par (CE)
1018pb — . -/ 12SU4 x lleu1
i === e — -—— 12SU4 x CRUc1
| —m—— | —
506pb “\_ 12sU4 x CRUG2
1Kb can Can
B (SP) Alm (CE) (SP)
-
1018pb ow -« 12SU4 x lleU1
- - [ “ ‘ <~—— 12SU4 x CRUc1
- - - - | «— 12SU4 x CRUc2
506pb

Os produtos do segundo sequenciamento mostraram avangcos nha

determinacdo das bases da porcdo ainda desconhecida. Porém, ainda restou uma
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pequena parte que nao foi possivel de se determinar. Desta maneira foram
desenvolvidos novos primes (lleU2; 12SU5; 12SU6; CRUc3; CRUc4; CRUCc5 e
CRUCc6) em cima das sequéncias ja conhecidas para completar o sequenciamento
da regiao controle.

As oito combinacdes mostradas anteriormente (Tabela 1) destes novos
primers tiveram sua funcionalidade testada para amplificacdo da regido controle
ainda ndo determinada no ultimo sequenciamento através de PCR (Figura 8).

Figura 8 - Géis de agarose 1% mostrando os produtos da amplificagdo do DNA mitocondrial de U.
cordatus (proveniente de Soure-PA) utilizando as sequintes combinagfes de primers: (A) 12SU5 x
CRUc3; (B) 12SU6 x CRUCc3; (C) 12SU6 x CRUc4; (D) CRUC5 x lleU2; (E) 12SU5 x CRUc4; (F)
CRUC6 x lleU2; (G) CRUC5 x lleUl; (H) CRUCc6 x lleUl. Sendo o marcador, 1 kb ladder (Invitrogen®),
utilizado como base para comparar os comprimentos dos fragmentos gerados

Todos os primers amplificaram suas sequéncias correspondentes, exceto o
primer CRUc6 que, combinado com o primer lleU2 mostrou em alguns espécimes
um padrdo de bandas incomum a amplificacdo de mtDNA provavelmente devido ao
elevada concentracdo de cloreto de magnésio e dNTP e quando combinado com o
primer lleU1 ndo obteve resultado satisfatorio, provavelmente uma juncdo dos
fatores anteriormente citados somados a diferencas significantes na Temperatura
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de melting (Tm) dos primers (CRUc6 Tm = 60° C; lleU1 Tm = 64° C). Admite-se que
para 0 aumento na consisténcia dos resultados moleculares estas temperaturas
devem possuir uma distingdo minima (STRES , MUROVEC, 2008).

Apesar das combinacdes citadas acima terem amplificado suas sequéncias, o
conjuntos de primers 12SU5 x CRUc3 e CRUCc5 x lleU1 abrangeram toda a mtDNA-
CR incluindo os dominios hipervariaveis por isso somente eles passaram por um
processo de otimizacdo (Figura 9), pois estes amplificaram regides periféricas da
regido controle, consideradas hipervariaveis (OLIVEIRA-NETO, 2008) em relacdo ao
seu dominio central (GRABOWSKI ; STUCK, 1999) de grande importancia para o
estudo de genética populacional (MCMILLEN-JACKSON; BERT, 2004).

Figura 09 - Gel de agarose 1% mostrando os produtos da amplificagdo do DNA mitocondrial de U.
cordatus utilizando os primers 12SU5, CRUc3, CRUc5 e lleUl. AmplificagBes realizadas com
espécimes de Soure-Curucé (PA).

Ad: sl

O estudo populacional do caranguejo-uca pode ser considerado uma iniciativa
importante do ponto de vista ambiental, econémico e social (Vopel ; Hancock, 2005).
Para isto, o presente trabalho propde uma analise abrangente tanto das populacdes
da regido nordeste quanto das demais regides brasileiras. Isto demonstra a
preocupacdo com a preservacdo da espécie além de evidenciar o potencial regional
do nordeste para o desenvolvimento de pesquisas em escalas significativas,
abrangendo todo o litoral brasileiro. Até o0 momento, a pesquisa realizada com este
caranguejo conta com espécimes de distintas regides, tendo sido coletadas
amostras desde o Para, passando por uma porcao significativa do litoral da regido
Meio-Norte (Nordeste). No outro extremo estdo espécimes coletados no litoral




75

Sudeste e Sul, abrangendo individuos do Estado de S&o Paulo e Santa Catarina
(limite extremo sul de ocorréncia da espécie, (MELO 1996).

Apesar de algumas amostras de DNA terem apresentado certo grau de
fragmentacdo, essas amostras podem ser utilizadas para a realizagao de PCR’s, ja
gue possuem quantidades suficientes de alto peso molécular. Diversos trabalhos
relatam a realizacdo de reacdes de amplificacdo de DNA em condi¢Oes ainda mais
adversas, como em analises forenses (GOES et al., 2000; SCHMERER, 2000) ouem
recuperacdo de DNA de tecidos destinados para outros fins que ndo a analise
genética (NASCIMENTO et al., 2003).

No presente estudo, um dos marcadores utilizados é a regido controle (RC)
do mtDNA. A alta variabilidade da regido controle vem cumprindo um importante
papel como ferramenta molecular para diversos estudos evolutivos em animais,
atuando na realizacdo de inferéncias filogenéticas, identificacdo da origem das
espécies, filogeografia, andlise da estrutura e dinamica populacional e evolucao
molecular (AVISE, 1994). A regido controle ndo codifica genes funcionais, o que leva
a uma alta taxa de substituicdo dos seus nucleotideos (SACCONE et al., 1987). Isto
a torna uma fonte de informacéao evolutiva muitas vezes mais sensivel do que os loci
codificadores de proteinas (CACCONE et al. 1996; AVISE, 2000). Além disto, sua
taxa de substituicdo ja foi considerada de cinco a dez vezes maiores do que a
presente no DNA nuclear (BROWN et al., 1979), fazendo-a particularmente til para
resolver questbes em nivel populacional. Apesar de alguns autores questionarem a
eficiéncia da regido controle em invertebrados (STEVENS ; WALL, 1997; ZHANG et
al; GODFREY, 1997; TAYLOR et al., 1993), trabalhos realizados com crustaceos
demonstraram a eficiéncia desta regido para estudos populacionais (GRABOWSKI
et al., 2004; DINIZ et al., 2005). Como uma molécula de exclusiva heran¢a materna,
o mtDNA tem ainda, a vantagem de passar intacta por geracfes subsequentes,
como um genoma haploide, ndo sendo afetada por eventos de recombinacao
(DAWID, BLACKLER, 1972).

Entretanto, os genes presentes adjacentes a esta regido variam muito em
invertebrados e, assim, primers que funcionam bem em alguns taxons, podem nao
funcionar bem em outros, devido a variacdo dos genes vizinhos a regido controle
(ZHANG et al., 1995). Os primeiros primers desenvolvidos no presente trabalho
foram desenhados a partir de sequéncias de outros caranguejos e mostraram-se

funcionais, amplificando com sucesso a regidao controle de U. cordatus. Os maiores
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fragmentos gerados foram amplificados com o uso do primer MetU1 (em conjunto
com os que codificaram a regido 12S), mostrando que o locus tRNAY® esta mais
externamente localizado a regido controle de Ucides. O menor fragmento foi obtido
com o primer lleU1, evidenciando sua maior proximidade com o locus tRNA". Na
posicdo central localizou-se o locus tRNA®". Este fato demonstrou que estes loci
apresentam localizacdo idéntica as espécies de caranguejos C. sapidus, P.
trituberculatus e P. gigas, utilizadas para o desenho dos primers.

Entretanto, apesar do sucesso na amplificacéo da regido controle, seu grande
comprimento ndo permitiu o sequenciamento completo . Assim, outros primers mais
internos foram desenvolvidos, utilizando-se como referéncia as sequéncias
conservadas do préprio U. cordatus que puderam ser lidas. Os novos primers
mostraram-se funcionais, amplificando fragmentos consistentes com comprimento
dentro dos valores esperados. Os novos amplicons gerados foram sequenciados,
mas, mesmo nestas condi¢cdes, a sequéncia completa da regido ainda nao foi
completamente determinada. Novas reacfes de sequenciamento foram realizadas
para completar esta etapa do trabalho e dar prosseguimento com as analises
populacionais.

Informacbes a este respeito sdo importantissimas, visto que o nivel de
conhecimento genético a respeito deste caranguejo ainda € muito novo. (OLIVEIRA-
NETO, 2007).

4.2 Caracterizacfes da regido controle do Ucides cordatus

Os primers 12SU5-CRUc3 e CRUc5-lleU1 amplificaram com sucesso toda a
regido de controle de Ucides cordatus (Figura 10). O comprimento da regido
controle foi estimado em 758 pb.

Nenhum polimorfismo de tamanho ou heteroplasmia foi observado dentro ou
entre individuos das populacbes amostradas. Estes primers também podem ser
utilizados para outras espécies de Brachyura, uma vez que se desenham as familias

de caranguejo (Patamidae, Portunidae, Eriphiidae e Varunidae).
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Figura 10. Imagem com tom invertido de gel de agarose corada com Syber Green, mostrando

produtos de PCR a partir da amplificagao das amostras de U. cordatus usando as combinacdes de
pares de primers: 12SU5-CRUc3 e CRUc5-IleUl. Faixas 1-3, 4-6, 7-9 (para HV1) e 10-12, 13-15
(para HV2). B: branco (marcador molecular de 50 pb

A composicédo nucleotidica da regido estudada em U. cordatus apresentou-se
rica em A+T (A+T = 76,38%, C+G = 23,62%), sendo que esta relagcdo A+T > C+G
esta de acordo com a composicdo nucleotidica encontrada para outros
invertebrados como insetos e crustaceos. Lunt et al.,(1996) encontrou uma
porcentagem de 69,4% A+T no inseto Chorthlppus parallelus. Em crustaceos, a
proporcdo média observada para estas bases variou de 64,5% a 79% (VALVERDE
et al.,, 1994; GRABOWSKI E STUCK, 1999; MCMILLEN-JACKSON, BERT, 2004;
DINIZ et al. 2005). A composicao média de nucleotideos na CR de U. cordatus esta
de acordo com a seguinte relagcdo: A (39,6%)> T (37,1%)> C (15,4%)> G (7,9%),
similar a outros decapodes (DINIZ et al., 2005).

A regido controle do mtDNA em U. cordatus apresentou alto nivel de
polimorfismo em suas extremidades 5'- e 3'-, uma caracteristica comum a esta
regido nao-codificante na maioria das espécies decapodes estudados
(GRABOWSKI,STUCK 1999; CHU et al. 2003; SCHULTHEIS et al. 2002;
MCMILLEN-JACKSON,BERT 2003; GRABOWSKI et al. 2004; DINIZ et al. 2005).

Um grande numero de haplétipos distintos e ndo sobrepostos foram
encontrados em toda a regido geografica estudada para os dois dominios
hipervariaveis (HVI e HVII). No entanto, esses padrdes aparentes Sdo provisorios,
devido ao relativo pequeno nimero de amostras.

O padréo de substituicdo de nucleotideos foi maior para transicbes do que
transversdes (Tabela 4). Esses resultados foram similares ao relatado por outros
estudos de substituicdes do mtDNA (MORITZ et al. 1987). A relacdo sv/si estimada
foi de 5,4 para HVI, 9,3 para HVII e 5,5 para toda a RC.
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Tabela 4 - Andlise de substituicdes de nucleotideos, Nimero de transicdes, transversdes e
singletons em HV1, HV2, na regido controle inteira (RC) do mtDNA para Ucides cordatus. espécimes

de Soure-Curucé (PA).

Tipo de mutagao Alteragoes nucleotidicas HV1 HV2 RC

Transi¢do pirimidina T->C 40 (177) 27 (99) 46 (195)
C>T 19 (69) 12 (25) 25 (67)

Transi¢dao purina A->G 55 (143) 19 (39) 59(149)
G->A 10 (38) 7 (28) 13 (61)

Transversoes C->A 5(7) 1(3) 6 (10)
A->C 2(2) 0(0) 2(2)
G->C 3(8) 0(0) 3(8)
AT 5(6) 1(1) 6(7)
T->A 4(12) 4(13) 5(13)
T->G 1(1) 0(0) 1(1)
G->T 3(3) 1(1) 3(3)

Singletons 60 30 72

Total de sitios polimoérficos 147 (466) 72 (209) 169 (516)

Os numeros representam posi¢cdes polimoérficas em cada dominio HV. Os nimeros entre parénteses
sdo 0s numeros absolutos de mutagBes identificadas. Por exemplo, existem 10 posi¢des em HV1
onde ocorreu a transicdo de G para A de um total de 38 polimorfismos encontrados nestas 10

posicdes.

A substituicdo nucleotidica mostrou-se mais

frequente no dominio

hipervariavel HVI (Figura 11). Um maior niamero de trechos no dominio HVII foi

considerado néo variavel no alinhamento das sequéncias na extremidade 3'.
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Figura 11 - Distribuicdo das sequéncias variaveis (entropia) pelos os dominios hipervariaveis (A)
HV1 e (B) HV2 da regido controle do mtDNA do caranguejo do mangue Ucides cordatus
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A saturacao nas substituicdes nucleotidicas para HVI e HVII e a RC completa
esta representada na Figura 12. Transi¢cdes estdo fortemente correlacionadas com
as distancias genéticas, HV1 (94,5%), HV2 (93,8%) e RC (94,6%). No entanto,
transversdes nao puderam se ajustar a uma regressao linear. A elevada taxa de
mutacdo da regido controle do DNA mitocondrial em varios decapodes marinhos é
provavelmente responsavel pela rapida taxa média de substituicdo encontrada em U.
cordatus (CHU et al. 2003; DINIZ et al. 2005).

Figura 12 -. Indices de saturagdo dos dominios hipervariaveis (A) HVI, (B) HVII e (C) de toda a
regido controle (RC) do mtDNA do Ucides cordatus.
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A analise dos indices de saturacdo de substituicdo, transicdo (S) e
transversdo (V), calculado pelo programa DAMBE, apoia a utilizacdo dos dominios
HV e toda a RC para reconstruir as suas relagbes filogeogréficas. O indice de
saturacdo de substituicdo (ISS) foi substancialmente menor do que o valor critico
(ISS.C) para toda a RC. Os resultados da andlise de saturacdo mostraram uma
substituicdo ISS (0,067 para HV1; 0,046 para HV2 e 0,051 para toda a RC) muito
menor do que o valor critico ISS.C (0,706 para HV1; 0,689 para HV2 e 0,730 para
RC), indicando que as sequéncias sdo altamente Uteis na reconstrucdo filogenética
(XIA et al. 2003; XIA ,LEMEY 2009).

Os dados de diversidade haplotipica (HD) e diversidade de nucleotideos (r)
foram comparados entre os locais de amostragem e dominios estudados (Tabela 5).
Foram observadas estimativas de n mais elevados para o HV1 que para HV2 e RC.
As médias haplotipica e diversidade de nucleotideos foram, respectivamente, 0,988
para todos os dominios e a mtDNA RC, e 4,5% para HV1, 2,8% para HV2, e de
3,4% para todo o RC. O grande numero de sitios polimorficos e haploétipos distintos
de cada dominio e de toda a regiéo viabiliza a utilizacdo da regido de controle para

avaliar a variacdo genética intrapopulacional (CHU et al. 2003).
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Tabela 5 - Principais caracteristicas das sequéncias de nucleotideos e medidas de

diversidade genética com base nos dominios hipervariaveis HV1, HV2 e toda a regido controle
mitocondrial (RC) do caranguejo-u¢é Ucides cordatus ao longo da costa brasileira.

Dominio . AT Nh
. .. Localizagao Nps M Hd + SD nit SD
hipervariavel (%) (Seqs)
. 25.286
Santa Catarina 76.31 7 (7) 73 1.000 £ 0.076 0.047 +0.027
12.676
) 24.456 +
HV1 Ceard 76.27 17(17) 100 1.000 £ 0.020 0.046 +0.024
11.308
) 22.641 +
Para 76.12  7(8) 61 0.964 +£0.077 0.042 +0.024
11.183
Santa Catarina 78.53  7(7) 33 12.286+6.330 1.000+0.076 0.033+0.019
HV2 Ceard 79.15 17(17) 50 11.691+5.572 1.000+0.020 0.031+0.016
Para 7896 7(8) 25 9.000+4.642 0.964 +0.077 0.021+0.014
. 28.714
Santa Catarina 76,60 7 (7) 83 1.000 £ 0.076 0.037 +0.021
14.348
) 27.073 ¢
RC Ceard 76,77 17(17) 114 1.000 £ 0.020 0.035+0.018
12.481
, 23.393 ¢
Para 76,60 7(8) 64 11543 0.964 £ 0.077 0.030+0.017

Nh, ndmero de haplétipo; Nps, nimero de sitios polimérficos; M, nimero médio da diferenga paiswise;
Hd, diversidade haplotipica; 1 diversidade nucleotidica e SD desvio padréo.

As distancias genéticas (estimado no parametro de Kimura 2 ou K2P) entre
as populacbes, dentro de ambos os dominios sdo apresentadas na Tabela 6. Foram
encontrados os maiores valores entre os locais mais distantes (Para e Santa
Catarina) para HV1 e RC. Foi encontrado a menor propor¢ao deste indice entre os
locais de amostragem do Ceard e Par4, isso observando todos os dominios sendo a
RC completa.

Sitios variaveis  selecionados para analise filogenética, nado incluiam
insercoes e delecBes. Os resultados de inferéncias das distancias genéticas foram
estimado no parametro de Kimura dois, em todos os locais das amostras, nao
mostrou qualquer ligacdo evolutiva clara entre as populacdes, e, portanto, a arvore
filogenética ndo é mostrada aqui. Assim, diferencas genéticas ndo formam

populagdo/estoque especifico para nenhum dominio e nem para a regido toda. Mais
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uma vez, o numero de amostras de individuos pode ter afetado a validade da arvore
e um clado significado (LEE 1996).

Tabela 6. Média de distancias genética modelo parametro de Kimura 2 estimados a partir de
dominios hipervariaveis HV1 (acima diagonal) e HV2 (abaixo diagonal), e a regido inteira controle
(RC; abaixo as primeiras 4 linhas) dos locais de coleta em Ucides cordatus ao longo da costa
brasileira.

Locais de coleta Santa Catarina Ceara Para
Santa Catarina 0,0491 0,0527
Ceard 0,0339 0,0486
Para 0,0317

Santa Catarina Ceara Para
Santa Catarina
Ceara 0,0375
Pard 0,0385 0,0351

A analise de variancia molecular (AMOVA), que é uma medida de
heterogeneidade da populacdo, revelou estimativas FST mais elevadas. Este
aumento foi observado para o dominio HV1, em comparagdo com HV2 e RC
separadamente. As estimativas foram maiores para HV1 (0,0461) do que para HV2
(0,0457) e RC (0,0451). Foi encontrado na regiaom HV1 a maior variacao (95,4%)
dentro das populacdes (Tabela 7).

Tabela 7 - A analise de variancia molecular (AMOVA) calculada a partir dos dominios
hipervariaveis HV1, HV2 e em toda regido controle (CR) dos locais de coleta do U. cordatus ao

longo da costa brasileira.

Componentes de Porcentagem de
o df Soma dos quadrados variagao variagao
Fonte de variagéo
2:1' Hv2, HV1 HV2 CR HV1 HV2 CR HV1 HV2 CR
Entre Populagdes 2 35,558 16,363 38,706 0,585Va 0,267 Va0,627Va 4,61 4,57 4,51
~ 13,262
Dentro das populagdes 29 350,754 161,887 38,606 12,095 Vb5.582 Vb Vb 95,39 95,43 95,49
Total 31 386,312 178,250 423,312 12,680 5,850 13,889
indice de fixagdo (Fsy)  Para HVI: 0,04613 (P < 0,05) Para HVII: 0.04572 (P < 0,05) Para CR: 0,04512 (P < 0,05)

Apesar do tamanho reduzido no numero de amostra, dois haplogrupos
distintos foram detectados através da analise Bayesiana de estruturacao
populacional (BAPS) (Figura 13). Os resultados foram semelhantes para HV1 e RC,

entdo basta sequenciar do dominio HV1 em vez de toda a regido controle para obter
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resultados de estruturagcdo genética em U. Cordatus. Em todas as populagdes foram
detectados a ocorréncia dos dois haplogrupos em HV1 e RC.

Figura 13. Andlise Bayesiana das sequéncias (A) HV1, (B) HV2 e (C) RC dos trés locais coletados
para esta analise. Cada barra vertical representa um individuo e a respectiva probabilidade de
pertencer a um dos dois haplogroups detectados.

A

SANTA CATARINA

SANTA CATARINA : CEARA ' PARA

SANTA CATARINA !
S T | O |
25%
51,2% 42,8%
75%

No geral, os resultados indicaram que a inclusdo de HV2 nas analises nao

PARA

contribui de forma significativa na caracterizacdo populacional. Nenhum resultado
significativamente diferente foi observado pela inclusdo do HV2 nos resultados de
diversidade nucleotidicas, Fstr, AMOVA e andlise Bayesiana. Isso sugere que
analises utilizando a regido controle completa ndo € necesséaria. Pois os dados
obtidos n&o contribuiram significativamente para uma melhor resolucdo das
estimativas populacionais. Os resultados sugerem que o uso de HV1 no lugar de
HV2 ou todo o RC fornece uma melhor estimativa da populacdo com base
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diversidade genética e isto pode ser visto como um modelo para as outras espécies
braquidros em estudos genéticos de populacao.

4 Conclusdes

« Os primers desenhados nas regides adjacentes a regido controle das cinco
espécies utilizadas do Genbank isolaram a mtDNA-CR do Ucides cordatus
(Decapoda, Brachyura);

« O sequenciamento da mtDNA-CR mostrou uma composi¢ao nucleotidica de 758
pb.

e« Os primers 12SU5 e CRUc3, e o CRUc5 e lleU2 amplificaram fragmentos
pertencentes aos dominios hipervaridveis da mtDNA-CR. Estes poderdo ser
utilizados em futuros estudos de genética populacional para a espécie Ucides
cordatus.

« A utlizacdo da regido HV1 é suficiente para discriminacdo de populacdes
geneticamente distintas na costa do Brasil, entre os estados do Para e Santa

Catarina.
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CAPITULO Il

Posicédo taxon6mica, diferencas mitogenémicas e relagdes filogenéticas do
caranguejo Ucides cordatus (Crustacea, Brachyura) dentro do grupo
Thoracotremata a partir de mtDNA

Parte deste capitulo foi submetido a revista Diversity — Qualis B1- sob o titulo:

Mitogenomic differences between Ucides cordatus cordatus and Ucides cordatus
occidentalis (Brachyura, Ocypodidae)

90
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Resumo

Propbe-se que a identificacdo e diferenciacdo da subespécie seja examinada
geneticamente. As relacdes filogenéticas entre U. cordatus cordatus e U. cordatus
occidentalis ndo foram ainda examinadas usando dados moleculares. Sob estas
consideracdes, a certeza taxondmica dessas duas subespécies ou espécies deve
ser questionada. O objetivo deste estudo é esclarecer as relagdes entre U. cordatus
cordatus e U. cordatus occidentalis usando sequéncias de nucleotideos da grande
subunidade ribossomal (LSUrRNA ou 16S), citocromo c oxidase | (COX-1) e
também citocromo b (Cyt -b) do genoma mitocondrial como caracteres moleculares
para inferéncia de relacdes filogenéticas, livre da influéncia ambiental e também
comparando essa diferenca com a das espécies de Ocypodidae estreitamente
relacionadas. As amostragem de caranguejo U. cordatus cordatus e U. cordatus
occidentalis foram capturados em diferentes manguezais no Brasil (areas atlantica) e
no México e no Equador (areas do Pacifico). O presente estudo também incluiu o
caranguejo terrestre azul Cardisoma guanhumi que representa uma familia
Brachyura , Gecarcinidae, usada como out group e como uma tentativa de aumentar
a resolucdo e o0 suporte para 0sS nOs basais na arvore. As espécies foram
identificadas morfologicamente. As amostras de tecido foram imediatamente
preservadas em 20% de sulfoxido de dimetilo (DMSO) em uma solucao saturada de
cloreto de sodio ou em etanol a 95% até ainda ser utilizado e congelado a -20°C
dentro de 12h. Todos os espécimes utilizados neste estudo eram adultos.Apesar do
fato de ter sido observada uma alta divergéncia genética das formas do Atlantico e
Pacifico do género Ucides, mostrando que pertencem ao mesmo género, sugere-se
a inclusdo de um gene mais variavel para reforcar a evidéncia de que se tratam de
duas espécies diferentes, neste estudo. Uma vez que a divergéncia foi examinada
usando trés genes mitocondriais diferentes, recomenda-se empregar um fragmento
nuclear, altamente variavel para detectar de forma mais expressa as diferencas
genéticas entre as duas espécimes de Ucides.

Palavras-chave: Identificacao,sequencias de nucleotideos,divergencia genetica
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Abstract

It is proposed that the identification / differentiation of the subspecies be examined at
the genetic level. To date, phylogenetic relationships between U. cordatus cordatus
and U. cordatus occidentalis have not been examined using molecular data. Under
these considerations, the taxonomic certainty of these two subspecies or species
should be questioned. The aim of this study is to clarify the relationships between U.
cordatus cordatus and U. cordatus occidentalis using nucleotide sequences of the
large ribosomal subunit (LSUrRNA or 16S), cytochrome c oxidase | (COX-1) and also
cytochrome b (Cyt -b) of the mitochondrial genome as molecular characters for
inference of phylogenetic relationships, free of environmental influence and also
comparing this difference with that of closely related Ocypodidae species. The crabs
U. cordatus cordatus and U. cordatus occidentalis were collected in different
mangroves in Brazil (Atlantic areas) and in Mexico and Ecuador (Pacific areas). The
present study also included the blue terrestrial crab Cardisoma guanhumi which
represents a Brachyura family, Gecarcinidae, used as an out group as an attempt to
increase resolution and support for the basal nodes in the tree. The species were
morphologically identified. The tissue samples were immediately preserved in 20%
dimethyl sulfoxide (DMSO) in a saturated sodium chloride solution or in 95% ethanol
until further utilized and frozen at -20 ° C within 12h. All the specimens used in this
study were adults. Although a high genetic divergence of the Atlantic and Pacific
forms of the genus Ucides was observed, showing that they belong to the same
genus, it is suggested to include a more variable gene to reinforce the evidence that
they are two different species in this study. Since the divergence was examined using
three different mitochondrial genes, it is recommended to employ a highly variable
nuclear fragment to more accurately detect the genetic differences between the two
forms of Ucides.

Keywords: Identification, nucleotide sequences, genetic divergence.



1 INTRODUCAO

O caranguejo Ucides cordatus (Crustacea:

Decapoda:

93

Brachyura:

Ocypodidae) € um dos mais importantes invertebrados de habitats estuarinos

7

(manguezais) nas Américas. O género Ucides, que € restrito as Ameéricas,

compreende duas subespécies atlantica Ucides cordatus cordatus distribuida ao no
litoral desde a América tropical e subtropical, Flérida nos (EUA) ao sul do Brasil e

ao longo do Mar do Caribe e a forma pacifica Ucides cordatus occidentalis

distribuidos ao longo da costa do Pacifico (Figura 1). Além disso, a ocorréncia de

formas transitorias ocorreu no Norte do Peru, Coldmbia e Panaméa (TURKAY, 1970;
ALCANTARA-FILHO, 1978; DIELE, 2000). A diferenciacdo desta espécie em

subespécies é aceita, embora se baseie na analise morfologica de apenas alguns

espécimes (DIELE, 2000; RODRIGUES E HEBLING, 1989).

Figure 1 - Mapa de distribuicdo de espécies de Ucides em areas de manguezais nas

Américas Ucides cordatus cordatus; Ucides cordatus occidentalis
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A compreensdo da evolugdo dos organismos vivos e suas relacbes
filogenéticas estdo fortemente vinculadas as designacdes precarias das
espécies/subespécies (ENDLER, 1989). Além disso, a clareza sobre o status
taxonbmico do organismo ajuda a estabelecer estratégias eficiéntes de
gerenciamento e conservacdo de importantes recursos genéticos. As diferencas de
distribuicdo e abundancia podem ser um reflexo da diferenciacdo no nivel
taxonbmico e/ou nos padrdes de diversidade e estrutura genética da
populacdo.Propde-se que a identificacdo/diferenciacdo da subespécie seja
examinada no nivel de tracos genéticos (AVISE;BALL,1990). as relacdes
flogenéticas entre U. cordatus cordatus e U. cordatus occidentalis ndo foram

examinadas usando dados moleculares.

Sob estas consideracgdes, a certeza taxondmica dessas duas subespécies ou
espécies deve ser questionada: pode Ucides cordatus cordatus (forma do Oceano
Atlantico) e Ucides cordatus occidentalis (forma do Oceano Pacifico) serem tratados

como subespécies ou sdo espécies alopatricas distintas?

Geralmente aceita-se que a familia Ocypodidae seja subdividida em cinco
subfamilias: Ocypodinae Rafinesque, 1815; Dotilinae Stimpson, 1858;
Macrophtalmina Dana, 1851, Camptandriinae Stimpson, 1858 e Heloeciinae Milne
Edwards, 1837 (Turkay, 1970; Manning e Holthuis, 1981; Fielder e Greenwood,
1985; Coelho, 1995). Turkay (1983) e Dielle (2000) sugerem que o género Ucides
deve ser incluido na subfamilia Heloeciinae ou mesmo em uma familia separada,
Ucididae (CHACE;HOBBS, 1969; TURKAY, 1970; NG et al., 2008). Por outro lado,
Rodrigues e Hebling (1989) indicam que o género Ucides pertence a subfamilia
Ocypodinae e Stevé&i¢ (2005) e Shih et al., (2016) propuseram uma subfamilia
Ucidinae de Ocypodide diferente, mostrando que a sua posicdo taxonémica no nivel
da subfamilia também seja incerta e controversa. Com base nestas observacoes, as
relacdes filogenéticas em relacéo ao género Ucides foram questionadas:

a) O género Ucides realmente pertence a familia Ocypodidae ou
Gecarcinidae?

b) Considerando que Ucides esta incluido na familia Ocypodidae, em que
subfamilia devem ser agrupados: Ocypodinae, Heloeciinae ou Ucidinae?

Portanto, as relacfes filogenéticas e a posicdo de U. cordatus dentro do

infraordem Brachyura precisam ser reexaminadas usando mais dados moleculares.



95

Além disso, ndo foram realizadas anadlises de diversidade de estoque, embora se
saiba que a fase larvaria do caranguejo U. cordatus é dispersa no estuério e levada
para longe na costa e, portanto, submetida a diferentes padrdes de superficie atual
(DIELE, 2000). Um estudo de identificacdo de estoque é relevante para estabelecer
estratégias de gerenciamento e conservacao desse importante recurso.

Para responder a estas questdes, o presente estudo usou sequéncias de
nucleotideos de porcdes do RNA ribossémico de grande subunidade (LSUrRNA),
citocromo c oxidase 1 (COX-1) e citocromo b (Cyt-b) do genoma mitocondrial como
possiveis caracteres moleculares para inferéncia de relacdes filogenéticas, livres da
influéncia ambiental e a posicdo taxondmica do manguezal Ucides cordatus dentro
da infraferéncia Brachyura, grupo Thoracotremata.

Esses genes mitocondriais tém sido utilizados para inferir relacdes
filogenéticas e posi¢cao taxonGmica em familia e subfamilia e nivel de espécies muito
bem sucedidas em crustaceos como camardao (MAGGIONI, 2001), lagosta (TAM,
KORNFIELD, 1998) e caranguejos (LEVINTON et al., 1996). Além disso, ha relatos
gue apresentam variacOes suficientes em algumas espécies para serem Uteis em
estudos de nivel populacional (PALUMBI, 1991, SCHUBART et al, 2001).

As sequéncias de DNA mitocondrial parcial obtidas também podem ser
usadas para a identificacdo de larvas e juvenis em regides estuarinas para a
deteccdo do fluxo de ambos os estagios da vida, o que pode influenciar a
distribuicdo e a abundancia de populacfes adultos bentbnicas. O estagio larvario do
caranguejo Ucides cordatus € disperso no estuario e levado para longe na costa e,
portanto, submetido a padrdes de superficie diferentes (DIELE, 2000).

O objetivo deste estudo foi esclarecer as relacdes entre U. cordatus cordatus
e U. cordatus occidentalis usando sequéncias de nucleotideos do RNA ribossémico
de subunidade grande (LSUrRNA ou 16S), citocromo c oxidase | (COX-1) e também
citocromo b (Cyt -b) do genoma mitocondrial como caracteres moleculares para
inferéncia de relacbes filogenéticas e posicdo taxondmica, livre da influéncia
ambiental, e também comparar essas diferencas genéticas mitocondriais com outras

espécies de Ocypodidae.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta e preservacao de amostras

Amostras de caranguejo eurialinos Ucides cordatus cordatus e Ucides
cordatus occidentalis foram capturados de 2006 até 2009 em diferentes manguezais
no Brasil (Atlantico), no México e Equador (Pacifico). O presente estudo também
incluiu representantes de espécies da mesma familia de Ocypodidae, estreitamente
relacionados, e , espécies das familia Gecarcinidae (Tabela 1). Eurytium limusum e
Panopeus harttii que representam uma familia Brachyura diferente, foram utilizados
COmo grupo externo (outgroup) em uma tentativa de aumentar a resolucéo e suporte
para os nés basais em grupo (MADDISON et al., 1984).

Para todas as espécies, 0 DNA de mais de trés espécimes foi sequenciado
para confirmar os resultados obtidos e testar as diferencas populacionais. As
espécies foram identificadas morfologicamente usando as chaves propostas por
Coelho (1995) e Melo (1996). As amostras de tecido fresco das pernas ou
(pereopodes) foram imediatamente preservadas em 20% de Dimetilsulfoxido
(DMSO) em uma solucéo saturada de cloreto de sodio (AMOS, HOELZEL, 1991;
DAWSON et al., 1998) ou em etanol a 95% uso posterior, e depois congelado a -

20°C dentro das 12h. Todos os espécimes utilizados neste estudo eram adultos.
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Tabela 1 - Caranguejos de manguezais usados para sequenciamento e analises filogenéticas.

Espécie N Familia Sub-familia Habitat Local de coleta

Santa Catarina —

Ucides c. cordatus ? ? Mangue

5 Brazil
Ucides c. cordatus 5 ? ? Mangue Caucaia — Brazil
Ucides c. cordatus 5 ? ? Mangue Almofala — Brazil
Ucides c. cordatus 5 ? ? Mangue Piaui- Brazil
Ucides c. cordatus 5 ? ? Mangue Sao Paulo — Brazil
Ucides c. occidentalis 5 ? ? Mangue Mazatlan - Mexico
Ucides c. occidentalis 5 ? ? Mangue Equator - Guayaquil
Ocypode quadrata 5 Ocypodidae Ocypodinae Areia da praia Almofala - Brazil
Uca rapax 3 Ocypodidae Ocypodinae Mangue Caucaia - Brazil
Uca maracoani 5 Ocypodidae Ocypodinae Mangue Caucaia - Brazil
Uca uruguayensis 3 Ocypodidae Ocypodinae Mangue Argentina
. . . Mangue United Arab
Uca inversa 5 Ocypodidae Ocypodinae Emirates
Uca pugilator 3 Ocypodidae Ocypodinae Mangue Museum Collection
. . . Mangue United Arab
Uca annulipes 3 Ocypodidae Ocypodinae Emirates
) . . Mangue United Arab
Uca hesperiae 3 Ocypodidae Ocypodinae Emirates
. . . Mangue United Arab
Uca tangeri 3 Ocypodidae Ocypodinae Emirates
Uca sp. 3 Ocypodidae Ocypodinae Mangue Equator - Guayaquil
Heloecius cordiformis 3 Ocypodidae Heloeciinae Mangue Australia
g/lacrophthalmus 3 Ocypodidae Macrophthalminae Mangue Unlte_d Arab
epressus Emirates
Cardisoma guanhumi 6 Gecarcinidae - Mangue Caucaia - Brazil
Goniopsis cruentata 3 Grapsidae - Mangue Caucaia - Brazil
Eurytium limosum 3 Xanth|o_lae/ - Mangue Caucaia - Brazil
Panopeidae
Panopeus harttii 3 Xanthlo_lae/ - Mangue Caucaia - Brazil
Panopeidae
Gecarcinus quadratus 3 Gecarcinidae - Mangue Mazatlan - Mexico
Cardisoma crassum 3 Gecarcinidae - Mangue Mazatlan - Mexico

2.2 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA gendmico total foi realizado no Laboratério de Biologia
Molecular e Biotecnologia da Embrapa Meio-Norte, em Teresina, Pl. O DNA foi
extraido do tecido muscular (plebpodes) usando DNeasy™ Tissue Kit (Qiagen) ou
fenol/cloroférmio/alcool isoamyl (25:24:1, v:v:v) com SDS/proteinase-K (SAMBROOK
et al., 1989). O DNA foi isolado por precipitagdo com etanol (2:1 com 100% etanol
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gelado). O &lcool foi removido completamente e o sedimento foi seco. Chaela ou
pernas foram selecionadas como tecido alvo para a extragdo de DNA em vez de
qualquer outra parte por se tratar um processo nao letal e também porque o tecido
muscular deve conter uma maior quantidade de mitocondrias. O DNA isolado foi
visualizado por electroforese em gel de agarose a 1,0% em tampéo de pH 8,0 TBE e

pés-corado com brometo de etidio (1 mg/L) a 1,5 volts/cm?.

2.3 Testes de primers universais

Os primers universais descritos na Tabela 2 foram utilizados para amplificar
sub-regides das regides 16S, COIl e Cyt-b do genoma mitocondrial. Cada 20 uL de
reacdo continha 10-50 ng de DNA modelo; 2,0 unidades de Tag DNA polymerase
(Qiagen), 0,2 uM de cada primer, Q-solucéo (Qiagen); 1,5 mM de MgCl; e 0,25 mM
de dNTPs (Applied Biosystems). Um controle negativo com 0s reagentes acima sem
a adicdo do DNA molde foi incluido em todos as reacdes de PCR. As condicdes de
PCR sao também descritas na Tabela 2. Todas as reacdes foram seguidas por um
passo de extenséo final de seis minutos a 72°C. As reac¢des foram realizadas em um
termociclador programavel Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems Inc.).
Apoés a amplificacdo, as reacdes foram visualizadas num gel de agarose a 1% e o
tamanho dos produtos foi comparado com um marcador molecular padrdo de 50

(Invitrogen).
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Tabela 2.- Lista de iniciadores de DNA mitocondrial selecionados e / ou otimizados neste estudo para o estudo de filogenia de caranguejos de manguezal.

Condigdes 6timas da PCR

Resultado*?

Regido do mtDNA Referéncia Nome dos primers e sequencia de DNA (5'-3')
Ta*'/ [MgCl,] Condigoes de ciclos
Grande 94°C - 1 min Adequado para todas as espécies de
subunidade RNA  Palumbi 168 ar: 5'- CGC CTG TTT ATC AAA AAC AT-3' S460°C 5 mu Ta%C-1min 30 e s e
ribossdmico (1996) 16S br: 5'- CCG GTC TGA ACT CAG ATCACG T-3’ ’ o . guelo. S
72°C-1min reproduziveis.
(LSUrRNA)
Palumbi GLUDG-L: 5’- TGA CTT GAA RAA CCAYCG TTG T-3’ o -
- 1.0-3. .
(1996) GLU-L-SH: 5'- TGC ATT GAA AAT GCA TTG TAT T-3’ 45-60°C/1.0-3.0 mm Varias testadas Sem amplicons.

Citocromo -b
(Cyt-b)

Citocromo
oxidase | (COX1)

Regido Controle

Merritt et al.

(1998)

Palumbi
(1996)

Palumbi
(1996)

Este estudo

Este estudo

Cyt-bF: 5’- TGT GGR GCN ACY GTW ATY ACT AA -3’
Cyt-bR: 5'- AAN AGG AAR TAY CAY TCN GGY TG -3’

CO1a-H: 5'- AGT ATA AGC GTC TGG GTA GTC -3’
CO1f-L:5"- CCT GCA GGA GGA GGA GAY CC -3

CR-L-16007: 5’- CCC AAA GCT AAAATT CTAA -3’
CR-H-00651: 5’- TAA CTG CAG AAG GCT AGG ACC AAA CCT -3

12S-Fb1: 5’- ATG TAC ATA TCG CCC GTC GC -3
tRNA-Rul: 5’- CCR NKA GCT TWA HTT AGC TTA -3’

12S-Fb1: 5’- ATG TAC ATA TCG CCC GTC GC -3
tRNA- Ru2: 5- GGG KYA TGA RCC CRN KAG CTT -3’

52°C/2.0 mm

57-61°C/2.0 mm

45-60°C/1.0-3.0 mm

45-60°C/1.0-3.0 mm

45-60°C/1.0-3.0 mm

94°C - 1 min
Ta°C-1min x35
72°C- 2 min

94°C - 1 min
Ta°C-1min x30
72°C-1min

Varias testadas

Varias testadas

Varias testadas

Adequado para todas as espécies de
caranguejo. Resultados claros e
reproduziveis.

Adequado para todas as espécies de
caranguejo. Resultados claros e
reproduziveis.

Sem amplicons

Fragmentos nao especificos,
inconsisténcia.

Fragmentos nao especificos,
inconsisténcia.

*' Temperatura de anelamento; ** Adequacdo como marcador genético para espécies de caranguejo de mangue (Brachyura).
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2.4 Amplificagcdo de mtDNA para sequenciamento

Os segmentos de genes mitocondriais, LSUrRNA (16S), COX-1 e Cyt-b
foram amplificados a partir do DNA total pelas as reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) de cada amostra de DNA individual com primers conservados. As
sequéncias dos primers também sao descritas na Tabela 2.

Cada reacdo de PCR de 20 uL continha 10 ng do DNA extraido, diluido em
ddH,0 (1:10), 3,3 uL de 10x tampéo de PCR (Qiagen); 1,6 uL de dNTPs a 10 mM,
4,0 uL de 5x Q-solucao (Qiagen);1,0 uL de cada primer (10 uM); 0,2 uL de Taq DNA
polimerase (5 U/uL) e 6,9 puL de UVi Milli-Q H»O. Todas as reagdes apresentaram
controles negativos, que consistiam em todos os reagentes de PCR sem DNA
molde. As reacdes foram realizadas em termociclador programavel, Veriti 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems Inc.) usando 30 ciclos de um min a 94°C , um
min em Ta°C (Tabela 2), um min a 72°C; o passo de desnaturagdo inicial a 94°C
durante 4 min e a extenséo final a 72°C durante seis min.

Apoés a amplificacdo, as reacfes foram visualizadas num gel de agarose a
2,0% e o tamanho dos produtos foi comparado com um marcador molecular padréo

de 50 (Invitrogen).

2.5 Purificacdo de produtos de PCR e sequenciamento

A fim de remover o excesso de iniciadores e nucleotideos e concentrar os
fragmentos de PCR amplificados, as reacdes foram purificadas com Qiagen
Qiaquick PCR Purification (Cat. No. 28106), conforme as instru¢cdes do fabricante.
Os produtos de amplificacdo de cadeia dupla purificados foram utilizados como
modelo nas rea¢fes de sequenciamento.

O sequenciamento do ciclo foi realizado utilizando o kit de reacdo ABI Prism
BigDye Terminator Ready (n°® de cat. 4303152) que contém AmpliTag® DNA
Polymerase (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os volumes da solucdo de
Reacdo pronta recomendada foram reduzidos para metade para fazer "meia
reacdo". A cada metade da reaccado (10 yL) adicionou-se 4,0 uL de BigDye, 4 ,0
picomoles de iniciador (0,5 pL) e uma quantidade suficiente de produtos de PCR,
geralmente foram adicionados 3 a5 ulL e finalmente HPLC H20 UV.

A quantidade de DNA utilizada na reacdo de sequenciamento variou de

acordo com o tamanho do fragmento PCR (bases) de todo o molde de DNA e
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também o rendimento dos fragmentos PCR ap0s a purificacdo por PCR.
Tipicamente, foram utilizados 5-20 nanogramas para cada 300-1000 bases de
modelo de DNA.

O inicio do ciclo comecou com a deshaturacdo a 96°C por 20 segundos,
anelamento dos primers a 50°C por 10 segundos, e extensédo a 60°C por 4 minutos.
Este ciclo foi repetido durante por 30 vezes em um termociclador programével
(GeneAmp PCR System 2400, Applied Biosystems, Foster City, CA ). Os produtos
de sequenciacao de ciclos foram purificados pelos kits Qiagen DyeEx Spin (n. °
63104) para remover os terminadores BigDye fluorescentes nao reagidos. As
reacdes purificadas foram secas em um hotblock. As amostras foram entédo
carregadas em um gel de sequenciamento de 48 cm, bem lido, feito de concentrado
Page Plus 40% (Amresco, Solon, OH) até uma concentracao final de acrilamida a
5% e ureia 6M. A eletroforese foi realizada durante nove horas a 51°C no ABI Prism
Model 377 Automated DNA Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA)
equipado com um computador Macintosh Power PC G3 com software de analise de
sequenciacdo (versdo 3.3). Todos os produtos de PCR foram sequenciados tanto

em direcao direta como reversa para verificacao.

2.6 Alinhamento de Sequéncias e Analises Filogenética.

As sequéncias amplificadas do gene do caranguejo foram inicialmente
submetidas ao BLAST/NCBI (Altschul et al., 1990). Buscou-se aqui uma
confirmacado adicional da identidade genética com base em semelhancas entre as
sequéncias isoladas e os dados publicados anteriormente de espécies
estreitamente relacionadas. As sequéncias diretas e reversas, para cada individuo
para a regido do DNA mitocondrial, foram inspecionadas por olho com o auxilio do
software de edicdo de sequéncia EDITSEQ do LASERGENE Software Package
disponivel no School of Medicine Information System (MEDIS, University of
Southampton, Reino Unido).

As sequéncias de nucleotideos de uma determinada espécie também foram
confirmadas por referéncia aos dados de sequéncia de pelo menos trés individuos.
As sequéncias homodlogas de todas as espécies foram alinhadas usando
MEGALIGN (Pacote LASERGENE) com o0s seguintes conjuntos de parametros:

penalidade de intervalo 5-10 e penalidade de comprimento de intervalo 1-5. O
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alinhamento foi verificado pelo olho. As sequéncias de consenso para cada
espécie/populagdo foram extraidas do conjunto inicial.

Todas as novas sequéncias de nucleotidos produzidas para este estudo
serdo submetidas ao banco de dados GenBank (National Center for Biotechnology
Information).

As analises evolucionarias filogenéticas e moleculares foram analisadas
utilizando distancias os parametros de Kimura dois, andlise de cluster de UPGMA
e analise de distancia de juncao de vizinhanca (NJ) (SAITOU , NEI, 1987) com o
programa MEGA versédo 2.1 (KUMAR et al., 1993). Foi utilizada uma correcao de
gama para explicar a mutacéo néo uniforme em todas as posi¢des de nucleotideos.

O parametro de forma gamma foi escolhido para ser 0,44; o que significa
gue a maioria das posi¢cOes de nucleotideos tém uma baixa taxa de substituicao,
mas algumas posi¢cdes tém uma alta taxa de mutacédo. Yang (1996) estimou que o
parametro da forma era de 0,44 para as sequéncias de genes que codificavam a
proteina mitocondrial de 16 espécies de deuterostomes. O significado estatistico
dos grupos dentro das arvores inferidas foi avaliado pelo método do ramo interior
(RZHETSKY, NEI, 1992).

Como um segundo método filogenético, uma analise maxima de parciménia
(MP) foi realizada com uma pesquisa heuristica e adicdo de sequéncia aleatoria
(oracdo de arvore e reconexao como opcao de troca de ramo) e por omissédo de
lacunas com o programa PAUP * v4.0b10 ( SWOFFORD, 2001). Para avaliar os
niveis de significancia e a consisténcia dos nos (topologia de arvore) derivadas
pelas analises filogenéticas, foram realizados o método de replicacdo de bootstrap
heuristico 2000 do conjunto de dados original. A visualizacdo e o desenho da
arvore foram realizados usando o TreeView version 1.5 (Page, 1996).

O numero de sitios informativos variaveis e potencialmente filogenéticas,
diversidades de nucleotideos e divergéncias dentro de populacdes e espécies
foram calculados pelo programa DNAsp v.3.53 (ROZAS , ROZAS, 1999). Todos o0s
sitios contendo lacunas (insercdo/exclusdo) ou informacgdes faltantes foram

removidos antes de uma analise posterior.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlise de Sequéncia do gene LSUrRNA

Os resultados das buscas no BLAST obtiveram correspondéncias
extremamente significativas com rRNA 16S de caranguejos para as familias
Ocypodidae e Gecarcinidae. As sequéncias de 16S rRNA de até 570 pares de bases
foram obtidas de todas as espécies investigadas. No entanto, foram utilizados
alinhamentos até 476 pb para andlises evolutivas filogenéticas e moleculares
(Tabela 3). A partir deste numero total de sitios no alinhamento da sequéncia
LSUrRNA; 334 sitios eram constantes (monomdrficos) e 124 caracteres eram
polimérficos, com 147 mutacdes no total.

Tabela 3 - Composicéo de nucleotideos de todas as espécies de caranguejo examinadas para o
fragmento LSUrRNA.

Nucleotideos

Espécies Total
T C A G A+T C+G

Ucides c. occidentalis 36,1 9,9 35,3 18,7 71,4 286 476
Ucides c. cordatus 36 10,1 34,7 19,2 70,7 29,3 475
Uca maracoani 35,6 11 35,1 18,3 70,7 29.3 464
Ocypode quadrata 33 10,9 34,8 21,3 67,8 32,2 460
Cardisoma guanhumi 34,2 10 34,2 21,6 68,4 31,6 468

média £ SD 35£1,3 10,440,5 34,8£0,4 19,841,5 69,8+1,6 30,2+1,6 -

A regido parcial 16S para esses taxa foi 69,8% A + T rica, que € semelhante
ao viées A/T relatado entre espécies de crustaceos,(OVENDEN et al. 1997) e &
relatada para insetos por (LUNT et al., 1996). O teor de nucleotideos foi em média
35% T;10,4%; 34,8% A e 19,8% G, com muito pouco desvio entre os taxa. O nimero
total de transices e transversoes foi respectivamente 64 e 31, resultando em uma
relacédo de transicao/transversao de 2,1.

As diferencas de sequéncia entre os taxons consistiram em substituicbes de
pares de bases simples e 22 mutacdes de indel (Figura 2). Destas 22 lacunas, trés
regides tinham mais de um indel de 2,0 pb. O restante dessas muta¢cdes consistiu
em um unico par de bases simples. As lacunas foram tratadas como dados perdidos

e ndo foram consideradas nas analises filogenéticas.



Figura 2:- Sequéncias alinhadas de um gene LSUrRNA parcial de todas as espécies de caranguejo

usadas para analises filogenéticas em formato néo intercalado.
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TGTTGAATTAAAATGTCTGTACAATTGCAG 475

TGTTGAATTAAAATTTCCGTCTAATTGTAG
TGTTGAATTAAAATGCCTATACAATTGCAG
TGTTGAATTAAAATATCTGTACAATTGCAG

464
460
468

346
345
336
333
340

396
395
384
380
388

446
445
434
430
438
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Usando o gene LSUrRNA sete substituicdes de unico par base (bp) e 1 indel
distinguem o Ucides occidental mexicano / equatoriano e U. cordattus do Atlantico,
individuos de cordatus, representando 1,7% de divergéncia. E possivel que 0 mtDNA
de 16S esteja simplesmente evoluindo muito devagar para detectar grandes
divergéncias entre as formas de Ucides do Pacifico e do Atlantico.

3.2 Areconstrucdo da arvore filogenética inferida do gene LSUrRNA

O alinhamento incluiu sequéncias de 476 pb. As divergéncias de sequéncia
em pares baseadas no modelo de parametros de Kimura-dois, Tabela 4,que corrige
0 viés de transicdo 2:1 nas substituicbes de nucleotideos de mMtDNA, foram
consistentemente menores no 16S do que nas regides COX-1 e Cyt-b. Isto sugere
gue o gene LSUrRNA é mais conservado do que os genes de codificacdo de
proteinas COX-1 e COb em Ucides, um achado semelhante ao relatado para
espécies de diversos géneros de insetos (SIMON et al., 1994). Os genes de RNA
ribossémico (LSU e SSU) sdo muito distintos, codificando uma estrutura de RNA

funcional dentro do ribossoma.

Tabela 4. - Matriz de distancias genéticas corrigida pelo parAmetro Kimura-2 utilizando o gene
LSUrRNA.

. Ucides c. Ucides c. Ocypode Uca Cardisoma

Espécies . ) . .

occidentalis cordatus quadrata maracoani  guanhumi
Ucides c. occidentalis 0.011 0.175 0.156 0.158
Ucides c. cordatus 0.011 0.166 0.159 0.158
Ocypode quadrata 0.175 0.166 0.182 0.217
Uca maracoani 0.156 0.159 0.182 0.181

Cardisoma guanhumi 0.158 0.158 0.217 0.181

A arvore filogenética construida usando o mesmo modelo evolutivo com
distancias de sequéncia em pares por NJ e MP é mostrada na Figura 3. As
topologias de arvores idénticas resultaram da reconstrucdo de arvores filogenéticas

usando métodos de NJ e MP. A diversidade geral de nucleotideos foi de 0,14.
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Figura 3. - Arvores de Neighbor-Joining (A) e maxima parciménia (B) para fragmento de LSUrRNA.
O modelo de distancias Kimura-2-parametro foi usado para reconstrucdo de arvores. Os nimeros sao
valores de bootstrap para 2000 repeticdes

A
100 Ucides c. occidentalis
L Ucides c. cordatus
Uca maracoani
68 Ocypode quadrata
Cardisoma guanhumi
p—
0.02
B 100 [ Ucides c. occidentalis
L Ucides c. cordatus
Uca maracoani
84 Ocypode quadrata
Cardissoma guanhumi

||

10

A andlise filogenética do LSUrRNA mitocondrial, incluindo Ocypodides de
outros géneros, ndo encontrou suporte para o apoio a diferenciacdo de Ucides dos
oceanos Atlantico e Pacifico em duas espécies distintas. Com os métodos de NJ e
MP, as analises de bootstrapping, um método para avaliar a confianca em uma
topologia de arvore, mostram os aglomerados do Atlantico e do Pacifico em conjunto
em niveis muito elevados de confianca. No entanto, o gene 16S parece estar muito

conservado para avaliar com precisdo as relacfes entre essas subespécies.

3.3 Andlise de Sequéncia COX-1

As sequéncias de DNA foram traduzidas usando o EMBOSS-Transeq (RICE
et al. 2000) disponivel no European Bioinformatics Institute (EBI/EMBL). N&o
continha mutacdes de mudanca de quadro ou codons de terminacdo permitindo
assim a comparacao em pares de sequéncias ortograficas. As sequéncias de COX-1
de até 645 pares de bases foram obtidas de espécies investigadas. No entanto,
alinhamentos até 572 pb foram utilizados para andlises evolutivas filogenéticas e

moleculares. A partir deste numero, 328 sitios eram monomoérficos e 240 eram
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polimérficos (79 sitios polimorficos informativos de parciménia), com 299 mutacdes
no total

A regido parcial COX-1 para esses taxa foi 62,7% A + T rica (Tabela 5). O
teor de nucleotideos foi em média de 28,5% T, 16,4% C, 34,2% A e 21,1% G, com
pouco desvio entre os taxons (SD max foi de 2,5). O numero total de transicdes e
transversdes foi, respectivamente, 61 e 66, resultando em uma relacdo de
transicao/transversao para este gene codificador de proteina de 1.1.

Tabela 5 - Composicéo de nucleotideos de todas as espécies de caranguejo examinadas para o
fragmento COX-1.

Espécies Nucleotides

T C A G A+T C+G

Ucides c. occidentalis 275 16 35,1 214 62,6 374

Ucides c. cordatus 29,7 14 35 2,3 64,7 35,3

Ocypode quadrata 275 17,2 34 214 61,5 38,6

Cardisoma guanhumi 278 18,6 30,1 23,6 57., 42,2

Uca inversa 29,8 15,4 36,8 17,9 66,6 33,3
Média + SD 25+12 162+18 342+25 211+20 627+33 374+34

As diferencas de sequéncia entre todos 0s taxa consistiram em substituicoes
de pares de bases simples e cinco mutacdes de indel (Figura 4). Destas cinco
lacunas, apenas uma regido tinha um indel de 2 Pb. O restante dessas mutacfes
consistiu em um unico par de bases simples. As lacunas foram tratadas como dados
perdidos e ndo foram consideradas nas analises filogenéticas. A diversidade geral
de nucleotideos foi de 0,22.

Figure 4 - Sequéncias alinhadas de um gene COX-1 parcial de todas as espécies de caranguejo
usadas para analises filogenéticas, em formato ndo intercalado.

10 20 30 40 50
S 1 e e O S L I

Ucides c. occidentalis 1 AAGTGTTGGGG-GAAGAAGGTTATATTAACTCCAATAAATGTTACTAGGA 49
Ucides c. cordatus 1 AAATGTTGAGG-GAAGAAGGTTAAATTGACTCCAATAAATGTTACTAGAA 49
Ocypode gquadrata 1 TCTCCTCCTCCTGACAGGAGTTAAATTTACTCCAATAAATGTAACTAAGA 50
Cardissoma guanhumi 1 GAATGTTGGGGGAAAAACCGTTAAGTGGACCCAAATAATGGTTCCTAAAA 50
Uca inversa 1 AAGTGTTGAGG-GAAAAAGGTTAAATTAACTCCAATAAATGTTACTAGGA 49

60 70 80 90 100

P e e e e S T I

Ucides c. occidentalis 50 AATGTATTTTCAGTCATTTAGGGTTTAATGAAAGGCCTGTAAATAGGGAA 99
Ucides c. cordatus 50 AGTGTATTTTTAGTTATTTAGGGTTTAGTGAAAGGCCTGTAAATAGGGAG 99
Ocypode quadrata 51 AATGTATTTTAAGTCATTTAGGATTTAGTGATAAACCTGTTATTAAAGAA 100
Cardissoma guanhumi 51 GAGGCTTTTTAGGTCTTTAAGGGTTAAGGGTTACCCCTGTTTTTAGGGAA 100
Uca inversa 50 AATGTATTTTAAGTCATTTAGTGTTAAGAGAAAGCCCTGTTATAAGTGGA 99

110 120 130 140 150

e e S e

Ucides c. occidentalis 100 AATCAGTGGGCAATTCCTGCGAAAATACCAAATACGGCTCCTATAGAAAG 149
Ucides c. cordatus 100 AATCAGTGGGAAATTCTTCCGAAAATACCAATTACGGCTCTTATAGAAAG 149
Ocypode quadrata 101 AACCAGTGAGCAATTCCCGCAAAAATTCCGAATACGGCTCCTATAGATAA 150
Cardissoma guanhumi 101 ATTAAGGGGCCAATCCCACCAAAATTTCCAAATCCGGCCCCTGTGGAGAG 150
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Uca inversa

Ucides c. occidentalis
Ucides c. cordatus
Ocypode quadrata
Cardissoma guanhumi
Uca inversa

Ucides c. occidentalis
Ucides c. cordatus
Ocypode quadrata
Cardissoma guanhumi
Uca inversa

Ucides c. occidentalis
Ucides c. cordatus
Ocypode quadrata
Cardissoma guanhumi
Uca inversa

Ucides c. occidentalis
Ucides c. cordatus
Ocypode quadrata
Cardissoma guanhumi
Uca inversa

Ucides c. occidentalis
Ucides c. cordatus
Ocypode quadrata
Cardissoma guanhumi
Uca inversa

Ucides c. occidentalis
Ucides c. cordatus
Ocypode quadrata
Cardissoma guanhumi
Uca inversa

Ucides c. occidentalis
Ucides c. cordatus
Ocypode quadrata
Cardissoma guanhumi
Uca inversa

Ucides c. occidentalis
Ucides c. cordatus
Ocypode quadrata
Cardissoma guanhumi
Uca inversa

Ucides c. occidentalis
Ucides c. cordatus
Ocypode quadrata
Cardissoma guanhumi
Uca inversa

100

150
150
151
151
150

200
200
201
201
200

250
250
251
251
250

298
300
299
299
298

348
350
349
349
348

398
400
399
397
398

448
450
449
447
448

498
500
499
497
498

548
550
549
547
548

AATCAGTGTACAATACCAGCGAAAATTCCAAATACTGCTCCTATAGATAG 149
160 170 180 190 200
B IRl I [P L I I IRTRIRIRE IR [P
AACGTAGTGGAAGTGCGCAACTACATAGTACGTATCATGGAGAATTACGT 199
AACATAGTGGAAGTGAGCAACTACGTAATATGTGTCGTGAAGAATAACAT 199
GACGTAGTGGAAATGAGCTACGACATAGTATGTATCATGAAGAATAATAT 200
ACCGTAGGGGAAATGGCCTCCACCGTATTAGGtGTCatGGAAAATAaCAT 200
TACATAATGGAAGTGAGCTACAACATAATATGTGTCGTGCAGGATTACAT 199
210 220 230 240 250
B P L R o o I IPl IP L  IrIra
CAATAGATGAGTTGGCTAGAACTACACCAGTTAACCCTCCGACAGTARAT 249
CGATAGAGGAGTTAGCTAGTACTATGCCAGTTAGACCTCCAACAGTARAT 249
CAATAGAGGAGTTGGCTAAAACAACTCCAGTTAAGCCACCCACTGTGAAT 250
CATTGGATGAATTGGCTTGAACTACTCCTGTTAGGCCACCTCCGGTARAT 250
CAATTGAGGAGTTTGCTAATACAACTCCAGTTAAACCTCCTACTGTARAT 249
260 270 280 290 300
B T I [P L) IR P IPTPIPIPY [PUPPE [Pp
AAGAA--AATGAACCCTAGGGCTCAGATTAAGGATGGTGAGAAATTTAAT 297
AAAAATAAATGAATCCTAAAGGTCAAATCAGGGATGGTGAAAAATTTAAC 299
AGAAA--AATAAATCCTAAGGCTCAAAGTAGAGACGGGGAGAAATTTAGT 298
AGGAA--AATAAACCCTAAGGCTAATAATGGTGATGGGAGGTGGTTTATT 298
AGAAA--GATAAATCCTAAAGCCCAAATTAAAGAAGGGGAAAAGTTTAAT 297
310 320 330 340 350
B P I IR TP Ir Pt I s IPIPIPIPY [PUPIPIP [P [P
TGTGAGCCGTGAAGTGTTCTCAATCACCTAAAAATTTTGATTCCTGTTGG 347
TGTGAACCGTTGAGTGTTCTTAGCCATCCAAAAATTTTGATTCCTGTTGG 349
TGGGTGCCGTGGAGGGTTCTTAATCAACTGAAAATTTTAATTCCAGTTGG 348
TGGGTCCCATGCAGGGTTTTTAGTCATCTAAAGATTTTAATTCCGTTTGG 348
TGAGACCCATGTAGGGTTCTTAATCATCTAAAAATTTTAATTCCCGTTGG 347
360 370 380 390 400
O e T e s I
AATGGCAATAATTATAGTTGCAGAAGTAAAGTATGCTCGAGTGTCAACGT 397
GATAGCAATAATTATAGTTGCGGAAGTGAAGTATGCTCGGGTGTCAACGT 399
GATGGCAATAATTATAGTGGCTGATGTGAAGTAAGCTCGTGTGTCTACGT 398
GATGGCAATGATTATAGTACCTACCTTAAAG-AAGGTTGGGGATCAA-GT 396
AATAGCAATAATTATTGTTGCTGAGGTGAAGTATGCTCGAGTATCAACGT 397
410 420 430 440 450
O e P I
CTATACCTACTGTGAATATATGGTGGGCTCATACAACAAATCCTAAGATT 447
CTATTCCTACTGTAAATATGTGGTGAGCTCATACAACAAATCCTAAGATT 449
CTATACCAACTGTAAACATGTGATGCGCTCAAACTACGAATCCCAGAATG 448
CTATACCCACTGTGAACATATGGTGTGCTCAGACCACGAATCCTAGAATC 446
CTATTCCTACTGTAAATATATGGTGAGCTCAAACTACAAATCCTAAGATA 447
460 470 480 490 500
D e L T
CCAATGGCTAACATAGCATAAATTATACCTAGAGTACCGAAGGATTCTTT 497
CCAATAGCTAGTATAGCGTAAACTATACCTAAAGTTCTGAATGATTCTTT 499
CCAATGGCTAGCATGGCGTAAATTATACCTAGGGTTCCAAATGATTCTTT 498
CCAGTGGCTAGCATAGCGTAGATTATACCTAGGGTACCAAAAGATTCCTT 496
CCAATAGCTAGCATAGCATAAATTATACCTAATGTTCCAAATGATTCTTT 497
510 520 530 540 550
L e e I I
TTTACCAGATTCTTGACTAACAATATGAGAGACTATACCGAATGCTGGCA 547
TTTACCGGATTCTTGACTAACGATATGATAAATTATCCCGAATGCTGGTA 549
TTTCCCCGATTCTTGTCTAACGATATGAGAAATTATACCGAAGGCGGGGA 548
TTTTCCGGATTCTTGACTTACAATATCAGAAATCATACCAAATGCAGGTA 546
TTTACCGGACTCTTGTCTAACAATATGAGAGATTATACCGAATGCGGGTA 547
560 570
L [ e
AAATTAGAATGTAAACTTCTGGG 570
AGATTAAAATGTAAAGTTCTGGG 572
GAATAAGAGTATAAGCTTCTGGG 571
GAATTAAAATGTAAACCTCTGGG 569
AAATTAAAATATATACTTCTGGG 570

3.4 A reconstrucao

da arvore filogenética inferida da COX-1

O alinhamento compreendeu sequéncias de 572 pb. As divergéncias de

sequéncia em pares baseadas no modelo de parametros de Kimura dois (Tabela 6)

foram consistentemente maiores no COX-1 do que nas regides 16S e Cyt-b. E
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esperado que as regides codificadoras de proteinas fossem mais variaveis do que 0s
genes que codificam rRNA, devido ao fato de que uma mutagao na terceira posi¢ao
dentro do codon observado ainda pode codificar para 0 mesmo aminoacido (SIMON
etal., 1994 ).

Tabela 6 - Matriz de distancias genéticas, corrigida pelo parametro Kimura-dois usando o gene
COX-1.

Espéciess chdes c.' Ucides c. Ocypode Cardisomq Uca inversa
occidentalis  cordatus quadrata guanhumi
Ucides c. occidentalis 0.1,0 0,248 0,336 0,190
Ucides c. cordatus 0,160 0,288 0,386 0,195
Ocypode quadrata 0,248 0,288 0,346 0,228
Cardisoma guanhumi 0,336 0,386 0.,46 0,342
Uca inversa 0,190 0,195 0,228

As sequéncias de COX-1( Tabela 7) das formas de Ucides do Atlantico e do
Pacifico revelaram mutacdes de 80 pontos, sendo 63 transi¢cdes e 17 transversoes e
uma diferenca de 2 pb-indel entre as duas sequéncias. A divergéncia genética entre
as duas subespécies presumivelmente foi de 14,4.

Tabela 7 - As frequéncias de bases empiricas (%) para cada espéce de caranguejo examinada
para 1, 2 e 3 posi¢des de codon sozinhas para o gene COX-1.

Nucleotideo
Espécies Pos #1 Pos #2 Pos #3
-1 C1 A1 G1 T2 C2 A2 G2 T3 (C3 A3 G-3

Ucides c. occidentalis 24,7 11,1 384 258 253 21, 353 184 326 158 3,6 20
Ucides c. cordatus 26,2 89 393 257 26.2 199 356 183 368 132 30 20
Ocypode quadrata 24,7 12,1 40 23.2 258 22,6 316 20 319 16,8 304 209

Cardisoma guanhumi 25,4 11,1 37.6 259 27 249 254 22,8 30,9 199 27,2 22

Uca inversa 28,4 10 405 21,1 258 20,5 36,8 16.8, 353 158 33,2 15.8
Mean 259 10,6 39.2 243 26 21,8 329 19,3 33,5 16,3 30,5 19.7

A arvore filogenética construida usando o mesmo modelo evolutivo com
distancias de sequéncia em pares por NJ e MP sdo mostradas na Figura 5. As
topologias de arvores idénticas resultaram da reconstrucdo de arvores filogenéticas

usando métodos NJ e MP.
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Figura 5 — arvore de Neighbor. Joining (A) e de maxima parcimonia (B) para o fragmento COX-1.
O modelo de distancias do -parametro de Kimura dois foi usado para reconstrucéo de arvores. Os
ndmeros sdo valores de bootstrap para 2000 repeticdes.

A 93 Ucides c. occidentalis
96 Ucides c. cordatus
Uca inversa
Ocypode quadrata
Cardisoma guanhumi
: 0.05 !
94 Ucides c. occidentalis
B 95 .
Ucides c. cordatus
Uca inversa
Ocypode quadrata
Cardisoma guanhumi
b
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A analise filogenética da COX-1 mitocondrial corrobora os resultados obtidos
com as analises da sequéncia 16S. Com os meéetodos de NJ e MP, as andlises de
bootstrapping, mostram os aglomerados do Atlantico e do Pacifico, agrupados em
niveis muito elevados de confianca. Um forte apoio a diferenciacdo de Ucides dos
Oceanos Atlantico e Pacifico em duas espécies distintas parece ser notado a partir
deste gene. O gene COX-1 foi adequado para mostrar alta divergéncia genética
entre as formas de Ucides e, portanto, parece ser suficientemente variavel para

avaliar com precisado as relacdes entre subespécies de caranguejos de Ocypodidae.

3.5 Anédlise de sequéncia de Cyt-b

As sequéncias de DNA foram traduzidas usando o EMBOSS-Transeq (Rice et
al. 2000) disponivel no European Bioinformatics Institute (EBI/EMBL). Nao continha
mutacbes de mudanca de quadro ou codons de parada permitindo assim a
comparacdo em pares de sequéncias ortograficas. As sequéncias de Cyt-b de até
390 pares de bases foram obtidas de todas as espécies investigadas. No entanto,
alinhamentos até 334 pb foram utilizados para andlises evolutivas filogenéticas e
moleculares. A partir deste namero, 222 sitios eram monomoérficos e 112 eram
polimorficos (65 sitios polimorficos informativos de parciménia), com 137 mutacdes

no total. Nenhum indel foi notado nos alinhamentos.
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A regido parcial Cyt-b para estes taxa foi 62,9% A + T rica (Tabela 8) muito
semelhante & da COX-1. No entanto, o perfil de composi¢cdo de nucleotideos foi
ligeiramente diferente. O teor de nucleotideos foi em média 37,4% T, 23,8% C,
25,6% A e 13,2% G, com muito pouco desvio entre os taxa. O numero total de
transicOes e transversodes foi respectivamente 42 e 22, resultando em uma relagéo

de transicao/transversao para este gene codificador de duas proteina (Tabela 9).

Tabela 8 - Composicéo de nucleotideos de todas as espécies de caranguejo examinadas para o
fragmento Cyt b.

Nucleotideos

Espécies
T C A G A+T C+G
Ucides c. occidentalis 35,9 24,3 26,9 12,9 62,8 37,2
Ucides c. cordatus 35,9 24,3 26,9 12,9 62,8 37,2
Ocypode quadrata 37,7 25,1 23,1 14,1 60,8 39,2
Uca maracoani 41,6 20,1 24 14,4 65,6 34,5,
Cardisoma guanhumi 35,6 25,4 26,9 12 62,5 37,4

Mean £ SD

37,4+25 23,8121 256+19 132+10 629+1,7 37,1t17

As diferencas de sequéncia entre todos os taxos examinados consistiram em
apenas substituicbes de pares de bases simples (Figura 6). A diversidade geral de

nucleotideos foi de 0,19.

Figura 6 Sequéncias | alinhadas parcial de um gene de Cyt b para todas as espécies de
caranguejo usadas para analises filogenéticas em formato nao intercalado.

10 20 30 40 50
O e e L I
Ucides c. occidentalis 1 TTCCATTTATTGGAACAGATCTAGTACAATGAATTTGAGGGGGATTTTCT 50
Ucides c. cordatus SC 1 TTCCATTTATTGGAACAGATCTAGTACAATGAATTTGAGGGGGATTTTCT 50
Ocypode gquadrata 1 TTCCATTTATCGGGACTGATTTAGTTCAGTGAATTTGAGGGGGATTTTCA 50
Uca maracoani 1 TTCCATTTATTGGTACTGATTTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGTTTCTCC 50
Cardissoma guanhumi 1 TTCCATTTATCGGTACTGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGAGGATTCTCC 50
60 70 80 90 100
S L e e e e S e
Ucides c. occidentalis 51 GTTGATAACGCCACCTTAACCCGATTCTTTTCTTTCCACTTTATTTTACC 100
Ucides c. cordatus SC 51 GTTGATAACGCCACCTTAACCCGATTCTTTTCTITTCCACTTTATTTTACC 100
Ocypode quadrata 51 GTCGATAATGCCACTCTTACTCGATTTTTTTCTTTTCACTTCATTICTTCC 100
Uca maracoani 51 GTTGATAATGCTACTCTTACCCGGTTCTTCTCATTCCATTTCATTCTACC 100
Cardissoma guanhumi 51 GTAGACAACGCTACCTTAACTCGATTCTTCTCATTTCACTTTATTCTACC 100
110 120 130 140 150
P 1 e S T
Ucides c. occidentalis 101 TTTTATCGCCGCAGCTTTCTCTATGATTCATATTCTTTTCCTCCACCAAG 150
Ucides c. cordatus SC 101 TTTTATCGCCGCAGCTTTCTCTATAATTCATATTCTCTTCCTTCACCAAG 150
Ocypode quadrata 101 CTTCATTGCAGCCGCCTTTTCTATAATTCATATCCTATTTCTACATCAAG 150
Uca maracoani 101 TTTTATTGCGGCTGCTTTTTCTATAATTCATATTTTATTTCTACATCAAA 150
Cardissoma guanhumi 101 CCTAATTGCCGCTGCATTCTCCATAATTCATATTTTATTTCTCCACCAAG 150
160 170 180 190 200
P e e
Ucides c. occidentalis 151 CAGGAGCTAACAATCCACTAGGAATTTCAAGACAAATAGACAAAGTACCC 200
Ucides c. cordatus SC 151 CAGGAGCTAACAACCCACTAGGAATCTCAAGGCAAATAGACAAAGTACCC 200
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Ocypode quadrata 151 CAGGAGCTAATAATCCCCTAGGAATTTCAAGGCAAACTGATAAAGTACCC 200

Uca maracoani 151 CAGGAGCGAATAATCCTTTGGGGGTCTCTAGACAAATTGATAAAGTTCCT 200

Cardissoma guanhumi 151 CCGGAGCAAATAACCCCTTAGGTATTTCAAGACAGATCGATAAAGTACCA 200
210 220 230 240 250

B L T I R I P IRTCICITT IPTPIPIPN (PR
Ucides c. occidentalis 201 TTTCATCCCTACTTTACATTTAAAGACATCGTTGGATTTATTGTTATAAC 250
Ucides c. cordatus SC 201 TTTCATCCCTACTTTACATTTAAAGACATCGTTGGATTTATTGTTATAAC 250

Ocypode quadrata 201 TTCCATCCTTACTTCACCTTTAAAGACATTGTCGGCTITTGTTGTCATATT 250

Uca maracoani 201 TTCCATCCTTATTTCACATTTAAAGACATCGTAGGATTTGTTGTTATATT 250

Cardissoma guanhumi 201 TTTCACCCTTATTTCACATTTAAAGATATTGTAGGATTTATCGTTATATT 250
260 270 280 290 300

PRI EPICH T AP PP IR ISP IPTPIPIPY EPIPUPIPY [P
Ucides c. occidentalis 251 AGCAGGTTTAATCTTTCTAACCCTTCTAGCCCCTTATTTCCTAGGTGACC 300
Ucides c. cordatus SC 251 AGCAGGTTTAATCTTTCTAACCCTTCTAGCTCCTTATTTTCTAGGTGACC 300

Ocypode quadrata 251 AAGTACTTTGTTAGTTTTAACTCTCTTGGCCCCCTATTTCCTAGGTGATC 300

Uca maracoani 251 AAGTATTTTATTAGTCTTAACGCTCTTAGCTCCTTATTTTTTAGGAGACC 300

Cardissoma guanhumi 251 AACAGCCCTTCTTTTCTTAACCTTACTTGCTCCCTATTTCTTAGGAGACC 300
310 320 330

e e I
Ucides c. occidentalis 301 CAGATAACTTTATCCCAGCAAATCCTTTAGTTAC 334
Ucides c. cordatus SC 301 CAGATAACTTTATCCCAGCAAATCCTTTAGTTAC 334

Ocypode quadrata 301 CTGACAACTTTATCCCAGCCAACCCCCTTGTTAC 334
Uca maracoani 301 CAGATAACTTTATTCCAGCCAACCCCTTGGTTAC 334
Cardissoma guanhumi 301 CAGATAACTTCATTCCAGCTAATCCTCTAGTAAC 334

Tablela 9 - As frequéncias de bases empiricas (%) para cada espécie de caranguejo examinada
para 1, 2 e 3 posi¢des de coddo sozinhas para o gene Cyt b

Nucleotideos
Espécies Pos #1 Pos #2 Pos #3
T-1 C1 A1 G1 T2 C2 A2 G2 T3 (C3 A3 G3

Ucides c. Occidentalis 43,8 25,9 19,6 10,7 38,7 24,3 35,1 1,8 25.2 22,5 26,1 6,1
Ucides c. cordatus 43,8 25,9 19,6 10,7 38,7 24,3 35,1 1,8 25,2 22, 26,1 26,1
Ocypode quadrata 43,8 25,9 19,6 10,7 43,2 27 24, 54 26,1 22,5 25,2 26,1
Uca maracoani 455 24,1 19,6 10,7 49,5 17,1, 27 6,3 29,7 18,9 25,2 26,1
Cardisoma guanhumi 44,6 25,9 19,6 9,8 351 279 36 09 27 22,5 25, 25,2
Média 44,3 25,5 19,6 10,5 41,1 24,1 315 3,2 26,7 21,8 25,6 25,9

3.6 Reconstrucédo de arvore filogenética inferida do gene Cyt-b

O alinhamento incluiu sequéncias de 334 sites. As divergéncias de sequéncia
em pares baseadas no modelo de dois parametros de Kimura foram
consistentemente maiores no Cyt-b do que no 16S, mas ligeiramente menores do
gue nas regides COX-1. Parece que o fragmento da regido Cyt-b usado na analise
filogenética € menos variavel em espécies de Ocypodidae.o Cyt-b ndo foi
empregado em estudos sistematicos moleculares em espécies de invertebrados.
Estudos adicionais devem ser realizados em sua avaliacdo como marcador
filogenético em estudos de invertebrados.

As sequéncias de Cyt-b das formas de Ucides do Atlantico e do Pacifico
revelaram mutag¢des de oito pontos (todas as transi¢cdes, C<>T e A~>G), mas sem
insercdo ou exclusdo. A divergéncia genética entre estas duas subespécies

presumivelmente foi de 2,4%, comparavel a das sequéncias 16S, mas seis vezes
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menor para as sequéncias de nucledtidos COX-1. Portanto, o gene COX-1 é o
marcador mitocondrial mais adequado para avaliar a variabilidade genética dentro
das subespécies, pelo menos para a familia Ocypodidae.

A arvore filogenética construida usando o modelo parametro de Kimura-dois
(Tabela 10) com distancias de sequéncia em pares por NJ e MP é mostrada na
(Figura 7)

As topologias de éarvores idénticas resultaram da reconstrucdo de arvores
filogenéticas usando métodos NJ e MP. A andlise filogenética da Cyt b mitocondrial
também corrobora os achados obtidos com as anélises da sequéncia 16S e COX-1.
As analises de Bootstrapping também déo um forte apoio para agrupar os ucides do
Atlantico e do Pacifico, em niveis muito elevados de confianca.

Tabela 10 - Matriz de distancias genéticas corrigida pelo parametro Kimura-dois utilizando o gene
Cyt-b.

espécies U;ides c.. Ucides c. Ocypode Uca . Card/'somq
occidentalis ~ cordatus quadrata maracoani guanhumi
Ucides c. occidentalis 0,025 0,257 0,264 0,247
Ucides c. Cordatus 0,025 0,267 0,255 0,252
Ocypode quadrata 0,257 0,267 0,207 0,288
Uca maracoani 0,264 0,255 0,207 0,249

Cardisoma guanhumi 0,247 0,252 0,288 0,249
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Figura 7 - Arvores Neighbor Joining (A) e méxima parcimonia (B) para fragmento de Cyt-b. O
modelo de distancias de parametros de Kimura dois foi usado para reconstrucdo de arvores. Os
ndmeros sédo valores de inicializacdo para 2000 repetigdes.

100 Ucides c. occidentalis
A Ucides c. cordatus
Ocypode quadrata
85 Uca maracoani
Cardisoma guanhumi
0.02
B 100 — Ucides c. occidentalis
Ucides c. cordatus
Ocypode quadrata
89 Uca maracoani
Cardisoma guanhumi
B

10

Apesar do fato de ter sido observada uma alta divergéncia genética das
formas do Atlantico e Pacifico do Ucides, sugere-se a inclusdo de um gene mais
variavel em estudos futuros.. Uma vez que a divergéncia foi examinada usando trés
genes mitocondriais diferentes, recomenda-se empregar um fragmento nuclear
altamente variavel para detectar de forma mais expressa as diferencas genéticas
entre as duas formas de Ucides. O primeiro ou o segundo espacador transcrito
interno devem ser um marcador de interresse. Além disso, se as analises
morfolégicas podem ser adicionadas a este estudo, isso confirmaria o que tem sido

evidente a partir dos tracos genéticos.

3.7 Andlise de Sequéncia

Os espécimes preservados com etanol (95%) e DMSO deram uma boa
gualidade e quantidade de DNA gendmico de peso molecular. Os primers para
regides LSUrRNA, COX-1 e Cyt-b de mitocéndrias amplificaram consistentemente
todas as espécies estudadas e estas regibes foram alvo de estudo posterior.
Resultados das buscas BLAST obtidos com regifes mitocondriais de caranguejos
para as familias Ocypodidae e Gecarcinidae, foram extremamente significativos e

tém valores de BLAST menores ou iguas a 3.1 x 10 a 89, por exemplo, o valor
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para a relacdo de caranguejos de Brachyura dentro do gene COX-1. Um total de
1595 pb de DNA mitocondrial (560 pb do LSUrRNA, 645 do gene COX-1 e 390 pb
do gene cyt b foi obtido a partir de cada mangrove crab | (Tabela 11).

Destes, 1334 sitios foram utilizados nas andlises filogenéticas descritas na
secdo Material e Métodos. Os alinhamentos de cada regido de gene a todas as
espécies de manguezais sdo mostrados nas Figuras 8-10.

Tabela 11 - Caracteristicas gerais da sequéncia de nucleétidos das regides do gene do rRNA da
subunidade grande, do citocromo oxidase | e do citocromo b do mtDNA dos caranguejos de
manguezal. A diversidade de nucleotideos (Kimura, 1980) foi calculada usando uma correcdo gama
de 0,44.

Regido do gene mitocondrial

Grande Subunidade rRNA Citocromo Oxidase | Citocromo b

Comprimento da Sequéncia(bp) 560 645 390

Comprimento da sequéncia
usado para analises 479 571 334
filogenéticas (sites)

NUmero de sites monomorficos 238 268 182
Ndmero de locais polimorficos 169 296 147
Numerodiepszismg;c?;matwos 118 198 124
NUmero de sites com lacunas 72 7 5

NUmero total de mutagdes 261 433 238

Frequéncias base (%)

A 355 35.9 26,4

C 10.1 15.6 23,2

G 18.4 19.9 13,0

T 36.0 28.7 37,5
Pares transicionais (si) 28 58 38
Pares transversais (sv) 36 47 24
si/sv relacdo 0.8 1.2 1,6

Diversidade média de 0,125 0,187 0,182

nucleotideos ()

Ambos os genes codificadores de proteinas revelaram maior nimero relativo
de locais polimoérficos, 51% para COx-1 e 44% para Cyt-b) em comparacdo com a
sua contraparte codificadora de RNA ribossémica (35%). A regido da citocromo
oxidase | teve duas vezes mais transversfes do que a regido do citocromo b em
todas as comparacBes parciais de caranguejos.em 85% de todos os locais
polimdrficos na regido do gene da citocromo oxidase estavam na terceira posicdo de
codao silenciosa. Na regido do citocromo b, 82% de locais polimérficos estavam na
terceira posicdo. Mais uma vez, ambos os genes codificadores de proteinas
revelaram maior variabilidade entre os taxons. COX-1 e Cyt-b revelaram

respectivamente 76% e 71% de mutac¢des dentro das sequéncias alinhadas.
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Foram obtidas sequéncias de LSUrRNA de até 560 pares de bases para
espécies de familias investigadas. A partir deste niumero de base total na sequéncia
16S, 479 sites foram utilizados para andlises filogenéticas. Os alinhamentos
revelaram 238 invaridveis e 169 locais polimérficos. Os caracteres informativos de

parciménia eram 70% do namero total de sites variaveis (Tabela 11, Figura 8).

Figura 8.- Sequéncias alinhadas de um gene LSUrRNA parcial de todas as espécies de caranguejo
usadas para analises filogenéticas, em formato néo intercalado.
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tca_inversa 190
tca_maracoani 192
Uea_pugilator 190
Uca_tangeri 1 GCCCACTGACA—G-CT———TTAAGCGCCGOCETAATCTGACCCTGCAAAGGTAGCATAN TCCTTAGT TTT TTAA-TTGCAATCTTGTATCAATGAT TCAACAAAAGAATATCTGTCTCTATA-CTTTT- TTT-AATTTAACTTTTAAGTCAAAGGCTTC AATAAGTTAAMAGACGATAAGACCCTATAMAGCTTG 190
Uoa_vruguayensis 1 GCECACTCATAAA-TT——-TARAGCGCCCO0ETAACCTCACCCTCCAAAGGTAGCATAN TCETTAGT T TT TTAA-TTGGAATCTTGTATCAATCGT TCGACAAAAGAAAATCTGTCTT TATA-TT TTTTCTTGAAN TTAACTTTCAGGTCAAAAGGCTTAAATG TCTTTAAMAGACGATAAGACCCTATAMAGCTTA 191
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1 GOCCACTGATAATA-GTG- TTTTAAAGGGCCGCGGTAATT TGACCGTGCAAAGGTAGCATAATCGT TAGT TTT TTAA- TTGGAATCTTGTATGAATGGT TTGACAAAAGAAAATCTGTCTCTATC- TTTTTCTTTGAAT TTAACTTTTAAGTGAAAAGGCT TAAATAGT TTAAAAAGACGATAAGACCCTATAAAGCTTT
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1 GOCCACTGATAATA-GTG-TTTTAAAGGGCCCCOGTAATTTCACCGTGCAAAGGTAGCATAATCGT TAGT TTTTTAA-TTGGAATCTTGTATGAATGGT T TGACAAAACAAAATCTGTCTCTATC-TTTTTCTTTGAATTTAACTTTTAAGTCAAAAGGCTTAAATAGTTTAAAAAGACGATAAGACCCTATAMAGCTTT
1 GOCCACTGATAATA-GTG-TTTTAAAGGGCCCCOGTAATT TCACCGTGCAAAGGTAGCATAATCGT TAGT TTTTTAA-TTGGAATCTTGTATGAATGGT T TGACAAAACAAAATCTGTCTCTATC-TTTTTCTTTGAATTTAACTTTTAAGTCAAAAGGCTTAAATAGTTTAAAAAGACGATAAGACCCTATAMGCTTT
1 GOCCACTGATAATA-GTG- TTTTAAAGGGCCGCGGTAATT TGACCGTGCAAAGGTAGCATAATCGT TAGT TTTTTAA- TTGGAATCTTGTATGAATGGT TTGACAAAAGAAAATCTGTCTCTATC- TTTTTCTTTGAAT TTAACTTTTAAGTGAAAAGGCTTAAATAGT TTAAAAAGACGATAAGACCCTATAAAGCTTT
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TAAAGCGCCCCCGTATTCTCACCGTGCAAGGTAGCATAATCGT TTGT TTCTTAA-TTGGCATCTTGTATGAATGGT TOGACAAAG CAAMAACTGTCTTTAG TG TTATAAGTTGAAGTT TACCTTTAAGTCAAAAGGCTTAAATC TATTGAAGGGACGATAAGACCCTATAMGCTTC
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AA-GGATCCTAG- TTATGGATTAAAAGATTAAGTTACTTTAGGGATAACA 374
AA-GGATCCTAG- TTATGGATTAAAAGATTAAGTTACTTTAGGGATAACA 374
AA-TGATCCTAA-TTAAAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 379
GGAGGATCCTTT-ATAAAGATTATAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 364

Macrophthalmus_depressus 192 ATATTA—AATGTT—ACTTAATTAAATTA. \TTTATTTTATTGGGG TGATAAAAGTAAAATGA TTGTTAACTGCTT-TATAAAAAAACATTT— AA—GATCCTTA-TTAAAGATT TAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 366
Ocypode_gusdrata 192 ATAAA—CTAAACT—ATTTAACTGAATTAG— A——TGAACCTTGA—TGAGATTGGAAGATTAAGTTACTTTAGGGATAACA 366
Minuca_rapax 192 ATAATTTTCTTTATITAGT-——TTAATTIT-— AA-TGATCCTTTTATAAAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 374
lca_anullipes 190 ATAAATTTTATTATTAAGTTGAATTCAATTTCCTAT! A-TGATCCTCT-ATAGGGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 376
Uca_hesperiae 191 ATAAGTTAGAGTATTTAGC— AAGTTAG— AA-TGATCCTTTAATAAAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 376
Uca inversa 191 A AA-TGATCCTTT-ATAGAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 376

ATAAATTTTATTATTAAATTGAGTTTTATTTA- TG
TTAS

lica_maracoani 193 ATAAAT—CGATATT—ATTTGCTTAAATTGT- A—TGATCCTTTG-TAAAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 370
lca_pugilator 191 ACAATTTTTTTTATITAGT-——TGAATTTT- AA-TGATCCTTT-ATTCAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTCAGGGATAACA 371
lica_tangeri 191 ATAAAT--CTATAGTTAGTTTAGCTAAATTAA A-—TGATCCTAAAATTAAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 371
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A ATAGTTGAGTAAAGT-
TATAAAAATTAATT TTACATTATTI TATT TTATTOGGGOGATATCAGTATAAT TATTATTAACTGT TAAAATTTTAAGACAAAT——ATAGTTGAGTAAAGT-
TATAAAAATTAAAT TTATATTATTT TATT TTATTGGGGOGATATGAGTATAAT TTTTATTAACTGCTTAAAAAA-GAAACAAGTT- TAAMTGAATAA
ATTATAAAAATTTACTG-TTAAAAGTTTATT TTATTGGGGOGA TAAAAG TAAAATGC TTAATAACTGCTTAAGCAA-CATACAGATT——TAGGTGAATA—

410
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375 GOGTTATTTTTTTTGAGAGTCCATATCCACAAMAGTTTGOGACCTCGATGTTGAATTAAMATATCTCTACAATTGCA 453
375 GOGTTATTTTTTTIGAGAGTCCATATCCACAAMAAGTTTGOGACCTCGATGTTGAATTAAMMATATCTGTACAATTGCA 4563
380 GOGTTATTTITTTTGAGAGTTCTTATCGAAAAAAAAGT TTGOGACCTCGATGTTGAATCAMATATCTGTACAATTGCA 458
365 GOGTAATTTTTTTTAAGAGCACTTATCAAAAMMMGTTTGOGACCTCGATGTTGAATTAMAATTTCTTTATAGG-GCA 442

420
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440 450 460 470

367 GOGTTATTTTTTTTGAGAGTTCATATCGAAAAAN TTGOGACCTOGATGTTGAATTAAAATTTCTTTATA-—GAA 442
367 GOGTTATTTTTTTTGAGAGTTCTTATCCAAAAMAAGT TTGOGACCTCGATGTTGAATTAAMATGCCTATACAATTGCA 445
375 GOGTTATTTTTITTGAGAGTTCATATCCAAMAAAAGT TTGOGACCTOGATGTTGAATTAAMATTTCTTTATAATTGTA 4563
377 GOGTTATTTTTCTIGAGAGTCCATATCGAAAGAAAAGT TTGOGACCTCGATGTTGAATTAAAATTTCTATATAATTGCA 455
377 GOGTTATTTTTTTTGAGAGTTCATATCCAMMAMAGT TTGOGACCTCGATGTTGAATTAAMATTTCTATATAGTTGCA 455
377 GOGTTATTTTTCTTGAGAGTTCATATCCAMGAAAMGT TTGOGACCTCGATGTTGAATTAAMATTTCTTTATAATTGCA 455
371 GOGTTATTTTTCTTGAGAGTCCTTATCGAAAGAA TTGOGACCTCGATGTTGAATTAMATTTCCGTCTAATTGTA 449
372 GOGTTATTTTTCTIGAGAGTCCATATCGAAAGAAAAGT TTGOGACCTCGATGTTGAATTAAAATTTCTTTATAATTGTA 450
372 GOGTTATICTTCTIGAGAGTTCTTATCGAAAGAAGAGT TTGOGACCTCGATGTTGAATTAAAGTTTCTATACAATTGTA 450
372 GOGTTATTTTTCTTGAGAGTCCCTATCCAAGAAAGT TTGOGACCTCGATGTTGAATTAAMMATTTCTTTATAATTGCA 450
381 GOGTTATTTTTTTTGAGAGTTCATATCCAAAAAAAAGT TTGOGACCTCGATGTTGAATTAAMAATGTCTGTACAATTGCA 459
382 GOGTTATTTITTTTGAGAGTTCATATCCAAAAAAAAGT TTGCGACCTCGATGTTGAATTAAMATGTCTGTACAATTGCA 460
382 GOGTTATTTTTTTTGAGAGTTCATATCGAAAAAAMAGT TTGCGACCTCGATGTTGAATTAAAATGTCTGTACAATTGCA 460
382 GOGTTATTTTTTTIGAGAGTTCATATCGAAAAAAAAGTTTGOGACCTCGATGTTGAATTAMAATGTCTGTACAATTGCA 460
382 GOGTTATTTITTTTGAGAGTTCATATCCAAAAAAAAGT TTGCGACCTCGATGTTGAATTAAMATGTCTGTACAATTGCA 460
382 GOGTTATTTITTTTGAGAGTTCATATCCAAAAAAAAGT TTGCGACCTCGATGTTGAATTAMATGTCTGTACAATTGCA 460
383 GOGTTATTTITTTTGAGAGTTCATATCCAAAAAAAAGT TTGCGACCTCGATGTTGAATTAAAATGTCTGTACAATTGCA 461
383 GOGTTATTTTTTTIGAGAGTTCATATCGAAAAMAAAGT TTGCGACCTOGATGTTGAATTAAAATGTCTGTACAATTGCA 461
376 GOGTTATTTCTTTTGAGAGTTCATATCCAMMAAGAAGATTGOGACCTCGATGTTGAATTAAMATATCTATATAAT-GCA 453
376 GOGTTATTTCTTTIGAGAGTTCATATCCAAMAAGAAGATTGOGACCTCGATGTTGAATTAAAATATCTATATAAT-GCA 453
381 GOGTTATTTITTTTGAGAGTTCTTATCGAAAAAAAAGT TTGOGACCTCGATGTTGAATTAAMATTTCTTTATAATTGTA 459

CA-TGATCCTTT-TTAAMGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 371
AMTTCATCCTCAAATACAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 380
ATTCATCCTCAAATACAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 381
ATTGATCCTGAAATACAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 381
\TACAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 381
\TACAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 381
\TACAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 381
\TATAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 382
\TATAGATTAAAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACA 382
AAATGATCCTTT- TTAAAGATTAGAAGACTAAGTTACTTTAGGGATAACA 375
AAATGATCCTTT- TTAAAGATTAAAAGACTAAGTTACTTTAGGGATAACA 375
ATGCATCCTAG-ATAAAGATTAAAAGATTAAGTTACTTTAGGGATAACA 380

A regido parcial LSUrRNA para esses taxa foi 71,5% A + T rica (Tabela 12).
O teor de nucleotideos foi em média 36,0% T, 10,1% C, 35,5% A e 18,4% G, com

muito pouco desvio entre os taxons (SD max foi de 1,6). O numero total de pares
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de transicdo e transversais foi respectivamente 28 e 36, resultando em uma
proporcao de 0,8.

Tabela 12 - Composicédo de nucleotideos (frequéncias de base,% de valores) de todas as espécies
de caranguejo examinadas para o fragmento LSUrRNA.

Nucleotideos

Espécies Total

T c A G A+T C+G
Cardisoma crissum 34,7 9,7 34 21,6 68,7 31,3 453
Cardisoma guanhumi 34,4 9,9 34 21,6 68, 31,5 453
Gecarcinus quadratus 349 10 38,9 16,2 73,8 26,2 458
Heloecius cordiformis 35, 10,2 37,1 17,4 72,4 27,6 442
Macrophthalmus depressus 36,2 9,0 37,8 17 74 26 442
Ocypode quadrata 33,3 10,8 34,6 21,3 67,9 32,1 445
Minuca rapax 39,3 9.3 355 15,9 7,8 25,2 453
Uca anullipes 35,8 11 35,8 17,4 71,6 28,4 455
Uca hesperiae 34,9 10,3 35,8 18,9 70,7 29,2 455
Uca inversa 37,1 9,9 35,6 17,4 72,7 27,3 455
Uca maracoani 359 10,9 35,2 18 71,1 28,9 449
Uca pugilator 38,7 111 33,1 17,1 71,8 28,2 450
Uca tangeri 34,2 11.3 35,6 18.9 69.8 30,2 450
Uca uruguayensis 37,8 11,3 35,6 15, 73,4 26,6 450
Ucides cordatus AL 36,6 9,6 34,6 19,2 71,2 28,8 459
Ucides cordatus CA 36,5 9,8 34,6 19,1 71 28,9 460
Ucides cordatus PA 36,5 9,8 34,6 19,1 71,1 28,9 460
Ucides cordatus Pl 36,5 9,8 34,8 18,9 71,3 28,7 460
Ucides cordatus SC 36,5 9,8 34,6 19,1 71,1 28,9 460
Ucides cordatus SP 36,5 9,8 34,6 19,1 71,1 28,9 460
Ucides occidentalis ME 36,7 9,5 35,1 18,7 71,8 28,2 461
Ucides occidentalis EQ 36,7 9,5 35,1 18,7 71,8 28.2, 461
Panopeus harttii 34,9 9,7 37,7 17, 72,6 27,4 453
Eurytium limosum 34,7 9,7 37,1 18,5 71,8 28,2 453
Goniopsis cruentata 35,9 11,1 35,3 17,6 71,2 28,7 459
Média £ SD 36,0+14 10,1+£0,7 355+13 184+16 715+16 285+£1,6 454

Foram obtidas sequéncias de COX-1 de até 645 pares de bases para
espécies de familias investigadas (Figura 9). A partir deste numero de base total,
571 sitios foram utilizados para anadlises filogenéticas. Os alinhamentos revelaram
268 sitios constantes e 296 variaveis (Figura 9). Os representantes informativos de

parcimbnia representavam 67% do namero total de sitios polimorficos



Figura 9 -

118

A regido parcial COX-1 para esses taxa foi 64,6% A + T rica (Tabelal5). O teor de

nucleotideos foi em média 28,7% T, 15,6% C, 359% A e 19,9% G, com muito p. Sequéncias
alinhadas de um gene COX-1 parcial de todas as espécies de caranguejo usadas para analises

filogenéticas,
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s £ 397 TCTATTCCTACTGTGAATATATGGTGGGCTCATACAACAAATCCTAAGATTCCAATGGC - TAACATAGCATAAATTATACCTAGAGTACCGAAGGATTCTTTTTTACCAGATTCTTGACTAACAATATGAGAGACTATACCCAATGCTGGCAAAATTAGGATGTAAACTTC

em formato ndo intercalado.
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GAATGTTGGGECAAAACCGTTAAGTGCACCCAAATAATCGTTCCTAAMGAGGCTTTTTAGGTCTTTAAGGGTTAAGCG T TACCCCTGTTTTTAGGGAAATTAAGGGGCCAATCCCACCAAMATTTCCAAATCCCECCCCTCTGRACAGACCCTAGGGCAAATGGCCTCCACCGTATTAGG LG TCatGOAAAATAGCAT 200

AAGTGTTGGGGGAAAAAA-GTTGTATTAACCCCAATAAATATTACGAAGAAATGAATTTTTAGTCATTTAGGGTTTAGGGAAAGTCCTGTAAATAAAGAGAATCAGTGGGCAATTCCAGCAAAGATCCCAAATACGGCTCCTATAGATAACACAT, TACTACATAATAGGTATCATGAAGAATAATAT 199
AMTGTTGTGEAAMAAA-GTTAAATTTACTCCAACGAATG TAATTAAAAAATGTATTTTTAGTCATTTTGGATTCAATGATAGCCCTGTTATTAATGAAMATCAGTCAGCAATTCCTCOG AAMAATTCCGAATACAGCTCCCATAGATAATACATAATGAAAATGTGCTACAACGTAATATGTATCCTGAAGAATAATCT 199
AMTGCTGAGCCAAGAAG-GTTAAATTTACACCAATAAATC TAACCAAGAAG TGCATTTTTAGTCATTTAGGGTTCATTGACAGACCAGTCATTAAAGAGAATCAGTGTGCAATACCAGCG AAAATTCCAAATACAGCTCCTATAGAGAGAACAT, ACAACATAGTAAGTATCATGAAGAATAATAT 199
AACTCCTGGCCCAACAAG-GTTAAATTTACTCCAATCAATCTAACTAAMAAATCTCTTTTTAGTCATTTCGECTTTACTC T AACCCCAGTTATTAAACAAMATCAATCCCCCATCCCTCTC AMATACCAAATACAGCTCCTATGEACACAACCT, ACTACATAATAACTC TCATCAACCATAATAT 199

CTCCTCCTCCTEACAGGA-GTTAAATTTACTCCAATAAATG TAACTAAGAAATGTATTTTAAGTCATTTAGGATTTAGTCATAACCTGTTATTAMGAAMACCAGTCAGCAATTCCCCCAAMAATTCCGAATACGGCTCCTATAGATAAGACCTAGTGCAAATGAGCTACGACATAG TATGTATCATGAAGAATAATAT 139
AAGTGTTGAGGAAAGAAA-GTTAAATTAACTCCAATAAATGTCACAAANAAATGCATTTTAAGTCATTTAGTGTTTAGTGAAAGTCCTGTTATAAGGGGGAATCAATGTACAATATCAGCAAAAATTCCAAATAATGCTCCTATAGATAATACAC AATGCAAATGAGCTACAGCGTCATATGTATGC TG TAAAATTACAT 199
AMTGTTGTGGGAAGAAG - GTTAAATTAACTCCAATGAATGTAACTAAAAAG TGCATTTTAAGTCATTTGGGGTTTAGAGAAAGACCTGTCATAAGGGAGAATCAGTGAGCAATACCTGCAAAAATTCCGAACACCGCTCCTATTGACAGAACGTAATGGAAATGGGCTACAACATAG TATGTG TCCTGGAGAATAACAT 199
AAGTGTTGAGGCAAAAAG-GTTAAATTAACTCCAATAAATGTTACTAGCAAATGTATTTTAAGTCATTTAGTGTTAAGAGAAAGCCCTGTTATAAGTGGAMATCAGTGTACAATACCAGCG AAMAATTCCAAATACTGCTCCTATAGATAG TACAT, TACAACATAATATGTGTCGTGCAGGATTACAT 199
CACCCTCTCTTATACCAACACTTATTTTCATTCTTTGGCCATC-CTCAACTTTATATTCTTATTCTCCCAGCATTCCCAATAATTTCCCATATTCTAAGACAACAATCACCAAAAAAACAATCATTTCCAACC TTAGCAATAATTTACCCTATAT TACCCATTCGAATTTTAGGATTCCTAGTATCACCTCATCACATCT 199
AAGTGCTGAGGGAAGAAG-GTAAGATTAACCCCAATAAACGTTGTAAGGAAATGTACTTTTAGTCATICAGGATTTAACGATAATCCTGTTATTAGAGAGAATCAATGTG TAATACCTGCAAAAATACCGAATACGGCACCCATAGATAAAACATAGTGGAAATGAGCAACAACATAATATGTATCATGAAGAATAATAT 199
AMTCTTGAGCCAAGAAG-GTTAAATTCACTCCAATAAATGTTACTAGAAAG TGTATTTTTAGTTATTTAGGGTTTAATCAAAGCCCTGTAAATAGGGAAMATCAGTGCGAAATTCTTCCG AMATACCAATTACGGCTCT TATAGAAAGAACATAGTGCAAGTGAGCAACTACGTAATATGTG TCOTGAAGAATAACAT 159

AMTGTTGAGCCAAGAAG-GTTAAATTCACTCCAATAAATGTTACTAGAAAG TGTATTTTTAGTTATTTAGGGTTTAGTGAAAGGCCTGTAAATAGGGAGAATCAGTGCGAAATTCTTCCG AAAATACCAATTACGGCTCTTATAGAAAGAACAT, ACTACGTAATATGTCTCGTGAAGAATAACAT 199
AMTGTTGAGGGAAGAAG - GTTAAATTCACTCCAATAAATGTTACTAGAAAGTGTATTTTTAGT TATTTAGGGTTTAGTGAAAGGCCTGTAAATAGGGAGAATCAGTGGGAAATTCTTCCGAAAATACCAATTACGGCTCTTATAGAAAGAACAT, ACTACGTAATATGTGTCGTGAAGAATAACAT 199
AMTGTTGAGCCAAGAAG-GTTAAATTCACTCCAATAAATGTTACTAGAAAG TGTATTTTTAGTTATTTAGGGTTTACTCAAAGCCC TGTAAATAGGGAGAATCAGTGCGAAATTCTTCCO AAAATACCAATTACGGCTCT TATAGAAAGAACAT., AACTACGTAATATGTCTCOTGAAGAATAACAT 199
AMTGTTGAGCCAAGAAG-GTTAAATTCACTCCAATAAATGTTACTAGAAAG TGTATTTTTAGTTATTTAGGGTTTAGTGAAAGGCCTGTAAATAGGGAGAATCAGTGCGAAATTCTTCCG AAAATACCAATTACGGCTCTTATAGAAAGAACAT., ACTACGTAATATGTGCTCGTGAAGAATAACAT 199
AAGTGTTGGGGGAAGAAG - GTTATATTAACTCCAATAAATGTTACTAGGAAATGTATTTTCAGTCATTTAGGGTTTAATGAAAGGCCTGTAAATAGGGAAAATCAGTGGGCAATTCCTGCGAAAATACCAAATACGGCTCCTATAGAAAGAACGT, GCAACTACATAGTACGTATCATGGAGAATTACGT 199

AAGTGTTGGCCCAAGAAG-GTTATATTAACTCCAATAAATGTTACTAGCAAATGTATTTTCAGTCATTTAGGGTTTAATCAAAGCCCTGTAAA TAGGGAAMATCAGTGGGCAATTCCTCOG AAMAATACCAAATACGGCTCCTATAGAAAGAACC TAGTGCAAGTGCGCAACTACATAG TATGTATCATGCAGAATTACCT 199
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 310 350 360 370 380 390 400

200 CCATTGAGGAGTTAGCTAGGACTACCCCTGTCAGACCACCCACAGTAAATAGGA-—AAATAAAGCCTAAAGCTCATAATAG TGATCGAGAGTAGTTTATTTGAG TGCCC TGTAAAGTTCTTAGTCATCTAAAAAT-TTTAATTCCAGTTGGCATCGCAATAATTATAGTAGC TGATGTAAAGTATGCTCGAGTATCAACG 396
201 CATTGGATGAATTGGCTTGAACTACTCCTGTTAGGCCACCTCCGGTAAATAGGA—AAATARACCCTAAGGCTAATAATGG TGATG6GAGGTGGTTTATTIGE6 TCCCATGCAGGGTTTTTAGTCATCTARAGAT-TTTAATTCCGTTTGGGATG GCAATGATTATAGTACC TACCTTARAG-AAGGTTGGGGATCAA-6 395
200 CAATAGAAGAGTTTGCTAAAACTACTCCTGTTAATCCTCCAACTGTAAATAGGA—AAATGAATCCTACTGCTCAGAGCAGGGAGEGTCTATAAGAAATTTGAGTACCATGTAATGTACTTAATCAACTCAAAAT-TTTAATTCCGGTCGGTACAGCAATAATTATAGTAGCAGATGTAMAGTAAGCTCGTGTATCTACA 396
200 CAATAGAAGAGTTGGCTAATACTACTCCTGTTAAACCACCAACTGTAAACAAAA—AGATAAATCCTAAGGCCCATAATAAAGATGGAGAGTAGTTTATTIGTGTTCCATGTAAAGT TCTAAGTCATCTGAAAAT - TTTAATTCCAGTAGGGATGGCAATAATTATAGTGGCAGAGGTAAAATATGCTCGTGTATCGACE 396
200 CAATTGAAGAGTTAGCTAGAACAACCCCAGTTAAACCACCCACAGTAAATAAGA——AAATGAATCCAAGTGCCCATAATAAGGATGGAGAGTAGTTTATTTGAGTACCATGAAGTGTTCTTAATCACCTAAAAAT - TTTGATCCCTGTGGGGATAGCAATAATTATAGTGGC TGATGTAAAGTAAGCTCGAGTATCAACG 396
200 CAATAGAGGAATTAGCTAGTACTACACCAGTTAGGCCCCCCACTGTAAAT AMTAATCCTAAGGCTCAAAGT: AGTTTATTTGAGTTCCATGCAACGTTCTTAATCATCTGAAAAT-TTTAATTCCAGTGGGOATT GCAATCATTATTGTCGCAGAAGTAMAGTAAGCTCGTGTCTCTACE 396
200 CAATACAGGAGTTGCCTAAAACAACTCCAGTTAACCCACCCACTGTCAATACAA-—AATAAATCCTAACGCTCAAACTACAGACCCCCACAAATTTACTTCCC TCCCC TECACCCTTCTTAATCAACTCAAAAT-TTTAATTCCACTTCGCATC GCAATAATTATACTCCC TGATCTCAACTAAGCTCCTCTCTCTACE 396
200 CAATTGAAGAATTTGCTAATACGACTCCAGTCAAGCCTCCTACGGTAAAGAGGA—AAATAAATCCTAAGGCTCAGATTAGAGATGGAGAAAAGTTTAATTGAGACCCGTGGAGGGTTCTTAATCACCAAAAAAA - TTTAATTCCTGTAGGAATAGAAATAATTATTGTTGCGGAAGTGAAATATGCTCGAGTATCTACA 396
200 CAATAGAAGAGTTTGCAAGAACTACCCCTGTTAAGCCACCAACAGTCAMAAGAA—AAATAAATCCTAAGGCTCATATTAGAGATCGAGAANAATTTAATTGTCAGCCATGAAGTGTTCTTAATCACCTAAAAAT - TTTAATTCCAGTCGGCATC GCAATAATTATTGTCGC TGATGTAAAGTAAGCTCGAGTATCAACG 396
200 CAATTGAGGAGTTTGCTAATACAACTCCAGTTAAACCTCCTACTGTAAATAGAA-—ACATAAATCCTAAAGCCCAAATTAAAGAAGGGGAAAAGTTTAATTGAGACCCATGTAGCGTTCTTAATCATCTAAAAAT-TTTAATTCCCGTTGGAATAGCAATAATTATTGTTGC TGAGCTCAAGTATGCTCGAGTATCAACE 396
200 TTACAGTAGGAATAGACGTTGACACCCGAGCATACTTTACCTCTGCAACTATAATTATTGCCATTCCAA—CTGGAATTAAGATTTTCAGATGATTAAGAACACTTCATGGTTCACAACTAAACTTTTCCCCGTCTTTAATTTGAGCTTTAGGATTTATT TICTTATTTACTGTGGGAGGTTTAACAGGAGTAGTTTTA 396
200 CCATTGAAGAGTTAGCTAAAACTACTCCCGTTAAACCTCCAACTGTAAATAGGA——ACATAAATCCTAATGCTCATAAAAG GGAAGGAGACAAGTTCAGTTGAGC TACCATGAAGTGTTCTAAGTCATCTCAAAAT-TTTGATTCCAGTAGGAATAGCAATAATCATAGTGGC TGATGTAMAGTATGCTCGGGTCTCAACA 396
200 CGATAGAGGAGTTAGCTAGGACTATGCCAGTTAGACCTCCAACAGTAAATAAAAATAAATCAATCCTAAAGCTCAAATCAGGGATCG TGAAAAATTTAACTGTGAACCG TTGAGTGTTCTTAGCCATCCAAAAAT-TTTGATTCCTGTTGGCATAGCAATAATTATAGT TGCGGAAGTCAAGTATGCTCGGGTGTCAACE 398
200 CGATAGAGGAGTTAGCTAGTACTATGCCAGTTAGACCTCCAACAGTAAATAAAAATAAATGAATCCTAAAGGTCAAATCAGGGATGG TGAAAAATTTAACTGTGAACCG TTGAGTGTTCTTAGCCATCCAAAAAT - TTTGATTCCTGTTGGGATAGCAATAATTATAGT TGCGGAAGTGAAGTATGCTCGGGTGTCAACG 398
200 CGATAGAGGAGTTAGCTAGTACTATGCCAGTTAGACCTCCAACAGTAAATAAAAATAAATGAATCCTAACGCTCAAATCAGGGATCG TGAAAAATTTAACTG TG AACCG TTGAGTGTTCTTAGCCATCCAAAAAT-TTTGATTCCTGTTGGCATAGCAATAATTATAGT TGCGGAAGTCAAGTATGCTCGGGTCTCAACE 398
200 CCATAGAGGAGTTAGCTAGTACTATGCCAGTTAGACCTCCAACAGTAAATAAAAATAAATCAATCCTAAAGCTCAAATCAGGGATCG TGAAAAATTTAACTGTGAACCG TTGAGTGTTCTTAGCCATCCAAAAAT-TTTGATTCCTGTTGGCATAGCAATAATTATAGT TGCGGAAGTCAAGTATGCTCGGGTGTCAACE 398
200 CGATAGAGGAGTTAGCTAGTACTATGCCAGTTAGACCTCCAACAGTAAATAA AAATAAATGAATCCTAAAGGTCAAATCAGGGATG6 TGAAAAATT TAACTGTGAACCG T TGAGTGTTCTTAGCCATCCAAAAAT- TTTGATTCCTGTTGGGATAGCAATAATTATAGTTGCGGAAGTGAAGTATGCTCGGGTGTCAACE 398
F 200 CAATAGATGAGTTGGCTAGAACTACACCAGTTAACCCTCCCACAGTAAATAAGA——AAATGAACCCTAGCGCTCACATTAAGGATGE TCAGAAMATTTAATTGTGAGCCG TGAAGTGTTCTC AATCACCT AAAAAT-TTTGATTCCTGTTGGAATC GCAATAATTATAGT TGCAGAAGTAMAGTATGCTCGAGTC TCAACE 396
200 CAATAGATGAGTTGGCTAGAACTACACCAGTTAACCCTCCGACAGTAAATAAGA——AAATGAATCCTAGGGCTCAGATTAAGGATGG TGAGAAATTTAATTGTGAGCCG TGAAGTGTTCTTAATCACCTAAAAAT - TTTGATTCCTGTTGGAATGGCAATAATTATAGT TGCAGAAGTAAAGTATGCTCGAGTGTCAACG 396

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570

397 TCTATGCCTACTGTAAATATATGGTGTGCTCAGACTACAAATCCTAGAATTCCAATGGC - TAATATAGCATAGATTATACCTAAGGTACCAAAAGATTCTTTTTTTCCGGATTCTTGACT TACAATATGAGAAATTATACCGAATGCGGG TAAAATTAAMATGTAAACTTC 566
396 TCTATACCCACTGTGAACATATGGTGTGCTCAGACCACGAATCCTAGAATCCCAGTGGC -TAGCATAGCG TAGATTATACCTAGGETACCAAAAGATTCCTTTTTTCCCGATTCTTGACT TACAATATCAGAAATCATACCAAATGCAGG TAGAATTAMATGTAAACCTC 565
307 TCTATTCCTACTCTAAATATATCATGACCTCATACAACAAAGCCTACAACACCAATACC-TAATATACCATACATTATACCTAMGTTCCCAAACATTCTTTTTTCCCTCATTCTTGCCTTACCATATCACAAATTATACCAAAGGCACGCAAAATGACAATCTACACTTC 566
397 TCTATACCTACAGTAAATATGTGATGTGCTCACACGACAAATCCTAGAATTCCAATTGC - TAATATAGCATAAATTATCCCTAAAGTGCCAAAAGATTCTTTTTTCCCAGATTCTTGTCTTACAATATGAGAAATTATTCCAAATGCTGG TAAAATTAAMATGTATACTIC 566
397 TCTATACCAACTGTAAACATGTGATGTGCTCATACAATAAACCCTAAGATACCAATTGC -AAGCATAGCG TAAATCATACCTAMGTTCCGAAAGATTCTTTTTTACCAGATTCTTGTCTTACAATATGAGAGATTATACCAAATGCTGG TAAAATTAAMMATATATACTTC 566
397 TCCATTCCTACTGTAAATATATGGTGTGCTCACACTACAAATCCAAGAATTCCAATTGC-TATTATAGCATAAATTATTCCCAATGTACCCAAAGATTCTTTTTTTCCCGATTCTTGTCTTACAATG TGGCAGATTATGCCCAATGCAGG TAAGATTAAMATATAAACTTC 566
397 TCTATACCAACTGTAAACATGTGATGCGCTCAAACTACGAATCCCAGAATGCCAATGEC - TAGCATGGCGTAAATTATACCTAGGGTTCCAAATGATTCTTTTTTCCCCGATTCTTGTCTAACCATATGAGAAATTATACCGAAGGCGGGGAGAATAAGAGTATAAGCTTC 566
397 TCTATACCTAATGTGAATATATGGTGATCTCAAACTACAAATCCTAGAATCCCAATAGC -TAGCATAGCATAAATTATACCTAATGTACCAAATGATTCTTTTTTTCCAGATTCTTGACTAACAATATGOGAGATTATACCAAATGCCGG TAAMATTAMATATATACTTC 566
397 TCTATTCCAACTGTAAACATATGETGAGCTCAAACTACAAATCCTAGAATCCCAATAGC -TAGCATGGCG TAAATTATACCTAGAGTTCCGAAAGATTCTTTTTTTCCTGACTCTTGCCTAACAATATGGGAAATTATACCCAAAGCTGGGACAATTAAMATATACACTTC 566
397 TCTATTCCTACTGTAAATATATGCTGAGCTCAAACTACAAATCCTAAGATACCAATAGC -TAGCATAGCATAAATTATACCTAATGTTCCAAATGATTCTTTTTTACCGGACTCTTGTCTAACAATATGAGAGATTATACCGAATGCCGG TAAMATTAAMMATATATACTTC 566
397 GCTAACTCCTCAATTGATAT-TATTTTACACCATACTTACTATGTAGTAGCTCATTTCCATTATGTTTTATCTATAGGAGETGTATTCGGAATTTTCCCTCCTATTCCACACTCATTTTCTTTAATAACAGCACTATCATTARATCCTAAATGACTTAAGATACA—-TTTC 564
397 TCCATACCAACTGTAAACATATGETGAGCTCAGACTACAAATCCTAAAATCCCAATAGC-AGATATAGCATAAATTATTCCTAGCGTACCCAAAGATTCTTTTTTTCCTGATTCTTGTCTAACAATATGAGAGATTATTCCAAATGCAGGAAGAATAAGCATATAAACTTC 566
399 TCTATTCCTACTGTAAATATGTGGTGAGCTCATACAACAAATCCTAAGATTCCAATAGC - TAGTATAGEGTAAACTATACC TARAGT TCTGAATGATTCTTTTTTACCGGATTCTTGACTAACGATATGATAAATTATCCCGAATGCTGGTAAGATTAAAATGTAAAGTTC 568
399 TCTATTCCTACTGTAAATATGTGGTGAGCTCATACAACAAATCCTAAGATTCCAATAGC -TAGTATAGCC TAAACTATACCTAMGTTCTCAATGATTCTTTTTTACCCGATTCTTGACTAACCATATGATAAATTATCCCGAATGCTGG TAACATTAMATCTAAAGTTC 568
399 TCTATTCCTACTGTAAATATCTGCTGAGCTCATACAACAAATCCTAAGATTCCAATAGC-TAGTATAGCG TAAACTATACCTAMGTTCTCAATGATTCTTTTTTACCGGATTCTTGACTAACCATATGATAAATTATCCCCAATGCTGG TAAGATTAMATGTAAAGTTC 568
399 TCTATTCCTACTGTAAATATGTGGTGAGCTCATACAACAAATCCTAAGATTCCAATAGC - TAGTATAGCGTAAACTATACCTAAAGTTCTGAATGATTCTTTTTTACCGGATTCTTGACTAACCATATGATAAATTATCCCGAATGCTGG TAAGATTAAAATGTAAAGTTC 568
399 TCTATTCCTACTGTAAATATGTGGTGAGCTCATACAACAAATCCTAAGATTCCAATAGC -TAGTATAGCG TAAACTATACCTAMGTTCTCAATGATTCTTTTTTACCCGATTCTTGACTAACCATATGATAAATTATCCCGAATGCTGG TAACATTAMATCTAAAGTTC 568
ME 397 TCTATACCTACTGTGAATATATGGTGGGCTCATACAACAAATCCTAAGATTCCAATGGC - TAACATAGCATAAATTATACCTAGAGTACCGAAGGATTCTTTTTTACCAGATTCTTGACTAACAATATGAGAGACTATACCCAATGCTGGCAAAATTAGAATGTAAACTTC 566
6

S

gaag2gg8

gggg8gg8s

Houve desvio entre os taxa. O numero total de pares de transicdo e

transversais foi respectivamente de 58 e 47, resultando em uma proporcéao de 1,2.
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Tabela 13.- Composicdo geral de nucleétidos (frequéncias de base,% de valores) e nas posicbes # 1, # 2 e # 3 de todas as espécies de caranguejo
examinadas para o fragmento COX-1.

Pos#1 Pos #2 Pos#3

Espécies T C A G A+T C+G Total

T-1 C-1 A-1 G-1 T-2 C-2 A-2 G-2 T-3 C-3 A-3 G-3
Cardisoma crassum 28,4 15,2 35,7 20,7 64,0 35,9 31,4 11,2 36,7 20,7 23,7 10,5 43,7 22,1 30,3 239 26,6 19,1 566
Cardisoma guanhumi 27,8 18,.8 30,9, 23,2 58,1 42,0 29,1 14,3 30,7 25,9 23,8 16,4 36,5 23,3 30,5 25,7 23,5 20,3 565
Eurytiom limosum 27,9 15,7 37,5 18,9 65,4 34,6 33,0 11,7 39,9 15,4 22,6 10,5, 42,1 24,7 28,2 25,0 30,3 16,5 566
Gecarcinus quadratus 30,9 15.5 37,5 16,1 68,4 31,6 36.2 11,7 37,8 14,4 25,3 11,1 43,7 20,0 31,4 23, 30,9 13,8 566
Goniopsis cruentata 26,9 16.6 38,7 17,8 65,6 34,4 26.6 14,4 42,0 17,0 23,7 11,1 44,2 21,1 30,3 24,5 29, 15,4 566
Heloecius cordiformis 29,5 15,7 34,3 20,5 63,8 36,2 33,5 12.2, 35,6 18,6 24,7 11,1 41,1, 23,2 30,3 239 26,1 19,7 566
Ocypode quadrata 27,4 17,3 34,3 21,0 61,7 38,3 30.3 14,4 34,0 21,3 23,7 12,1 40,5 23, 28,2 25,5 28,2 18,1 566
Uca annulipes 29,0 14,8 38,9 17, 67,9 32,1 34,6 11,2 40,4 13,8 23,2 10,5 45,8 20,5 29,3 22,9 30,3 17,6 566
Uca hesperiae 26,9 17,0 36,7 19,4 63,6 36,4 27,7 14,4 38,8 19, 22,1 12,1 43,2 22,6, 30,9 24,5 28,2 16,5 566
Uca inversa 29,9 15,5 37,.1 17,5 67,0 33,0 36,7 10,6 37,8 14,9 23,7 11,1 44,7 20,5 29,3 25,0 28,7 17,0 566
Uca tangeri 26,9 15,7 38,3 19,1 65,2 34,8 28.7 13,3 42,0 16,0 23, 10,0 43,7 23,2 28,7 239 29,3 18,1 566
Ucides c. cordatus AL 29,6 13,9 35,6 21,0 65,2 34,9 33,3 8, 35,4 22,8 24,2 1.0 42,1 23,7 31,2 23,3 29,1 16,4 568
Ucides c. cordatus CA 29,8 14,1 35,2 21,0 65,.0 35,1 33, 8,5 34,9 22,8 24,2 10,5 42,1 23,2, 31,2 233 28,6 16,9 568
Ucides c. cordatus Pl 29,8 14,3 35,0 21,0 64,8 35,3 33,9 8,5 34,9 22,8 24,2 10,5 42,1 23,2 31,2 23,8 28,0 16,9 568
Ucides c. cordatus SC 29,8 14.1 35,2 21,0 65,0 35.1 33,9 8,5 34,9 22,8 24,2 10,5 42,1 23.2 31,2 23,3 28,6 16,9 568
Ucides c. cordatus SP 29,8 14,1 35.2 21,0 65,0 35,1 33,9 8,5, 34,9 22,8 24, 10,5 42,1 23,2 31,2 23,3 28,6 16.,9 568
Ucides c. occidentalis ME 27,6 16,1 35.3 21,0 62,9 37,1 31,9 11,7 34,6 21,8 21, 111 45,3 22,1 29,3 25,5 26,1 19,1 566
Ucides c. occidentalis EQ 28., 15,5 35.0 21,2 63,3 36,7 33,0 11,2 34,0 21,8 21,6 11, 44,7 22,6 30,3 24,5 26,1 19,1 566

Média £ SD 28,7+1,3 15,6+1.3 35,9+2,0 1,9+1.8 64,6+2,3 355+2,3 32,3 11, 36,6 19,7 23,6 11,2 42,8 22,6 30,2 24,2 28,2 17,5 567
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Foram obtidas sequéncias de coxas de até 390 pares de bases (Figura 10). A

partir deste numero de base total, 334 sitios foram utilizados para andlises

flogenéticas. Os alinhamentos revelaram 182 invariaveis e 147 locais polimoérficos

(Tabela 14). Os representantes informativos da parcimoénia foram 84% do nimero

total de sitios polimorficos.

Figura 10 -

Sequéncias alinhadas de um gene parcial de cyt-b de todas as espécies de caranguejo

usadas para analises filogenéticas, em formato ndo intercalado.
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TTCCATTTATCGETACTGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGAGGATTCTC TGTAGACAACGC TACCTTAACTCGATTCTTCTCATTCCATTTTATICTACCCTTAATTGCTGCTGCGTTCTCCATAATTCATATCTTATTTCTCCACCAAGCCGEAGCAAACAATCCCTTAGG TATTTCAAGACAAATCGATAMGTACCA 200
TTCCATTTATCGGTACTGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGAGGATTCTCCGTAGACAACGC TACCTTAACTCGATTCTTCTCATTTCACTTTATTCTACCCCTAATTGCCGCTGCATT CTCCATAATTCATATTTTATTTCTCCACCAAGCCGGAGCAAATAACCCCTTAGG TATTTCAAGACAGATCGATAAGTACCA 200
TTOCATTTATTGGAACAGATTTAGTTCAATGAATTTGAGGAGGG TTCTCTRTCGACAACGC TACATTAACACGATT TTTT TCATT TCATTTTATCTTACCACTAGTAGCAGOCGCTTT TTCTATAATTCACATTCTCTTTCTTCATCAAATAGGAGCAAATAATCCTTTAGGAATTTCAAGACAAATTGATARAGTACCC 200
TTCCTTTCATTGGTACAGATCTAGTTCAATGGATTTGAGGAGGAT TCTCOGTAGATAATGC CACACTTACTCGATTCTTTTCTTTCCATTTTATCTTACCTTTATTAGCCGCAGCTTT TICTATAATTCACATTCTTTTTCTCCATCAAACAGGAGCTAATAACCCCCTTGGAATTTCAAGACAAGTTGATAAAGTCCCA 200
TTOCATTTATCGRCACAGATTTAGTACAATGAATTTGAGGAGCATTTTCTGTCGACAATGCAACTTTAACCCGATTCTTTTCTTTCCATTTCATTTTACCTTTACTAGCAGOCGCATT TTCTATAATCCACATTATGTTCCTCCATCAAACTGG TGETAATAACCCCCTAGGAATATCTAGACAAATTGATAAAATCCCA 200
TTOCTTATATTGEAACTGACCTAG TCCAATGAATTTGOGGAGGATTCTCAGTAACAAACGC CACATTAACACGTTTCTTCTCGTT TCACTTTATCCTTCCTTTACTGGCGGCAGCATTCTCAATAATTCATATT TTATTCCTTCATCAAACAGGAGCTAATAACCCCCTAGR TATTGCTAGAAGAATTGATARAGTTCCC 200
TTCCATTTATCGGGACTCATTTAGTTCAGTGAATTTGAGG GCCATTTTCAGTCGATAATGCCACTCTTACTCGATT TTTTTCTTTTCACTTCATTCT TCCCTTCATTGCAGCCGCCTT TICTATAATTCATATCCTATTTCTACATCAAGCAGGAGCTAATAATCCCCTAGGAAT TTCAAGGCAAACTGATAMGTACCC 200
TTOCACTTATTGEAACAGACCTAGTACAATGAATTTGAGG TGGATTCTETGTAGATAACGC TACCTTAAC TCRATT TTTTTCTTTTCACTTTATTTTACCATTTATTGCAGCTGCTTTCTCTCTAATTCACATT TTATTTCTCCATCAAGCAGGAGCTAACAACCCTTTAGG TATTTCTAGACAAATAGATAMGTACCA 200
TCCCACTTATTGGAACAGACTTAGTACAGTGAATCTGAGG TGGAT TTTCCGTCGATAATGC CACTTTAACACGATTCTTTTCTTTTCATTTTATCTTACCTTTTATTGCAGCAGCTTT TICTATAATCCATATTTTATTTCT-CATCAAGCAGGAGCTAACAATCCGTTAGGCATTTCAAGGCAAATAGACAAAGTGCCG 199
TTOCAGTCATCGGAACGGATTTAG TGCAATGAATTTGAGG TGGATTCTCAGTAGACAACGCCACTTTAACTCRATT TTTTTCTTT TCACTTTATTTTACCCTTCATTGCAGCTGCTTTCTCCTTGATOCATATT TTATTTTTACATCAAGCAGGAGCTAATAATCCTCTAGG TATTTCAAGACAGCTAGATARAGTCCCA 200
TTOCATTTATTGGTACTGATTTAGTT CAATGAATTTGAGG TGG TTTCTCOGT TGATAATGC TACTCTTACCCRGTTCTTCTCATTCCATTTCATICTACCTTTTATTGCGGCTGCTTT TICTATAATTCATATTTTATTTCTACATCAAACAGGAGCGAATAATCCTTTGGGGGTCTCTAGACAAATTGATAAAGTTCCT 200
TOOCT T TATTGGCACAGATTTAG TTCAGTGGATTTGAGGAGGATTTTC TGTAGATAACGC TACTTTAACTCGATT TTTCTCTTTOCATTTTATTTTACCATTTATTGCAGOCGCATT TTCTATAATTCACATT TTATTTCTTCATCAAGCAGGAGCTAATAACCCATTGGG TATTTCAAGACAAATAGATAMGTCCCT 200
TOOCATTTATCGETACAGACCTAGTTCAATGAATCTGAGG CGGCTTCTCAGTCGACAACGCCACATTAACACGATTCTTCTCGTTOCACTTCATTCTACCATTTATTGCAGCAGCTTT TTCTATCATCCATATTCTATT TCTCCACCAAGCAGGAGCTAATAATCCTTTGGRAATTTCTAGACAAATCGATAAGGTTCCT 200
TICCTTTAATTGEAACAGATTTAGTACAATGGATCTGAGGAGCC TTCTC TGTCGATAATGC AACTTTAAC TCGATT TTTTTCATT TCATTTTATTTTACCTTTTATTGCTGOCGCGTT TICTATAATTCATATT T TATTCCTTCATCAAACAGGAGCTAATAATCCTTTAGG TATCTCAAGACAAATAGATAMGTTCCC 200
TTOCATTTATTGEAACAGATCTAGTACAATGAATTTGAGG GGCATTTTCTGT TGATAACGCCACCTTAACCCGATTCTTTTCTTTCCACTTTATTTTACCTTTTATCGCCGCAGCTTTCTCTATAATTCATATTCTCTTCCTTCACCAAGCAGGAGCTAACAACCCACTAGGAATCTCAAGGCAAATAGACAMGTACCC 200
TTCCATTTATTGGAACAGATCTAGTACAATGAATTTGAGGGGGAT TTTCTGT TGATAACGCCACCTTAACCCGATTCTTTTCTTTCCACTTTATTT-ACCTTTTATCGCCGCAGCTTTCTCTATAATTCATATTCTCTTC-TTCACCAAGCAGGAGCTAACAACCCACTAGGAATCTCAAGGCAAATAGACAAAGTACCC 198
TTCCATTTATTGEAACAGATCTAGTACAATGAATTTGAGG GCCATTTTCTGTTGATAACGCCACCTTAACCCGATTCTTTTCTTTCCACTTTATTTTACCTTTTATCGCCGCAGCTTTCTCTATAATTCATATTCTCTTCCTTCACCAAGCAGGAGCTAACAACCCACTAGGAATCTCAAGGCAAATAGACAMGTACCC 200
TTOCATTTATTGGAACAGATCTAGTACAATGAATTTGAGGGGGAT TTTCTGT TGATAACGCCACCTTAACCCGATTCTTTTCTTTCCACTTTATTTTACCTTTTATCGCCGCAGCTTTCTCTATAATTCATATTCTCTTCCTTCACCAAGCAGGAGCTAACAACCCACTAGGAATCTCAAGGCAAATAGACAAAGTACCC 200
TTOCATTTATTGEAACAGATCTAG TACAATGAATTTGAGG GGCATTTTC TGT TGATAACGCCACCTTAACCCGATTCTTTTCTTTOCACTTTATTTTACCTTTTATCGCCGCAGCTTTCTCTATAATTCATATTCTCTTCCTTCACCAAGCAGGAGCTAACAACCCACTAGGAATCTCAAGGCAAATAGACAAAGTACCC 200
TTOCATTTATTGEAACAGATCTAG TACAATGAATTTGAGGGGGATTTTCTGT TGATAACGCCACCTTAACCCGATTCTTTTCTTTOCACTTTATTTTACCTTTTATCGCCGCAGCTTTCTCTATCATTCATATTCTTTTCCTCCACCAAGCAGGAGCTAACAATCCACTAGGAATTTCAAGACAAATAGACARAGTACCC 200
TICCTTATATTGEAACAGACCT TG TTCAATGAATTTGAGG TCCATTTTCAGTAGATAATGC TACATTAACTCGATTCTTTACATT TCACTTCGTGCTCCCATTTATTATTGCAGCCGCCTCTCTAGTCCATATCTTATTTCTCCATCAATCAGG TGCTAATAACCCCCTAGG TATTTCAACACAACT TGATAMGTCCCT 200

210 220 230 240 250 260 210 280 200 300 310 320 330

201 TTTCACCCTTATTTCACATTTAAAGACATTGTAGGATTTATCGTTATATTAACGGCCCTTCTTTTCTTAACCCTACTTGCCCCCTATTTTCTAGGAGATC CAGATAACTTTATCCCAGCTAATCCTCTAGTAAC 334
201 TTTCACCCTTATTTCACATTTAAAGATATTGIAGGATTTATCGTTATATTAACAGCCCTTCTTTTCTTAACCTTACTTGCTCCCTATTICTTAGGAGACC CAGATAACTTCATTCCAGCTAATCCICTAGTAAC 334
201 TTTCACCCTTATTTTACATTCAAAGATATTGTAGGATTTGTTGTTATACTGACTGCTCTTTTATTTCTAAGTCTCCTTGCTCCTTATTTTCTAGGAGACE CCGATAATTTTATTCCTGCTAATCCGTTAGTAAC 334
201 TTCCATCCATACTTTACATTTAAAGACATCGTAGGATTTATTGTTATATTAACTTCTCTCTTACTT TTAACTT TATTCTCCCCATATTTATTAGGAGACC CTGATAACTTTATTCCAGCTAACCCTTTAGTTAC 334
201 TTCCATCCTTATTTCTCATTTAAAGACATCGTAGGATTTATCATTTTAGTTTCCCTACTTTTACTCTTAACTTTATTTACCCCTTACCTTTTAGGAGACC CAGATAACTTTATTCCTGCAAACCCTCTAGICAC 334
201 TTCCATCCCTACTTTACATTTAAAGACATCGTAGGATTCATIGTTCICACCATGTCTCTTCTGTTCCTTACTT TACTAGCCCCTTATTTCTTAGGCGACC CCGATAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTTGTTAC 334
201 TTCCATCCTTACTTCACCTTTAAAGACATTGTCEGCTTTGTTGTCATATTAAGTACTTTGTTAGTT TTAACTCTCTTGGCCCCCTATTICCTAGGTGATC CTGACAACTTTATCCCAGCCAACCCCCTTGTTAC 334
201 TTTCACCCCTATTTTACATTTAAAGATATTGTAGGATTCATTGTTATGTTAACAGGACTTATCTTCTTAACTCTATTAACCCCTTACTICCTAGGTGACC CAGATAACTTTATTCCAGCTAACCCTTTAGTAAC 334
200 TTCCACCCATACTTTACATTTAAAGACATTGTAGGATTTATTGTCATCTTAACAGGG-TAATCTTT TTAACTTTGCTTAGCCCCCTACTICTTAGGAGATC CTGATAATTTTATCCCAGCTAACCCATTAGTTAC 332
201 TTTCACCCATATTTTACATTTAAGGATATTGTAGGGTTTATTGTTATACTAACAGTTCTTATTTTC TTAACTTTATTGGCCCCATACTICCTAGGAGATC CAGATAACTTTATTCCAGCTAATCCTCTAGTTAC 334
201 TICCATCCTTATTTCACATTTAAAGACATCGTAGGATTTGTTGTTATATTAAGTATTTTATTAGTCTTAACGCTCTTAGCTCCTTATTTTTTAGGAGACC CAGATAACTTTATTCCAGCCAACCCCTTGGTTAC 334
201 TTCCATCCATATTTTACATTTAAAGATATTGTTCGATTTATTGTTATACTAACAAGACTAATCTTCTTAACTCTTTTAGCCCCATATTICTTAGGAGATC CTGATAATTTTATTCCAGCTAACCCICTCGTTAC 334
201 TTCCACCCCTACTTTACATTCAAAGATATTGTTGGATTTCTAGTTATACTTACCGCTCTCCTTGTATTAACCCTTTTAGCTCCCTACTTCCTAGGAGATC CAGACAATTTTATCCCAGCTAATCCTTTAGTTAC 334
201 TTTCACCCTTACTTTACGTTTAAGGATATTGTTGGATTTATTGTTATATTAACAGGACTAATTTTT TTAACTTTATTGGCACCATATTTTTTAGGTGACC CTGATAACTTTATTCCAGCAAATCCTTTAGTTAC 334
201 TTTCATCOCTACTTTACATTTAAAGACATCGTTGGATTTATTGTTATAACAGCAGGTTTAATCTTTCTAACCCTTCTAGCTCCTTATTTTCTAGGTGACC CAGATAACTTTATCCCAGCAAATCCTTTAGTTAC 334
199 TTTCATCCCTACTTTACATTTAAAGACATCGTTGGATTTATTGTTATAACAGCAGGT TTAATCTTTCTAACCCTTCT-GCTCCTTATTTTCTAGGTGACC CAGATAACTTTATCCCAGCAAATCCTTTAGITAC 331
201 TTTCATCCCTACTTTACATTTAAAGACATCGTTGGATTTATTGTTATAACAGCAGGT TTAATCTTTCTAACCCTTCTAGCTCCTTATTTTCTAGGTGACC CAGATAACTTTATCCCAGCAAATCCTTTAGTTAC 334
201 TTTCATCCCTACTTTACATTTAAAGACATCGTTGGATTTATTGTTATAACAGCAGGT TTAATCTTTCTAACCCTTCTAGCTCCTTATTTTCTAGGTGACC CAGATAACTTTATCCCAGCAAATCCTTTAGTTAC 334
201 TTTCATCCCTACTTTACATTTAAAGACATCGTTGGATTTATTGTTATAACAGCAGGT TTAATCTTTCTAACCCTTCTAGCTCCTTATTTTCTAGGTGACC CAGATAACTTTATCCCAGCAAATCCTTTAGTTAC 334
201 TTTCATCCCTACTTTACATTTAAAGACATCGTTGGATTTATIGTTATAACAGCAGGTTTAATCTTTCTAACCCTTCTAGCCCCTTATTTCCTAGGTGACC CAGATAACTTTATCCCAGCAAATCCTTTAGTTAC 334
201 TTCCACCCTTATTTTACCTTTAAAGATATCGTAGGATTTGTAATCATATTATCAATTTTACTICTCATTTCCCTTTTCGATCCATACCTACTTGGAGACE CTGACAATTTTATCCCAGCTAATCCATTAGTTAC 334

A regido parcial Cyt b para estes taxa foi 63,8% A + T rica (Tabela 14). O teor
de nucleotideos foi em média 37,5% T, 23,2% C, 26,4% A e 13,0% G, com muito

pouco desvio entre os taxa. O namero total de pares de transicdo e transversais foi,

respectivamente, 38 e 24, resultando em uma propor¢ao de 1,6.
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Tabela 14 - Composicéo geral de nucleotideos (frequéncias de base,% de valores) e nas posicdes # 1, # 2 e # 3 de todas as espécies de caranguejo
examinadas para o fragmento Cyt b

Pos#1 Pos #2 Pos#3

Espécies T C A G A+T C+G Total

T-1 C-1 A-1 G-1 T-2 C-2 A-2 G-2 T-3 C-3 A-3 G-3
Cardisoma crassum 35,6 25,4 26,6 12,3 62,2 37,7 44,6 259 19,6 938 36,0 27,0 35,1 1,8 26,1 23,4 252 252 334
Cardisoma guanhumi 35,6 25,4 26,9 12,0 62,5 37,4 44,6 259 19,6 9,8 35,1 27,9 36,0 0,9 270 225 252 252 334
Gecarcinus quadratus 39,8 20,1 26,9 13,2 66,7 33.3 45,5 24,1 19,6 10,7 47,7 12,6 36,9 2,7 26,1 23,4 24,3 26,1 334
Goniopsis cruentata 39,5 22,8 26,3 11,4 65,8 34.2 44,6 25, 19,6 9,8 43,2 20,7 35,1 0,9 306 21,6 24, 23,4 334
Heloecius cordiformis 37,4 24,6 27,2 10,.8 64,6 35,4 445 250 19,6 9,8 36,9 26,1 36,0 0,9 29,7 225 261 216 334
Macrophthalmus depressus 34,4 26,6 25,4 13,5 59,8 40,1 438 259 188 116 34,2 29,7 30,6 5,4 252 243 27,0 234 334
Ocypode quadrata 37,7 25,1 23,1 14,1 60,8 39,2 438 259 196 10,7 43,2 27,0 24,3 5,4 26,1 225 252 261 334
Uca anullipes 38,3 21,9 27,8 12,0 66,1 33.9 446 250 196 10,7 42,3 18,9 37, 0,9 27,9 216 261 24,3 334
Uca hesperiae 37,0 21,4 27,1 14,5 64,1 35,9 446 250 196 10,7 35.5 21.8 35.5 7,3 309 173 264 255 332
Uca inversa 38,9 20,7 26,0 14,4 64,9 35, 455 250 19,6 9,8 42,3 17,1 34,2 6,3 28,8 198 243 27,0 334
Uca maracoani 41,6 20,1 24,0 14,4 65,6 34,5 45, 24,1 196 10,7 49,5 17,1 27,0 6,3 29,7 189 25,2 26., 334
Uca rapax 40,7 19,5 26,9 12,9 67,6 32,4 446 250 196 10,7 48,6 13,5 34,2 3,6 28,8 198 27,0 243 334
Uca tangeri 35,0 26,6 25,1 13,2 60,1 39,8 446 259 19,6 9,8 35,1 29,7 31,5 3,6 2,2 243 243 26,1 334
Uca uruguayensis 42,2 17,1 26,9 13,8 69,1 30.9 44,6 25,0 19,6 10,7 50,5 9,0 34,2 6,3 31,5 171 27,0 24,3 334
Ucides c. cordatus AL 35,9 24,3 26., 12,9 62,8 37,2 43,8 25,9 19.6 10.7 38.7 24.3 35.1 1.8 25.2 22.5 26.1 26.1 334
Ucides c. cordatus CA 36,0 24,2 26,9 13,0 62,9 37, 43, 26,1 19.8 10.8 39.1 24.5 34.5 1.8 25.5 21.8 26.4 26.4 331
Ucides c. cordatus Pl 35,9 24,3 26,9 12,9 62,8 37,2 43,8 25,9 19.6 10.7 38.7 24.3 35.1 1.8 25.2 22.5 26.1 26.1 334
Ucides c. cordatus SC 35,9 24,3 26,9 12,9 62,8 37,2 43,8 259 19.6 10.7 38.7 24.3 35.1 1.8 25.2 22.5 26.1 26.1 334
Ucides c. cordatus SP 35,9 24,3 26,9 12,9 62,8 37,2 43,8 25,9 19.6 10.7 38.7 24.3 35.1 1.8 25.2 22.5 26.1 26.1 334
Ucides occidentalis ME 35,9 24,3 26,9 12,9 62,8 37,2 43,8 25,9, 19.6 10.7 38.7 24.3 35.1 1.8 25.2 22.5 26.1 26.1 334

Mean £+ SD 37,5+2,3  23,2£2,6  26,4%1,2 13,0£1,0  63,8%2,5 36,2424 44,4 25,5 19.6 10.5 40.6 22.2 339 3.2 27.3 21.7 25.7 253 334
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As diversidades de nucleotideos (n) ou as distancias entre os pares de
caranguejos calculados a partir das regides do gene citocromo oxidase | ou do
citocromo b foram, respectivamente, 0,187 e 0,182 (Tabela 11), maior que a
diversidade de nucleotideos calculada utilizando o gene LSUrRNA (0,125) como um
marcador filogenético.

As distancias entre e dentro de cada morfocito de Ucides foram estimadas
pelo modelo parametros de Kimura dois e séo retratadas nas Tabelas 15 e 16,
respectivamente. O gene de codificacdo de proteina mais variavel mostra um sinal
maior para essas estimativas do que o gene codificador de ribossomas. Parece
existir uma indicacdo de COX-1 (d = 0.156) que a distancia entre a subespécie
presumivelmente é suficiente para um estudo posterior com o objetivo de avaliar o

estado da espécie desses dois morfotipos.

Tabela 15 - Distancia média de nucleotideos entre Ucides cordatus e Ucides occidentalis estimada
pelo pardmetros Kimura de 2.

[1] [2]
[1Ucides c. cordatus - 0.016 (LSUrRNA)
) . . 0.156 (COX-1)
[2] Ucides c. occidentalis 0.025 (Cyt b) -

Tabela 16 - Distancia média de nucleotideos dentro de cada morfétipo de Ucides
estimado pelo parametros Kimura de 2

LSUrRNA COX-1
[1] Ucides c. cordatus 0.001 0.004
[2] Ucides c. occidentalis 0.000 0.009

3.8 Reconstrucéo de arvores filogenéticas

O alinhamento compreendeu sequéncias de 479, 571 e 334 pb para
LSUrRNA, COX-1 e Cyt b, respectivamente. As divergéncias de sequéncia em
pares com base no modelo parametros de Kimura dois, foram consistentemente
menores nas 16S (Tabela 16) do que nas regibes COX-1 (Tabela 18) e Cob
(Tabela 19). Isso corrobora com o pressuposto de que o gene LSUrRNA é mais

conservado do que os invertebrados de Brachyura de genes de codificagdo COX-1
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e Cyt b, também (SIMON et al., 1994). Os genes de RNA ribossémico (LSU e SSU)
sdo muito distintos, codificando uma estrutura de RNA e funcional dentro do

ribossomo.
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Tabela 17 - Matriz de distancia em partes do nimero de diferencas de nucleétidos entre espécies para o fragmento LSUrRNA. O fragmento usado para

criar essa matriz foi de 479 bases nucleotidicas.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
1 Cardisoma crassum
2 Cardisoma guanhumi 0,005
3 Gecarcinus quadratus 0,123 0,123
4 Heloecius cordiformis 0,209 0,209 0,181
5 Macrophthalmus depressus 0,141 0,147 0,120 0,212
6 Ocypode quadrata 0,165 0,171 0,150 0,216 0,190
7 Minuca rapax 0,152 0,52 0,103 0,174 0,140 0,144
8 Uca anullipes 0,180 0,173 0,143 0,209 0,186 0,168 0,097
9 Uca hesperiae 0,180 0,187 0,150 0,203 0,171 0,150 0,109 0,115
10 Uca inversa 0,180 0,180 0,137 0,193 0,170 0,153 0,075 0,065 0,110
11 Uca maracoani 0,181 0,187 0,126 0,209 0,168 0.142 0.109 0.147 0.157 0.129
12 Uca pugilator 0,184 0,184 0,150 0,206 0,199 0,163 0,067 0,112 0,151 0,097 0,129
13 Uca tangeri 0,194 0,201 0,156 0,244 0,180 0,158 0,147 0,178 0,182 0,181 0,136 0,173
14 Uca uruguayensis 0,180 0,180 0131 0,152 0,180 0,159 0,075 0,106 0,132 0,089 0,111 0,081 0,160
15 Ucides cordatus AL 0,140 0,140 0,114 0,177 0,158 0,129 0,103 0,123 0,129 0,108 0,129 0,129 0,141 0,117
16 Ucides cordatus CA 0,140 0,140 0,114 0,177 0,158 0,129 0,103 0,123 0,129 0,108 0,129 0,129 0,141 0,117 0,000
17 Ucides cordatus PA 0,140 0,140 0,114 0,177 0,158 0,129 0,103 0,123 0,129 0,108 0,129 0,129 0,141 0,117 0,000 0,000
18 Ucides cordatus P/ 0,140 0,140 0,111 0,174 0,158 0,132 0,105 0,120 0,126 0,106 0,132 0,132 0,138 0,114 0,002 0,002 0,002
19 Ucides cordatus SC 0,140 0,140 0,114 0,177 0,158 0,129 0,103 0,123 0,129 0,108 0,129 0,129 0,141 0117 0,000 0,000 0,000 0,002
20 Ucides cordatus SP 0,140 0,140 0,114 0,177 0,158 0,129 0,103 0,123 0,129 0,108 0,129 0,129 0,141 0,117 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000
21 Ucides occidentalis ME 0,137 0,137 0,117 0,180 0,155 0,129 0,105 0,120 0,123 0,108 0,138 0,132 0,141 0,120 0,018 0,018 0,018 0,020 0,018 0,018
22 Ucides occidentalis EQ 0,137 0,137 0,117 0,180 0,155 0,129 0,105 0,120 0,123 0,108 0,138 0,132 0,141 0,120 0,018 0,018 0,018 0,020 0,018 0,018 0,000
23 Panopeus harttii 0,190 0,190 0,192 0,209 0,189 0,222 0,186 0,209 0,212 0,206 0,205 0,236 0,215 0,208 0,189 0,189 0,189 0,189 0,189 0,189 0,183 0,183
24 Eurytium limosum 0,193 0,193 0,205 0,239 0,199 0,236 0,183 0,212 0,212 0,212 0,215 0,243 0,219 0,221 0,192 0,192 0,192 0,192 0,192 0,192 0,186 0,186 0,041
25 Goniopsis cruentata 0,146 0,152 0,137 0,202 0,149 0,174 0,149 0,177 0,153 0,162 0,158 0,181 0,162 0,149 0,158 0,158 0,158 0,155 0,158 0,158 0,152 0,152 0,192 0,199
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Tabela 18 - Matriz de distancia em pares do nimero de diferencas de nucleétidos entre espécies para o fragmento COX-1. O fragmento usado para criar
essa matriz foi de 571 bases nucleotidicas.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 Cardisoma crassum
2 Cardisoma guanhumi 0,239
3 Eurytiom limosum 0,223 0,366
4 Gecarcinus quadratus 0,186 0,348 0,235
5 Goniopsis cruentata 0,189 0,345 0,217 0,202
6 Heloecius cordiformis 0,178 0,321 0,246 0,204 0,207
7 Ocypode quadrata 0,245 0,349 0,253 0,231 0,245 0,257
8 Uca annulipes 0,238 0,350 0,264 0,242 0,252 0,266 0,276
9 Uca hesperiae 0,188 0,306 0,247 0,221 0,194 0,229 0,208 0,202
10 Uca inversa 0,180 0,340 0,239 0,208 0,198 0,218 0,233 0,138 0,181
11 Uca tangeri 0,213 0,367 0,227 0,227 0,212 0,244 0,250 0,256 0,245 0,231
12 Ucides c. cordatus AL 0,208 0,387 0,251 0,257 0,221 0,246 0,291 0,264 0,227 0,196 0,263
13 Ucides c. cordatus CA 0,208 0,384 0,248 0,262 0,220 0,241 0,293 0,259 0,224 0,196 0,265 0,007
14 Ucides c. cordatus Pl 0,210 0,383 0,248 0,262 0,220 0,241 0,293 0,258 0,224 0,199 0,265 0,009 0,002
15 Ucides c. cordatus SC 0,208 0,384 0,248 0,262 0,220 0,241 0,293 0,259 0,224 0,196 0,265 0,007 0,000 0,002
16 Ucides c. cordatus SP 0,208 0,384 0,248 0,262 0,220 0,241 0,293 0,259 0,224 0,196 0,265 0,007 0,000 0,002 0,000
17 Ucides c. occidentalis ME 0,187 0,334 0,213 0,239 0,187 0,221 0,253 0,231 0,200 0,192 0,232 0,155 0,162 0,162 0,162 0,162
18 Ucides c. occidentalis EQ 0,187 0,339 0,209 0,239 0,187 0,216 0,250 0,228 0,193 0,18 0,226 0,148 0,155 0,155 0,155 0,155 0,009
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Tabela 19 Matriz de distancia em pares do nimero de diferencas de nucleotideos entre espécies para o fragmento Cob. O fragmento usado para criar essa
maitriz era de 334 bases nucleotidicas.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 Cardisoma crassum
2 Cardisoma guanhumi 0,061
3 Gecarcinus quadratus 0,219 0,219
4 Goniopsis cruentata 0,253 0,244 0,217
5 Heloecius cordiformis 0,271 0,275 0,259 0,207
6 Macrophthalmus depressus 0,277 0,254 0,315 0,254 0,316

7 Ocypode quadrata 0,248 0,281 0,268 0,228 0,29 0,315
8 Uca anullipes 0,173 0,169 0,203 0,227 0,254 0,275 0,28
9 Uca hesperiae 0,254 0,268 0,257 0,215 0,286 0,313 0,25 0,171
10 Uca inversa 0,185 0,168 0,237 ,23 0,268 0,309 047 0,143 0,204
11 Uca maracoani 0,232 0,242 0,236 0,203 0,245 0,298 0,08 0,248 0,256 0,282
12 Uca rapax 0,218 0,218 0,224 0,187 0,240 0303 0,29 0,157 0,170 0,18 0,212
13 Uca tangeri 0,207 0,220 0,235 0,273 0,321 0,33 062 0,238 0,220 0,225 0,253 0,225
14 Uca uruguayensis 0,226 0,226 0,202 0,202 0,258 0,305 060 0177 0,184 0,189 0,219 0,162 0,267

15 Ucides c. cordatus AL 0,226 0,244 0,234 0,224 0,272 0,265 064 0,181 0,208 0,250 0,257 0,224 0,242 0,194

16 Ucides c. cordatus CA 0,226 0,244 0,234 0,224 0,272 0,265 0,64 0,181 0,208 0,250 0,257 0,224 0,242 0,194 0,000

17 Ucides c. cordatus P/ 0,226 0,244 0,234 0,224 0,272 0,265 0,64 0,181 0,208 0,250 0,257 0,224 0,242 0,194 0,000 0,000

18 Ucides c. cordatus SC 0,226 0,244 0,234 0,224 0,272 0,265 064 0,181 0,208 0,250 0,257 0,224 0,242 0,194 0,000 0,000 0,000

19 Ucides c. cordatus SP 0,226 0,244 0,234 0,224 0,272 0,265 064 0,181 0,208 0,250 0,257 0,224 0,242 0,194 0,000 0,000 0,000 0.000
20 Ucides occidentalis ME 0,217 0,244 0,238 0,215 0,277 0,256 054 0,173 0,199 0,223 0,266 0,215 0,225 0,198 0,022 0,022 0,022 0,022 0,022
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A arvore filogenética construida usando o mesmo modelo evolutivo com distancias de
sequéncia em pares do gene LSUrRNA por Neighbor-joining (NJ) e Maximum evolution (ME)
sédo mostradas na Figura 11, respectivamente.

As topologias de arvores muito semelhantes resultaram da reconstrucdo de arvores
filogenéticas utilizando esses métodos. Ucides agrupados com outras espécies de
Ocypodidae, todos da mesma subfamilia, Ocypodinae, Gecarcinidae espécies agrupadas
em uma linhagem separada com todas as suas espécies examinadas, com excecao de
Goniopsis cruentata (Grapsidae) e Macrophthalmus depressus (Ocypodidae).

A espécie Heloecius cordiformis, que se acreditava ocupar a mesma poSi¢ao
taxonbmica do que Ucides era muito diferente das espécies de Ocypodinae, embora nao
houvesse um suporte muito robusto para esta observagdo. Portanto, os dados sobre 16S
rRNA apresentados aqui sugerem que H. cordiformis é apenas distantemente relacionado a
Ucides.

. Com os métodos de NJ e MP, as analises de bootstrapping, um método para avaliar
a confianca em uma topologia de arvore, mostram os aglomerados do Atlantico e do Pacifico
em dois clados diferentes, com niveis muito elevados de confianca. No entanto, o gene 16S
parece ser muito conservado para avaliar com precisdo as relacdes entre essas

subespécies.
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Figura 11. (A) Arvore Neighbors-joiining para o fragmento LSUrRNA. (B) Arvore Minimum evolution (ME)
para o fragmento LSUrRNA. O modelo parametro de Kimura 2 foi utilizado com um valor gama de 0,44. Os

ndmeros sdo valores de bootstrap para 1000 repeticdes.
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A filogenia da citocromo oxidase | (Figura 12 A e 12 B) revelou observacdes

semelhantes quando comparadas as da arvore LSUrRNA. O género Ucides esta mais

relacionado as espécies de Ocypodinae, como o complexo Uca aqui representado por U.

annulipes, U. inversa, U. hesperiae e U. tangeri, e também a Ocypode quadrata. Mais uma

vez, as arvores COX-1 mostram que Heloecius cordiformis é apenas distantemente

relacionado a Ucides. Foram detectadas topologias de arvores muito semelhantes ao usar

modelos evolutivos. (Figura 12 B)
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Figura 12. (A) Arvore Arvore Neighbors-joiining para o fragmento COX-1. (B) Arvore Minimum evolution
para o fragmento COX-1. O modelo parametro de Kimura 2 foi utilizado com um valor gama de 0,44. Os

ndmeros sdo valores de bootstrap para 1000 repeticdes.
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As arvores reconstruidas das sequéncias do gene Cyt b (Figura 13) corroboram com
0os resultados dos outros dois genes mitocondriais, exceto que para alguns niveis de
confianca mais fracos de clade detectados por valores de bootstrap mais baixos. Uma

diferenca razoavel entre NJ e ME arvores foi notavel.
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Figura 13. (A) Arvore Neighbors-joiining para fragmento de Cyt-b. (B) Arvore Minimum evolution para
fragmento Cyt-b. O modelo parametro de Kimura dois-Parameter foi utilizado com um valor gama de 0,44. Os
nimeros sdo valores de bootstrap para 1000 repeti¢des.
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A colocacdo da espécie de caranguejo Ucides, para ambos os morfotipos, na

subfamilia Heloeciinae deve ser desconsiderada. De fato, de todas as arvores filogenéticas
reconstruidas com base nesses trés genes mitocondriais diferentes, o género Ucides deve
ser colocado na subfamilia de Ocypodinae, como sugerido pela morfologia de tracos de
larvas (RODRIGUES, HEBLING, 1989). Os valores elevados do bootstrap suportaram esse
achado.

O conjunto de dados moleculares (LSUrRNA, COX-1 e Cyt b) utilizado neste suporte
permitiu que genes de mtDNA (ou genes parciais) possam oferecer informacfes adequadas
para investigar os taxa dentro da ordem de Brachyura. Alguns genes (genes codificadores
de proteinas) foram mais de substituicbes na terceira posicdo de coddo em genes

codificadores de proteinas, o que é provavel que eles estejam quase saturados para uma
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comparacdo mais profunda, eles mostraram suporte para clados em diferentes niveis
sistematicos. Outras andlises filogenéticas propensos a revelar variagdes intraespecificas do
gue outras nestes manguezais. Como 0 citocromo b ainda é frequentemente usado em
estudos genéticos populacionais para espécies de peixes, espera-se que este gene
revelasse mais divergéncia intraespecifica do que a citocromo oxidase |, no entanto, isso
provou ser errado. Embora a maioria dos sinais filogenéticos tenha vindo utilizando métodos
maximos de parcimdnia e maxima verossimilhanca devem ser implementadas no conjunto
de dados originais para ter uma inferéncia filogenética mais realista, a melhor arvore.

Apesar do fato de ter sido observada uma alta divergéncia genética das formas do
Ucides do Atlantico e do Pacifico, sugere-se a inclusdo de um gene mais variavel neste
estudo. Uma vez que a divergéncia foi examinada usando trés genes mitocondriais
diferentes, recomenda-se empregar um fragmento nuclear altamente variavel para detectar
de forma mais expressa as diferencas genéticas entre as duas formas de Ucides. Além
disso, se as analises morfologicas podem ser adicionadas a este estudo, isso confirmaria o

gue tem sido evidente a partir dos tracos genéticos.
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CAPITULO IV

Conectividade populacional e disperséo larval do caranguejo de mangue Ucides
cordatus explorado ao longo da costa brasileira*

*Artigo publicado na revista internacional PeerJ; Impact fator = 2,993; Qualis
(Biotecnologia) = B1
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Resumo:

Introducdo: o caranguejo de mangue Ucides cordatus é considerado uma espécie
chave para o equilibrio ecoldgico das florestas de manguezais e uma importante fonte
de emprego e renda para os catadores tradicionais de caranguejo no Brasil. Varios
estudos evidenciaram fraca variagdo genética entre as populacdes devido a um
eficiente transporte larval. No entanto, os padrBes de fluxo de genes da espécie é
mal compreendida, sem informac¢des sobre as taxas de migragdo. A influéncia das
duas principais correntes brasileiras na dispersdo larvaria também néo é clara. Para
fornecer informagcbes de base para conservacao, planejamento e gerenciamento
deste importante recurso pesqueiro, 0 presente estudo teve como objetivo estimar e
avaliar a distribuicdo espacial da diversidade genética, taxas de migracdo e fluxo
genico e diretividade entre populacdes de U. cordatus no Brasil.Métodos. Foram
utiizados nove microsatélites para estudar a genética populacional de 319
caranguejos coletados em seis locais localizados de regides Norte a Sul da costa
brasileira. Apos a determinacdo das estimativas da diversidade genética, as analises
da estrutura populacional foram realizadas utilizando F'statistics, distancia D de Jost,
AMOVA, analise DAPC e abordagens bayesianas implementadas no software
STRUCTURE. Os modelos de genes e o numero efetivo de migrantes foram
avaliados com MIGRATE. Resultados. Loci foram altamente polimérficos, com média
de 12,4 alelos por locus. Apesar da alta variabilidade genética, observou-se baixa
diferenciacdo entre as localidades de acordo com os valores de FST e D J ost's
(média = 0,013 e 0,034, respectivamente), porém observaram-se diferencas
estatisticamente significativas. STRUCTURE evidenciou um uanico grupo genético
entre as amostras, enquanto a AMOVA detectou quatro grupos, apesar do baixo nivel
de diferenciacdo (FCT = 0,037; P = 0,023). O modelo de genes que descreveu a
conectividade da populagdo foi o modelo da ilha, com = 24 caranguejos sendo
trocados entre as localidades por geracdo. Discussdo A alta taxas de migracao
encontradas entre as localidades parecem ser a principal forca que atua para
sustentar a distribuicdo de da diversidade genética de U. cordatus. Apesar do alto
fluxo de genes e da fraca estrutura de populacdo entre as amostras, as diferencas
genéticas significativas encontradas sugerem que o fluxo de genes sozinho né&o
ignora os efeitos da deriva genética, selecdo natural e / ou exploracdo humana. Essas
descobertas séo vitais para o estabelecimento de um banco de dados a ser usado no
desenvolvimento de programas de conservacao

Palavras-chave: Estrutura populacional; Fluxo génico; Microsatélites; conservacao;
Taxa de migracéo
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ABSTRACT

Background. The mangrove crab Ucides cordatus is considered a key species for the
ecological balance of mangrove forests and a major source of employment and
income for traditional crab collectors in Brazil. Several studies evidenced weak genetic
variation among populations due to an efficient larval transport. However, gene flow
patterns of the species is poorly understood, with no information about migration rates.
The influence of the two main Brazilian currents in larval dispersion is also not clear. In
order to provide baseline information for conservation, planning and management of
this important fishery resource, the present study aimed to estimate and evaluate
spatial distribution of genetic diversity, migration rates and gene flow directivity among
populations of U. cordatus in Brazil. Methods. Nine microsatellites were used to
resolve population structure of 319 crabs collected from six sites located along the
Brazilian coast. The degree of geographical differentiation included estimates of
genetic diversity, population structure and gene flow models, with spatial analysis of
shared alleles, isolation by distance tests, AMOVA, Discriminant Analysis of Principal
Components (DAPC) and Bayesian clustering. We estimated the amount of ongoing
gene flow between clusters using the coalescent-based method implemented in
Migrate-N. Results. Loci were highly polymorphic (average of 12.4 alleles per locus)
evidencing high genetic variability. There was significant differentiation among
localities, despite of the low value of Fsr (=0.019; P<0.001). Fsr and Jost's D indexes
were also estimated in pairwise comparisons and showed significant differences
between most of the surveyed site pairs (P < 0.05). Structure evidenced a single
genetic group among samples, however spatial analysis of shared alleles pointed to a
non-panmictic condition (P=0.011). AMOVA detected four statistical significant clusters
with low level of differentiation (Fc1=0.037; P = 0.023). The gene flow model that best
described the population connectivity was the island model, with ~24 crabs being
exchanged among localities per generation. Discussion. The high migration rates
found among localities seem to be the main force acting to sustain the distribution of
the genetic diversity of U. cordatus. Despite of the high gene flow and the weak
population structure among samples, the significant genetic differences found suggest
that gene flow alone does not bypass the effects of genetic drift, natural selection
and/or human exploitation. These findings are vital for the establishment of a database
to be used in the development of conservation programs.

Keywords: population structure; gene flow; microsatellites; conservation; migration
rate
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1 INTRODUCAO

O caranguejo Ucides cordatus é um dos habitantes mais tipicos dos
ecossistemas de mangue América Central e do Sul (MELO 1996). E abundante ao
longo da costa brasileira, onde a pesca de caranguejo € uma das atividades mais
importantes em varios estuarios, e uma fonte de emprego e renda para muitos

catadores tradicionais de caranguejo (DIELE et al., 2005).

Este crustaceo decipode também é considerado uma espécie-chave para o
equilibrio ecolégico nas comunidades bentdnicas de manguezais e tem a maior

biomassa entre os invertebrados de mangue (WOLFF, 2000).

A espécie tem um forte impacto na rotatividade do material organico no
mangue, ciclos de nutrientes, aeracdo do solo e produtividade no manguezal
(PULMANNS et al., 2014, 2016). Apesar de sua importancia para o ecossistema e
abundancia ao longo do ano, a espécie U. cordatus esta atualmente na lista de
espécies ameacadas pela sobrepesca no Brasil (PINHEIRO, RODRIGUES, 2011).
Além da exploracdo e destruicdo do habitat, uma doenca fungosa afetou populacdes
de caranguejo em varios locais (SCHMIDT et al.,, 2008; VICENTE et al.,, 2012).
Juntos, esses eventos podem reduzir a diversidade genética e eliminar estoques bem
adaptados, o que causaria a diminuicdo dos estoques pesqueiros (AVISE, HAMRICK,
1996).

Este caranguejo pertence a infra-ordem Brachyura, familia Ucididae
(Crustacea: Decapoda) e tem sido estudado extensivamente no Brasil. Sua alta
fecundidade provavelmente pode causar um impacto direto na ecologia da espécie e
sua conservacado. Os valores registados de fecundidade por fémea variam de 36.081
a 250.566 ovos (PINHEIRO et al., 2003), enquanto a fertilidade variou de 71.200 a
220.800 larvas (HATTORI, PINHEIRO, 2003). Também uma dispersao larval eficiente
€ importante para manter altos niveis de diversidade genética. O processo comeca
com caranguejos realizando movimentos de acasalamento sincronizados que
permitem a emissao de larvas especificamente na mais forte maré do més (em torno
da lua nova ou da lua cheia), seguindo a "Maré de Syzygy do ciclo de desigualdade”,
gue fornece transporte larval eficiente para as aguas oceanicas (SCHMIDT et al.,

2012). As larvas planctonicas euryhalinas U. cordatus zoea | e Il sdo capazes de
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tolerar uma ampla gama de salinidades e, portanto, sobrevivem em refagios
temporarios. No entanto, apds essas primeiras fases larvais, que levam cerca de 6
dias, os estadios de desenvolvimento final ndo toleram salinidades baixas e sao
exportados para o mar aberto (SIMITH, DIELE, 2008). Estudos também mostraram
gue o desenvolvimento até megalopal dura 20-69 dias, dependendo das condi¢bes de
temperatura e salinidade (RODRIGUES, HEBLING, 1989; ABRUNHOSA et al., 2003;
DIELE, SMITH, 2006), tempo suficiente para a dispersdo de longo alcance. A
transicdo do plancton para o bentdnico comeg¢a com a reinvasdo do estuario pelo
ultimo estagio larval, megalopa. O assentamento do megalopa e a metamorfose
ocorrem principalmente em tocas (SCHMIDT, DIELE, 2009), desencadeada por
odores emanados por juvenis e adultos (SIMITH et al., 2013). Adultos atingem o
tamanho minimo legal de captura apos 6,13 anos em machos e 7,38 anos em fémeas
(DIELE, KOCH, 2010).

Varios estudos relataram alta diversidade genética para o U. cordatus usando
marcadores moleculares como RAPD, PCR-RFLP (OLIVEIRA-NETO et al., 2007a),
sequéncias de mtDNA da regido de controle (OLIVEIRA-NETO et al., 2007b; PIE et
al.,2008) e ISSR (BRITTO et al., 2011).

Esses estudos também ndo forneceram nenhuma evidéncia da estrutura da
populacdo entre o0s sitios pesquisados. No entanto, em espécies de ampla
distribuicdo, marcadores de microsatélites apresentam melhor resolucdo para detectar
gualquer vestigio de diferenciacdo genética entre populacdes que vivem separadas, e
podem estar sob forcas desiguais de selecdo natural. Normalmente, esses
marcadores tém um grau excepcional de polimorfismo e informacédo para estudos
evolutivos e ecoldgicos (ABDUL-MUNEER, 2014). Oliveira-Neto e colaboradores
(2014) usando marcadores microssatélites em U. cordatus evidenciaram diferencas
genéticas fracas, mas significativas entre as populacbes (Fsr = 0,03, p <0,0014).
Mesmo assim, nenhuma informac&o quantitativa sobre a magnitude do fluxo genético
ou sua possivel direcdo foi avaliada .. A analise bayesiana com métodos de Monte
Carlo da Cadeia de Markov (MCMC) pode ser usado para fornecer estimativas de
fluxo de genes sem a hipétese irreal de simetria de taxas de migracao ou tamanhos
de populacédo iguais (FAUBERT et al., 2007). Um método proposto por Beerli e
Felsenstein (2001) usa dados moleculares para determinar a genealogia da amostra e

fornecer uma estimativa da migracdo mesmo nos casos em que a diferenciagao entre
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as populacdes é assumida como insignificante. Além disso, diferentes modelos em
relacdo a direcdo da migracdo podem ser testados para detectar possiveis rotas de
disperséo larval ao longo do oceano.

Devido ao alto valor ecologico e social desta espécie, uma cobertura mais
ampla também deve ser realizada, particularmente em estuarios sob a possivel
influéncia da Corrente do Norte do Brasil (Figura 1). Oliveira-Neto et al. (2014)
concentraram a maior parte de sua amostra (77%) ao longo de uma pequena porcao
de a costa brasileira do Nordeste (mais de aproximadamente 370 km), com apenas
dois locais de coleta localizados em sua parte inferior e limites de distribuicdo
superiores. Neste artigo, cobrimos outras localidades de amostragem e usamos outro
conjunto de marcadores de microsatélites com o objetivo de: (i) avaliar a distribuicdo
espacial da diversidade genética de Ucides cordatus ao longo do litoral brasileiro,
incluindo estuarios sob a influéncia da Corrente do Norte do Brasil (NBC) Corrente do
Brazil (BC), dois sistemas principais de circulagéo oceanica que circulam em direcoes
opostas, longe de um ao outro; (ii) testar diferentes modelos de migracdo para estimar
a direcdo da dispersédo larval; e (iii) estimativa as taxas de migracdo entre as
localidades. Um novo locus de microssatélite de tetranucleotidos perfeito também é
relatado para a avaliacdo da variabilidade genética entre as populacdes de U.

cordatus.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras de caranguejo

De 2006 a 2008, um total de 319 caranguejos foi coletado de seis estuéarios
diferentes, conforme descrito na Figura 1. Em cada estuario, todos os caranguejos
foram coletados no mesmo local e no mesmo dia. Amostras de tecido de um
segmento do ultimo pereidépodes foram removidos usando um método nédo-letal e
imediatamente preservados em 95 al00% de etanol em 2,0 mL de crioviais. Todas as
amostras foram entdo levadas ao laboratério e armazenadas a -20 ° C até a sua

utilizacao.
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Figura 1. Localidades de amostragem de populagées de Ucides cordatus pesquisadas ao longo
da costa brasileira. FLO, Floriandpolis - SC (n = 11); CAN, Cananéia - SP (n = 100); CAR, Caravelas
- BA (n = 80); FOR, Fortim - CE (n = 54); GOI, Goiabeiras - CE (n = 23); CAU, Caucaia - CE (n =
48); PAR, Parnaiba - Pl (n = 26); CUR, Curu¢é - PA (n = 50); E SOU, Soure - PA (n = 50). As
direcdes da Corrente Norte do Brasil (NBC) e da Corrente do Brasil (BC) também sdo mostradas.
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Fonte: https://freevectormaps.com/ modificado. Farias, A.M.

2.2 Extracdo de DNA e genotipagem de microssatélites.

O DNA genomico total foi extraido do tecido muscular utilizando uma extraccao
de alcool / fenol / cloroférmio-alcool isoamilico (25: 24: 1, v: v: v) de tecido digerido por
SDS / protease-K de cada individuo (SAMBROOK et al., 1989). O DNA de elevado
peso molecular foi isolado por precipitacdo com etanol e visualizado por electroforese
em gel de agarose a 0,8% utilizando a coloracédo SyberSAFE (Invitrogen).

Os pares de Primer UcSSR-01 a UcSSR-08 (BRITTO et al.,, 2009) foram
utilizados para acessar oito loci de microssatélites. As PCR foram realizadas de
acordo com a referéncia acima em reacgdes de 10 pL. Um marcador extra-
tetranucleotidico de repeticdo de microssatélites foi incluido na analise como um
marcador adicional, UcSSR-09 ( Primer forward: 5-TTTCCTATCTCCATCTCCTTC-3',
Primer inverso: 5'-ACATCATCGCAAATTCAGAG-3'). Este locus foi isolado sob as

mesmas condi¢cdes descritas por Britto et al. (2009), e neste estudo, seguiu as
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mesmas condi¢cdes de PCR utilizadas para os outros Primer, no entanto usando 56 C°
como a temperatura de anelamento. Os produtos de PCR foram realizado s em géis
de poliacrilamida desnaturantes a 6% e visualizados usando coloracdo de prata
seguindo o protocolo modificado descrito para Benbouza et al. (2006). Os tamanhos
de produto foram determinados por comparaicao com uma escada de DNA de 10 pb
(Invitrogen) e marcados manualmente. Os individuos foram genotipados para obter

informacgéo de frequéncia de alelo de linha de base.

2.3 Andlise dos dados

2.3.1. Controle de qualidade dos dados

ApGs a genotipagem, o conjunto de dados foi analisado em MICRO-CHECKER
2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al., (2004). Para estimar: (a) alelos fora do intervalo
esperado (mudancas no tamanho do alelo); (B) valores com modulo inconsistente
(isto é, trés variacdes de base para microsatélites de tetranucleétidos); (C) presenca
de alelos nulos dentro de cada locus seguindo o parametro Brookfield-1996.

A probabilidade de desequilibrio de ligacdo entre pares de loci foi determinada
usando o teste exato de Fisher em GENEPOP (RAYMOND; ROUSSET, 1995) com

1.000 etapas de dememoracéo, 100 lotes e 1.000 iteracdes por lote.

2.3.2. Polimorfismo dos loci

Todos os nove loci de microssatélites foram primeiramente caracterizados
usando todos os 319 individuos coletados ao longo da costa brasileira. O niumero total
de alelos (A) foi estimado pelo FSTAT 2.9.3 (GOUDET, 1995). O conteudo de
informacédo polimorfica (PIC) também foi determinado utilizando CERVUS 3.0
(KALINOWSKI et al.,2007). Foram realizadas heterozigotas observadas e esperadas
(HO e HE) e testes exatos para a partida das expectativas de Hardy-Weinberg
(pPHWE) utilizando GENEPOP (RAYMOND; ROUSSET, 1995)]. O pHWE foi calculado
de acordo com o teste de probabilidade utilizando 1.000 passos de dememoracéo,

100 lotes e 1.000 iteracdes por lote.
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2.3.3. Diversidade genética e estrutura populacional entre os locais:

A diversidade genética para cada locus foi avaliado pelo FSTAT 2.9.3
(GOUDET, 1995), que determinou os valores de F (FIT), g (FST) e f (FIS) de acordo
com estimativas de Weir e Cockerham (1984) para todo o conjunto de amostras.
GENALEX 6,503 (PEAKALL, SMOUSE, 2006) foi utilizado para determinar a
influéncia da distancia geogréfica em diferenciagcdo genética, calculando a
significancia das correlagdes entre “FST linearizado a par a par ( pairwise) FST [FST
/(1-FST )] e distancias geogréficas costeiras (de acordo com o modelo
unidimensional; distancias em Km podem ser encontradas em arquivo suplementar,

“Coastline Distance”, usando o teste de Mantel com 1.000 permutacdes.

O mesmo procedimento também foi realizado usando as distancias de D Jost
(Jost, 2008) entre cada par de localidades. Os valores de probabilidade de
comparacdes pareadas foram corrigidos para controlar a taxa de erro Tipo | usando a
correcao de Bonferroni, conforme implementado na fungdo “p. adjust” do software R

(R Core Team, 2017), com valor de significancia de 0,05.

Os padrbes de estrutura populacional foram primeiramente testados por
AMOVA, usando ARLEQUIN 3.5 (Excoffier et al.,2005), com 1.000 permutacoes.
Amostras de diferentes localidades foram organizadas de acordo com posicao
geografica nos grupos BC (Brazil Current) e NBC (North Brazil Current). Grupo BC foi
representados por amostras de “CAN e CAR”, enquanto o grupo NBC foi constituido
por amostras de “FOR, CAU, CUR e SOU” (ver Figura 1). Assim, o valor da FCT foi
estimado considerando os grupos BC vs NBC. Além disso, outra configuracao a priori
foi testada, organizando amostras em trés grupos: BC vs NBC-1 (FOR e CAU) vs
NBC-2 (CUR e SOU)

Os mesmos dados também foram processados no software SAMOVA 2.0
(Dupanloup et al., 2002), que implementa uma abordagem para definir grupos de
populacdes que séo diferenciadas ao maximo entre si enquanto executam a analise
AMOVA. O software foi configurado para organizar amostras em varias configuracoes,
comecando com dois grupos até cinco grupos. Os testes foram realizados com e sem

informacgdes de posicao geografica de cada localidade.
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A ocorréncia de estrutura genética entre as amostras também foi investigada
pela STRUCTURE 2.3.3 (PRITCHARD et al., 2000), que implementa um algoritmo de
agrupamento bayesiano onde as informagdes a priori sobre a origem das amostras
ndo foram utilizados. As andlises foram realizadas de acordo com o modelo de
mistura considerando que ndo houve desequilibrio de ligacdo entre os marcadores.
Dez corridas com um burn-in de 200.000 e um comprimento de corrida de 700.000
iteracBes foram realizadas para um numero de clusters variando de K=1a K=8.0
namero mais provavel de populacdes foi estimado de acordo com as probabilidades
posteriores de cada K testado como descrito por (PRITCHARD et al. (2000).

O pacote R ADEGENET (Jombart, 2008) foi empregado para executar a
Andlise Discriminante do Principal Componentes (DAPC). Este método destina-se a
identificar e descrever a otimizacao de clusters genéticos variacdes entre os clusters e
minimizar a variagado dentro deles. Inicialmente a fungéo “find. clusters” foi aplicado
para detectar o numero de clusters que melhor representa os dados que comecam
com os analise de componentes principais (PCA). O numero ideal de clusters (k-
média) foi estimado usando diferentes agrupamentos solucbes que foram

comparadas usando o critério de informacéo bayesiana.

Os grupos formados com amostras dos diferentes locais foram entdo plotados
em um grafico onde as linhas correspondem aos grupos reais (locais de amostra”),
enquanto as colunas correspondem a grupos inferidos. Depois a funcdo “dapc” foi
usado e um novo PCA foi realizado. Neste momento, o nimero de componentes
representando pelo menos 85% da variancia total dos dados foram escolhidos e o
numero de autovalores a serem seguidos no funcdes discriminantes foram definidas.
Os resultados foram mostrados graficamente em um grafico de dispersdo com cada

ponto correspondente a uma amostra.

Evidéncias de panmixia na area de amostragem coberta também foram
testadas com o algoritmo implementado por SASHA (Analise Espacial de Alelos
Compartilhados) (Kelly et al., 2010). A distribuicdo dos alelos observada e esperada
foi estimada usando coordenadas geograficas dos locais de amostragem em uma

corrida com 1.000 permutacdes.
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Modelos de fluxo génico: MIGRATE 4.2.14 (Beerli e Felsenstein, 2001) foi
usado para estimar o fluxo génico entre os locais de amostra e a diretividade dos
eventos de migracdo de acordo com os diferentes modelos. Estas andlises foram
realizados considerando os resultados da fcr (ver AMOVA acima), onde as localidades
pertencentes  grupo (fcr <0,05) foram agrupados e analisados como uma Unica
populacdo. Depois, 0 seguinte modelos de migracdo com seus respectivos
pressupostos foram testados:

Migracao Direcional 1: o fluxo génico segue preferencialmente de norte a sul da costa
brasileira;
Migracao direcional 2: o fluxo génico segue preferencialmente do litoral sul para o
norte do Brasil;
Migracéo direcional 3: o fluxo génico segue a direcdo BC (para sul) e NBC (para
norte) a partir da bifurcacdo dessas correntes principais;
Modelo de Stepping Stone: ha migracdo simétrica entre vizinhos e nenhuma migracéo
direta entre localidades n&o vizinhas;
Modelo da ilha: ha um fluxo génico constante entre cada local da amostra;

Panmixia: existe uma populagéo unica e enorme com mate aleatorio.

Os replicados foram executados usando um modelo de microssatélite em um
método de etapa Unica com mutacdo constante taxa e parametros de partida com
base nos calculos FST. A distribuicdo prévia foi ajustada para ser uniforme para o
tamanho efetivo de populacdo com escala de mutacdo Q (= 4 Ne) e taxas de
migracéo com escala de mutagdo M (= m/ p).

As corridas foram replicadas com diferentes sementes aleatdrias quatro vezes
para garantir a convergéncia. O numero efetivo de migrantes (Nm) foi estimado pela
relacdo Nm = (Q x M) / 4. O calculo foi realizado com um burn-in de 10.000 iteracdes
para cada cadeia e uma cadeia longa com 100 incrementos e 10.000 gravados
passos em cada cadeia.

A integracdo termodinamica (usada para descobrir as Probabilidades
marginais) foi determinada com Bezier pontuacdo aproximada apos definir um
esquema de aquecimento estatico com 4 cadeias com temperaturas de 1,00, 1,50,
3,00 e 500,000.00. Uma matriz com a distancia linear de pares (em Km) entre cada
local de amostra foi usado na analise, permitindo que as taxas de migracdo fossem

escalonadas para a taxa de mutacdo e por essas distancias. Cada modelo proposto
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foi executado dez vezes para verificar os desvios padrao da probabilidade marginal
(mL) e garantir a confiabilidade das estimativas.

O fator de Bayes foi calculado com os fatores log bayes naturais (LBF) onde

LBF = 2[In(mLmodei1)—In(mLmodel2)].

Probabilidades marginais também foram usadas para encontrar 0 modelo com o
melhor suporte estatistico (maior probabilidade), onde

I HLHJ'OJFFE'
Ej; I ﬂLmodH_ j

Prob(model;) =

3 RESULTADOS

3.1 Diversidade de microssatélites

Todos os loci de microssatélites foram polimérficos em todas as seis
localidades amostradas. As analises de 319 individuos coletados ao longo da costa
brasileira mostraram que o numero total de alelos variou de 5, para locus UcSSR-05,
para 27, para locus UcSSR-06, com uma média de 12,4 (s.d. = 7,6) alelos por locus
(Tabela 1).0 conteudo de informacgédo polimorfica (PIC) foi estimado para avaliar o
nivel de polimorfismo de cada locus e variam de 222 0,453 a 0,939 (média de 0,660;
s.d. =0,164).

Hemterozigosidade observada as estimativas para U. cordatus variaram de
0,349 (locus UcSSR-04) a 0,946 (locus UcSSR-06), enquanto que heterozigosidade
esperada variou de 0,440 (locus UcSSR-01) a 0,930 (locus UcSSR-06).

Meio geral heterozigosidade observada para os nove loci (0,660) foi menor
gue a heterozigosidade esperada média (0,679). Com excec¢éo do locus UcSSR-04,
todos os microsatélites se conformaram as expectativas de equilibrio Hardy-Weinberg.

O desvio significativo de HWE (pHWE <0,001) foi interpretado como uma
indicacdo de alelos nulos com uma probabilidade de ocorréncia de 20,1% para esse
locus (Tabela 1). Quando este marcador foi excluido de analise, a diferenca entre as
estimativas de HO e HE foi considerada insignificante, com valores médios de 0,698 e
0,694, respectivamente.

A estimativa de Multilocus para g (andlogo ao FST de Wright) em todos os

nove loci variou pouco com ou sem UcSSR-04 (0,015 e 0,016, respectivamente),
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apresentando baixo nivel de diferenciacdo entre as localidades. As amostras gerais
de endogamia (F) e as localidades (f) foram menores quando este locus foi excluido
a partir da andlise (Tabela 1), no entanto, em ambas as situacfes as estimativas
foram proximas de zero (0,032 e 0,003 para F; 0,0166 e -0,014) para f.

Tabela 1. Caracterizacdo de loci microsatélites para Ucides cordatus, ampliada de
319 individuos de seis localidades. A = nimero total de alelos; NA = probabilidade de
ocorréncia de Allele Nulo; PIC = conteido de informag¢do polimorfica; HO =
heterozigosidade observada; HE = "dentro da amostra" heterozigosidade esperada; F
= estimativa do FIT de Wright; q = estimativa do FST de Wright; f = estimativa do FIS
de Wright;, pHWE =nivel de diferenca de significancia do equilibrio de Hardy-

Weinberg.
Locus GenBank Repeat motif Size A NA PIC HO HE F 0 f pHWE
Accession no. Range
(bp)
UcSSR-01 F1483820 CTCGn 115-143 8 0.018 0.447 0.383 0.425 0.168 0.011 0.044 1.000
UcSSR-02 F1483821 CTGTn 131-171 11 0.009 0.735 0.702 0.750 0.172 0.016 0.005 0.989
UcSSR-03 F1483822 ACAGn 111-163 10 0.011 0.715 0.709 0.714 0.155 0.010 0.021 0.974
UcSSR-04 F1483823 TCTAn 156-176 6 0.142* 0.562 0.306 0.551 0.685 0.015 0.378 <0.001
UcSSR-05 F1483824 TGTAn 161-177 5 0.014 0495 0463 0.506 0.102 0.000 0.042 0.605
UcSSR-06 F1483825 ATAGN(N)11GATANn 173-273 26 0.001 0939 0.928 0.936 0.048 0.010-0.007 0.999
UcSSR-07 F1483826 CATANn/ACAGnN 175-215 11 -0.016 0.682 0.675 0.679 0.069 0.006 -0.055 0.977
UcSSR-08 F1483827 ACTn (N)21CTANn 260-329 22 -0.009 0.675 0.691 0.699 0.141 0.008 -0.031 1.000
UcSSR-09 - CTATn 294-358 17 -0.012 0.903 0.945 0.854 0.278 0.063 0.074 1.000
Mean/Multilocus estimate 12 0.684 0.645 0.668 0.041 0.017 0.025
(£7.3) (+0.167)
2.5% lower bound confidence interval . -0.006 0.008 0.015
(for all 9 loci)
97.5% upper bound confidence interval 0.129 0.030 0.059
Mean/Multilocus estimate 0.669 0.687 0.684 0.007 0.017-0.011
(£0.172)
o . . - -
2.5% lower bound confidence interval (for all 8 loci in HWE) 0.012 0.007-0.037
97.5% upper bound confidence interval 0.028 0.032 0.018

Considerando a diversidade por localidade, o nimero médio de alelos por locus
e riqueza de alelos variou pouco entre os sitios (Tabela 2). Os valores médios
minimos e maximos de HO encontrados por localidade foram de 0,61 e 0,73,

enquanto que para os valores de HE variou entre 0,64 a 0,70 (Tabela 2). Uma vez
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gue UcSSR-04 mostrou presenca significativa de alelos nulos, foi removido da
estrutura populacional e analises de fluxo de genes.

A qualidade dos dados também foi observada considerando a independéncia
destes marcadores e, todos os testes em pares do desequilibrio de ligacdo ndo
foram significativos ao comparar todos os loci em cada populagdo, bem como em

todas as populac6es com o nivel de significancia de 0,05.

Estruturacao populacional

As distancias FST e Jost’'s D evidenciaram baixas diferencas genéticas entre
as localidades (FST médio = 0,013; SD. = 0,004 / médio Jost's D = 0,034; SD. =
0,021) (Tabela 3). Teste de Mantel realizado com distancias genética e distancias de
litoral geografico linear (arquivo suplementar, "Distancia do litoral”) ndo mostraram
correlagéo significativa (Mantel FST: R2 = 0,04, P = 0,220; MantelJost's D: R2 = 0,10,
P = 0,140). O agrupamento bayesiano usando STRUCTURE também sugeriu falta de
diferenciacdo genética entre as amostras brasileiras. Com um Unico grupo genético
sugerido (probabilidades posteriores = 100% para K = 1). Independentemente destes
achados, as comparacfOes em pares das distancias genéticas mostraram significancia
estatistica ndo ha diferencas entre varias localidades. A amostra mais ao sul (CAN)
mostrou significancia genética diferencas de todas as outras localidades. Além disso,

amostras de FOR foram estatisticamente diferentes da maioria.

Tabela 2 - Informacdes gerais da amostra e indices de diversidade média por locus
para cada localidade. A = média namero de alelos por locus; AR = riqueza alélica
média por locus; HO = heterozigosidade observada média por locus; HE =
heterozigosidade esperada média por locus. Todas as estimativas sao seguidas pelos
respectivos desvios padrao entre parénteses

.ocalidade Tamanho / amostra Lcongitude latitude Data de coleta A(=}sd) AR(=}s.d) HO(=}s.d.) HE (=}s.d.)

CAN 91 47°59°03”W 25° 04’31”S  2008/jan 11.3(5.6) 10.1(5.0) 0.73 (0.05) 0.70 (0.05)
CAR 51 39°26'55”W 18 01’57S  2008/mar  10.0(6.4) 09.5(6.1)  0.71(0.07) 0.69 (0.05)
FOR 49 37°46'16”W 04° 31'52”S  2006/nov 08.0 (4.6) 07.8(4.5)  0.64(0.07) 0.64 (0.06)
CAU 44 38°46'30"W 03° 35'11”S  2006/nov  09.0(5.5) 08.9(5.5) 0.64 (0.08) 0.67 (0.06)
CUR 42 47°50’36”W 00° 39'23"S 2007/dez 09.5 (5.9) 09.5(5.9 0.63 (0.07) 0.68 (0.06)
sou 42 48°33'11”W 00° 42'30”S  2007/dez  09.4(5.9) 09.4(5.9) 0.61(0.07) 0.65 (0.05)
Média / localidade 53.2 (s.d. =18.9) 9,5 9,2 0,66 0,67

Outras localidades, com excecéo da sua vizinha CAU. As localidades vizinhas

CUR e SOU também tém ndo apresentaram diferencas significativas (Tabela 3).
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Amostras de CAR, que estavam sob a influéncia do Brasil Correntes, nao
apresentaram diferengas significativas de CAU e CUR (amostras sob a Corrente do
Norte do Brasil influéncia; ver Figura 1), no entanto, diferengas significativas foram
encontradas quando comparadas a outras amostras. Apesar das diferencas
significativas entre as localidades mais distantes e a auséncia de diferengas entre os
mais proximos, nenhum padrdo de diferenciacdo pode ser observado em

geral.desvios padrdo entre parénteses.

Tabela 3.- Matrizes de distancia triangular (usadas para o célculo do teste Mantel com
1000 permutacdes) entre as localidades de amostra de Ucides Cordatus. Acima da
diagonal estdo linearizados em par de FST. Abaixo da diagonal é linearizada em
paralelo a distancia D de Jost. Os valores em negrito representam diferencas
significativas(P <0,05) entre localidades

CAN CAR FOR CAU CUR SOU

CAN — 0.009 0.022 0.012 0.011 0.012
CAR 0.029 — 0.020 0.011 0.009 0.014
FOR  0.082 0.069 — 0.010 0.016 0.018
CAU 0.038 0.026 0.019 0.010  0.011

CUR 0.030 0.018 0.044 0.019 — 0.005
SOU 0.034 0.037 0.053 0.021 -0.004 —

FLO, Floriandpolis - SC; CAN, Cananéia - SP; CAR, Caravelas - BA; FOR, Fortim - CE; GOI, Goiabeiras - CE;
CAU, Caucaia - CE; PAR, Parnaiba - PI; CUR, Curuca - PA; SOU, Soure — PA.

A AMOVA mostrou que apenas 0,71% da variancia genética total é explicada
pelas diferencas entre sites de amostra, embora essas variagcbes tenham sido
significativas (FST = 0,019; P <0,001). Considerando o variagcédo entre grupos BC e
NBC, ndo foram encontradas diferencas (FCT = 0,007; P = 0,141), bem como para
comparacdes entre BC vs NBC-1 versus NBC-2 (FCT = 0,011; P = 0,069). No
entanto, os resultados da SAMOVA sugeriu um arranjo de agrupamento alternativo
com diferenciacdo significativa para amostras organizadas em quatro grupos,
denominados a seguir: BC-1 ['CAN"]; BC-2 ['CAR"]; NBC-1 ['FOR e CAU"]; NBC-2
['CUR e SOU"]. Na sequéncia desta sugestéo, o valor FCT manteve-se baixo, mas foi
significativo (FCT = 0,037; P = 0,023). Outra solucdo de agrupamento foi sugerida
pela andlise DAPC, que estimou a ocorréncia de seis grupos genéticos (Figura 2).
Nenhum deles estava completamente isolado, com os clusters 4, 5 e 6 sendo
totalmente sobrepostas; sua conectividade também foi suportada por uma arvore de

extensdo minima (Figura 2c), que clusters conectados na seguinte ordem: 5 -4 -6 - 2
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- 3 - 1. Os agrupamentos 1, 2 e 3 foram os mais divergentes com amostras mais
isoladas (Figura 2c). Nenhum dos clusters foi representado exclusivamente por um
unico localidade (Figura 2b) e nenhum padrao de estrutura genética devido a posi¢ao
geogréfica foi observado.

A assuncao de eventos de panmixia também foi descartada estatisticamente
apos o funcionamento da SASHA, que tem mostrou uma condi¢cdo nao panmictica (P
= 0,011), embora com uma pequena diferenca entre a média observada distribuicdo
de distancia dos alelos (2055,0 km) quando comparada com a distribuicdo média
esperada da distancia (2079,7 km).

Figura 2 - (a) numero o6timo de clusters (= 6) definido pelo menor valor de bic
(bayesian contetdo da informacao). (b) matriz de grupos reais e clusters inferidos. (c)
distribuicdo da amostra de acordo com analise discriminante de componentes

principais (as linhas negras que ligam os numeros 1 a 6 representam uma arvore de
extensdo minima).
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3.2 Inferéncias de fluxo de genes

Com os resultados da FCT estabelecidos, os espécimes foram dispostos em
quatro grupos (BC-1, BC-2, NBC-1 e NBC-2) para inferéncias de fluxo de genes.
Depois de testar diferentes modelos de migracdo entre esses clusters, o mais
provavel um foi definido como o modelo da ilha, com = 100% de probabilidade (Tabela
4). Outros modelos testados nao foram estatisticamente suportado com
probabilidades chegando perto de zero. Estes incluiram Panmixia e a hipétese de
dispersdo de larvas seguindo as principais correntes (BC e NBC), que foram
consideradas menos provaveis modelos. Os modelos de escalonamento e migracao
direcional também foram descartados apds a andlise. A estimativa média de Q apés
dez corridas foi de 0,098 (s.d. = 2,75 x 10-5) e histérico de mutacdo as taxas de
migracao (M) foram 975,59 (s.d. = 0,974). Considerando o modelo da ilha, que
assume um sym taxa de migracdo metrica, os indices estimados (Q e M) devem ser
considerados os mesmos para todos os pares de populacdo comparada. Assim, foi
definido um Unico valor do namero efetivo de migrantes trocados por localidade (23,94

caranguejos por geracao)

4 DISCUSSAO

A informacéao loci acessada nesta pesquisa foi altamente polimorfica de acordo
com as estimativas de PIC e heterozigacfes. Botstein et al. (1980) relataram que os
marcadores com valores PIC superiores a 0,5 sdo muito informativo, e aqui, apenas o
locus UcSSR-01 apresentou menor valor (0,453). Locus UcSSR-04 foi o dnico
marcador que nao passou no teste Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE). Supds-se que
este resultado estava relacionado a ocorréncia de alelos nulos neste locus e, portanto,
individuos heterocigoéticos teriam sido classificados como homozigotos causando
desvios HWE (CALLEN et al., 1993).

Mesmo assim, dados globais de genotipagem revelaram alta qualidade desses
microsatélites e todos os outros marcadores passaram em controle de qualidade.
Excluindo o locus UcSSR-04, as diferencas entre as estimativas de HO e HE foram
pequenas, indicando altos niveis de diversidade genética. Oliveira-Neto et al. (2014)
apresentaram valores similares para. amostras de U cordatus de outros estuarios com

valores médios de 0,74 e 0,73. para HO e HE , respectivamente.
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Tabela 4 - Comparacédo de diferentes modelos de migracdo para locais de amostra
de Ucides cordatus agrupados de acordo com os resultados da FCT. Integracao
termodinamica (T.l.) e log Fator Bayes (LBF) foram usados para estimar as
probabilidades do modelo.

Tested models TI. St dev. LBF Model Probability
1 North to South -7530.2 38.7 -1060.5 0.56 x 10~
2 South to North -7550.8 184  -1083.6 0.49 x 10-233
3  Following BC or NBC  -14702.7 7800 -15387.5 0.00
4  Stepping stone -1566.7 8.7  -1115.5 0.59 x 10-243
5 Island -{1009.0 339 0.0 =~ 1.00
6 Panmixia -15717.8 324 -17417.7 0.00

As estimativas de Multilocus para o Q de Weir e Cockerham variaram apenas
ligeiramente quando foram utilizados os nove loci, e quando o locus UcSSR-04 foi
excluido. Em ambas as situagfes, as estimativas apresentaram baixos niveis de
diferenciacdo entre localidades e nenhuma evidéncia de estruturacdo populacional.
Baixos niveis de endogamia na espécie foram detectados apds célculos F e f.
Linearizados por pairwise FST e Jost's D também evidenciaram uma fraca
diferenciacao genética entre as localidades, de acordo com as estimativas de g e com
a primeiras pesquisas sobre a estrutura genética de U. cordatus detectadas com
marcadores moleculares (OLIVEIRA-NETO et al., 2007a, b; BRITTO et al., 2011).

Além disso, foram obtidos resultados n&o significativos do teste de Mantel,
apoiando a hipotese de fluxo genético extensivo promovendo a fraca variacao
genética entre as populacdes, uma consequéncia possivel de uma estratégia
eficiente de dispersdo de larvas da espécie. Na verdade, o agrupamento bayesiano
usando STRUCTURE também sugeriu nenhuma estrutura genética ao longo do litoral
brasileiro.Também corrobora com achados prévios, onde somente a analise de
AMOVA foi realizada (OLIVEIRA-NETO et al., 2014). Com todas as informacfes
recolhidas até agora, as referéncias citadas acima concordaram que o principal
motivo para este cendario é o alto fluxo de genes entre estuarios devido a estratégia de
exportacao larval pelagico das espécies. Dentro numerosas espécies de caranguejo
com larvas de estratégias de dispersdo similares sdo pensadas para serem
transportadas até 100 km do mar desde o seu local de desova ( DIELE, 2000;
EPIFANIO ; GARVINE, 2001).

No entanto, vérias diferencas estatisticas significativas foram encontradas entre

localidades quando microsatélites Os marcadores foram usados nas pesquisas de U.
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Cordatus. Neste estudo e o de Oliveira-Neto et al. (2014) encontrado diferencas
estatisticas quando as amostras mais australas foram comparadas com outras do
Nordeste brasileiro e Estuarios do norte. As amostras de CAN (relatadas aqui)
pertencem ao estado de Sao Paulo, que esté localizado no Sudeste Brasil, enquanto
amostras mais ao sul de Oliveira-Neto et al. (2014) pertence ao estado do Parana,
qgue é localizado na regiéo sul do Brasil.

Apesar dos baixos valores de diferencas genéticas encontrados, ambas as
pesquisas apontaram que as amostras mais ao sul eram significativamente diferentes
de outras localidades, sugerindo que independentemente da auséncia de um padréao
claro de estruturacdo da populacdo, a diversidade genética entre os brasileiros 0s
estuarios ndo sao completamente distribuidos aleatoriamente. SAMOVA mostrou
diferencas significativas entre os grupos (P = 0,023) quando as localidades foram
organizadas como BC-1, BC-2, NBC-1 e NBC-2, apesar da baixa FCT (0,037). Os
resultados da SASHA também apontaram para uma situacdo ndo panmitica para os
caranguejos U. Cortatus, embora com um pequeno diferenca entre a distribuicdo da
distancia média observada dos alelos (2055,0 km) ea média esperada Distribuicdo a
distancia (2079,7 km).

Os modelos de fluxo de genes executados no MIGRATE também nao
sugeriram um cenario completamente livre troca de alelos entre todas as localidades
de amostragem, e 0 modelo de panmixia também foi descartado.Da mesma forma,
nenhum dos modelos direcionais de dispersao larval foi substancialmente aceito apés
distribuicdo posterior.

O modelo que melhor descreveu os padrbes de migracdo U. cordatus foi o
modelo da ilha. Apesar da abordagem bayesiana de MIGRATE permite a estimativa
do fluxo de genes sem a hipo6tese de taxa de migracdo simétricas ou tamanhos de
populacdo iguais (BEERLI E FELSENSTEIN, 2001), este estudo mostrou que 0s
eventos migratorio sdo provavelmente simétricos para a espécie.

Nenhuma populacéo foi considerada uma fonte particular de material genético,
uma vez que nenhuma populacdo era exclusivamente receptora de alelos.Os
resultados mostraram que cerca de 24 caranguejos foram trocados por geracao entre
cada localidade considerando o numero efetivo (Ne) em vez de tamanho absoluto da
amostra. Também € importante mencionar que U. cordatus tem sobreposicéo

geracdes, e uma vida Util de um unico individuo ndo deve ser considerada para
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interpretar os resultados desde novos geragcbes surgem ao longo de cada ano
(ALCANTARA-FILHO, 1978; SCHMIDT; DIELE, 2009).

A disperséo das larvas de U. cordatus ainda é pouco estudada no ambiente
natural. Mais distante estudos sobre processos de transporte oceanogréfico e padrdes
de dispersdo devem elucidar o que acontece com as larvas planktotréficas quando
exportadas através da pluma estuarina.

Se as larvas séo transportadas apenas por correntes de superficie do oceano,
seria de esperar uma dispersdo predominantemente ao sul ao longo da corrente
brasileira e dispersdo para o norte ao longo da corrente norte-brasileira. Outra
possivel explicacdo é que as larvas sdo transportados por correntes subterraneas em
aguas mais profundas, que podem fluir na dire¢cdo oposta para a corrente superficial
(SCHOTT et al., 1998). Esta hipotese sugere uma migracado activa de larvas sob
correntes de agua mais profundas.

De fato, as larvas de U. cordatus realizam migracdo para baixo, mas somente
durante a Ultima estagios de desenvolvimento, quando a transicéo pelagica-benténica
€ completada com sucesso e as larvas mergulham para o sedimento do fundo
(SILVA, 2007). Portanto, durante os primeiros estagios zoolégicos, U. cordatus larval
A dispersdo de 368 ainda depende das correntes de superficie. Por outro lado, as
correntes locais conduzidas pelo vento também podem explicam a conectividade
larval (ROMAN ;BOICOURT, 1999). Embora esta hipdtese pareca mais plausivel
para os regimes de micro e meso-mares, nos quais as plumas estuarinas sdo mais
suscetiveis as rodovias locais correntes, € menos provavel que os regimes macro-
marés em que as plumas estuarinas possam chegar a distancias longas de a costa.
As possiveis possiveis explicacdes ndo se excluem e podem ocorrer simultaneamente
para sustentar altos niveis de transporte de larvas multidirecional que podem explicar
a conectividade genética observada neste estudo.

Uma questdo que decorre dos nossos dados € se essa alta taxa de migracao
seria suficiente para manter apenas diferencas fracas entre as amostras de U.
Cordatus de diferentes locais. De acordo com Wright (1931) declaracdo, apenas um
migrante por geracao (a regra de um migrante por geracdo - OMPG) seria suficiente,
em determinadas circunstancias, para garantir um baixo nivel de diferencas genéticas

entre as populacdes.
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Esta regra pode ser aplicada para muitos fins de conservacdo e
gerenciamento, no entanto, esse conceito ndo implicam diretamente na panmixia
entre individuos de diferentes subpopulacdes. OMPG deve ser interpretado como
uma avaliacdo qualitativa de compensacdes entre perdas de diversidade genética em
populac¢des versus homogeneizacao entre populacoes.

A regra resulta de um modelo simples de estrutura da populacdo com base
sobre uma série de pressupostos irrealistas, que poderiam ser melhor aplicados
considerando 1 a 10 migrantes por geracdo e numero efetivo (Ne) em vez de tamanho
da amostra (N) (WANG; WHITLOCK, 2003). E dificil fornecer um namero real
universalmente apropriado de migrantes por geracdo para gerenciamento genético.
Além disso, pouca informacao esta disponivel na selecao natural de U. cordatus e seu
impacto na diversidade genética das espécies.

Uma questdo que decorre dos nossos dados € se essa alta taxa de migracao
seria suficiente para manter apenas diferencas fracas entre as amostras de U.
Cordatus de diferentes locais.

De acordo com Wright (1931) declaracdo, apenas um migrante por geracao (a
regra de um migrante por geracdo - OMPG) seria suficiente, em determinadas
circunstancias, para garantir um baixo nivel de diferencas genéticas entre as
populacdes. Esta regra pode ser aplicada para muitos fins de conservacdo e
gerenciamento, no entanto, esse conceito ndo implicam diretamente na panmixia
entre individuos de diferentes subpopulacées. OMPG deve ser interpretado como
uma avaliacdo qualitativa de compensacdes entre perdas de diversidade genética em
populacdes versus homogeneizacao entre populacoes.

A regra resulta de um modelo simples de estrutura da populacdo com base
sobre uma série de pressupostos irrealistas, que poderiam ser melhor aplicados
considerando 1 a 10 migrantes por geracdo (MILLS E ALLENDORF, 1996) e nimero
efetivo (Ne) em vez de tamanho da amostra (N) (Wang e Whitlock, 2003). E dificil
fornecer um namero real universalmente apropriado de migrantes por geracéo para
gerenciamento genético. Além disso, pouca informacdo esta disponivel na selecéo
natural de U. cordatus e seu impacto na diversidade genética das espécies.

Além disso, de se a exploracdo de estoques de caranguejo no Brasil € uma
atividade pesqueira sustentavel, a divergéncia de tracos adultos podem ocorrer

devido a pressao diferencial induzida por fortes esforcos de pesca.
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Em vérias espécies, exploracdo concentrada em individuos maiores,
demonstrou que resulta em redugédo constante em idade e duracdo da maturidade
(HAUGEN ;V@LLESTAD, 2001; SINCLAIR et al., 2002). Populagbes U. Cordatus no
Brasil, sob pressédo de pesca descontrolada, ja estdo assumindo um perfil de tamanho
diferente, no qual o tamanho médio do caranguejo foi reduzido consideravelmente
(JANKOWSKY et al., 2006). Por exemplo, uma pesquisa da padrdes morfolégicos de
caranguejos de Esp'irito Santo (Brasil) revelaram que a média da populacéo largura
da carapaca é 403 era de 4,89 cm, abaixo do tamanho legal minimo de colheita (6,13
cm) (CONTI ; NALESSO, 2010).

Este tipo de variagdo ndo pdde ser avaliado com os atuais marcadores
moleculares. Além disso, captura comercial € permitida apenas para a coleta de
individuos do sexo masculino, predominancia de fémeas sobre os machos em alguns
locais (especialmente perto das aldeias) trouxe o nivel avancado de sobrepesca deste
populacédo e destacou a necessidade urgente de acfes de gestdo (GOES et al., 2010)

Assim, mesmo com populacdes de caranguejo apresentando distribuicdo
genética homogénea ao longo da costa brasileira e com altas taxas de migracao, as
diferencas significativas encontradas em algumas localidades ndo podem ser
rejeitadas. As populagbes de U. cordatus ndo sdo panminticas e, apesar da fraca
estrutura populacional, parece que o fluxo génico né&o ultrapassa completamente os
efeitos da deriva, selecdo natural (por exemplo, doenca do caranguejo letargico) ou
exploracdo humana, que é excessiva e deve ser levada em consideracdo para
projetar a conservacao de espécies programas. Os modelos estatisticos sugerem que
0s eventos de migracdo ocorrem seguindo o modelo da ilha, com simetria; taxas de
migracdo entre locais. Assim, a conectividade observada entre populacdes de
caranguejo evidenciou a importancia de um trabalho cooperativo em uma ampla faixa

geografica visando a conservacdo e gestdo deste recurso pesqueiro.
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