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Resumo geral

A diversidade e a estrutura genéticas de duas espécies de brachyura que ocorrem
em estuarios tropicais e subtropicais do Atlantico Ocidental foi estudada ao longo da
costa brasileira. Ucides cordatus foi estudado com quatro tipos de marcadores: RAPD,
PCR-RFLP, seqiéncias de d-loop (DNA mitocondrial) e microssatélites. Cardisoma
guanhumi foi analisado somente com seqliéncias de d-loop. Para ambas as espécies,
encontrou-se alta diversidade genética com niveis de estruturacdo geografica
extremamente baixos ou mesmo nulos. Os resultados das andlises de microssatélite
mostraram maior grau de estruturagdo, embora sempre baixos, quando comparados aos
demais marcadores, o que pode ser explicado pela presenca de loci ndo neutros. Os
valores de tau obtidos a partir do d-loop revelaram que as populagdes de U. cordatus
encontradas mais ao sul sdo mais recentes que aquelas localizadas nas regides Norte e
Nordeste, indicando que estas acompanharam a expansao geografica dos manguezais.
Os valores de Theta obtidos da analise de microssatélite sugerem que os tamanhos
efetivos das populagdes localizadas mais ao norte (Amapa, Sergipe) sdo maiores que 0s
localizados ao sul (Bahia, Parana). Os resultados sao compativeis com uma estratégia
reprodutiva de exportacdo de larvas e amplo fluxo génico entre todas as populagbes

estudadas para ambas as espécies.



Prefacio geral

Esta tese € uma compilacdo de quatro artigos cientificos que tratam da
diversidade genética de duas espécies de Brachyura na costa brasileira. Trés destes
artigos tiveram Ucides cordatus como espécie alvo. O primeiro capitulo traz uma analise
da diversidade e estrutura genéticas de U. cordatus sob um ponto de vista local (dentro
de uma escala menor que 500 Km) e regional (comparando pontos separados por mais
de 2000km de distancia). Para este primeiro trabalho, foram utilizadas técnicas de RAPD
e PCR-RFLP.

O segundo capitulo também trata da diversidade genética de U. cordatus, visando
confirmar os padrdes observados no primeiro artigo utilizando uma técnica mais
sofisticada (sequenciamento da regido controladora do DNA mitocondrial, o d-loop) sobre
amostras coletadas em pontos geograficamente mais equidistante e em uma escala mais
abrangente. Este tipo de andlise permitiu fazer inferéncias sobre o processo de
colonizagao historica dos estuarios.

O fragmento analisado de d-loop representou um fragmento de tanto sucesso que
foi aplicado também em uma segunda espécie de caranguejo, o guaiamum (Cardisoma
guanhumi), que possui uma distribuicdo geografica semelhante a de U. cordatus. Isso
permitiu comparar as duas espécies sob o ponto de vista filogeografico e demografico-
evolutivo. A filogeografia de C. guanhumi consiste no terceiro capitulo desta tese.

A discussao generalizada sobre quais tipos de marcadores seriam mais eficientes
na deteccao de estruturacao, foi o motivo da realizacdo de mais um estudo, apresentado
no quarto capitulo. O estudo trata da estrutura genética de U. cordatus, com muito mais
pontos de coletas e um numero de individuos por ponto, em geral, maior quando
comparados aos capitulos anteriores. Um dos novos pontos esta localizado no Amapa, o
que permitiu fazer uma avaliacdo do quanto a foz do Rio Amazonas representa uma

barreira para a dispersao da espécie. Diferentemente dos demais, este capitulo contou

xi



com marcadores microssatélites e estimativas do tamanho efetivo e padrdes de fluxo

génico assimétrico que envolvem a Teoria Coalescente.
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Introdugao geral

U. cordatus € uma espécie intimamente associada as florestas de manguezal,
onde escavam suas tocas em substrato ndo consolidado. A espécie tem, virtualmente,
uma capacidade de dispersdo muito limitada apdés a metamorfose. As florestas de
manguezal n&o se encontram continuamente distribuidas, mas sim, separadas entre si
por praias arenosas, restingas, serras e outros ambientes intransponiveis para os adultos
de U. cordatus.

Cardisoma guanhumi tem, na fase adulta, uma capacidade de dispersao maior
que Ucides cordatus e, provavelmente, a espécie consegue atravessar florestas e
cidades litordneas que separam estuarios. Ja foram encontrados C. guanhumi a 4 Km da
costa. Contudo, a ocorréncia desta espécie € bem maior proxima a estuarios. Esta
espécie escava suas tocas em substrato mais consolidado, frequentemente na periferia
de manguezais (apicuns).

C. guanhumi passa por cinco fases de zoea (Costlow and Bookhout, 1968)
enquanto U. cordatus passa por seis (Rodrigues & Hebling, 1989), os primeiros dos quais
sao preferencialmente vividos em mar aberto (Freire, 1998). A duracao da fase pelagica
de U. cordatus é supostamente variavel na natureza. Em laboratério foi possivel
completar o periodo larval em aproximadamente 20 dias, com taxa de sobrevivéncia
positivamente correlacionada ao aumento da salinidade, num gradiente de 15 a 30
(Simith & Dielle, 2008). O periodo larval é mais afetado pela dieta do que pela salinidade
(Souza et al 2006). Uma caracteristica importante no desenvolvimento de U. cordatus é a
capacidade de adiar a metamorfose (por até oito dias) caso n&o encontre substrato
apropriado para metamorfose. Entretanto, esse adiamento pode diminuir a sobrevivéncia

e o fitness da espécie mesmo apos a metamorfose (Diele & Simith, 2007).



A estruturacao genética das populagoes

A principio, ndo € possivel ter certeza de que as amostras provenientes de
diferentes estuarios representam populacbes separas, ou se fazem parte de uma
metapopulacdo (uma populagao espacialmente estruturada, mas com algum fluxo génico
entre suas sub-populacdes locais) ou se se trata de uma populacao panmitica. Essa é
uma das questdes que este trabalho visou responder.

Os padrdoes de estruturacdo de espécies com dispersao limitada na fase adulta,
mas que possuem larvas pelagicas, estdo intimamente associados a retencdo de larvas
no estuario ou a sua exportacao para mar aberto, da seguinte forma:

e As larvas sempre voltam para o mesmo estuario de origem, e os adultos
representam populacdes isoladas em seus respectivos estuarios.

e As larvas frequentemente voltam para o mesmo estuario de origem, mas alguma
troca de larvas entre estuarios é permitida. Neste caso o conjunto de individuos
adultos de um estuario sdo metapopulacgdes.

e As larvas sao transportadas para diferentes estuarios, com muita frequéncia, e
nao existe restricdo de fluxo génico entre o conjunto de individuos de diferentes

estuarios. Neste caso, trata-se de uma metapopulagéo panmitica.

Desta forma, baseado nos padrbes de dindmica larval de U. cordatus e C. guanhumi
inferidos em outros trabalhos, esperava-se encontrar metapopulagbes pouco ou nada
estruturadas, talvez apresentando sinais de isolamento por distancia. Tal padrao foi
confirmado, mas nenhum sinal de isolamento por distancia foi encontrado na escala

geografica analisada neste trabalho.



Os principios gerais da utilizagdo dos marcadores moleculares.

A diversidade e estruturacdo genética das populacdes de U. cordatus e C.
guanhumi foi inferida pela propor¢cdo de diferentes haplétipos (mt-DNA) ou alelos
(microssatélite, RAPD) em cada conjunto de amostras.

Em uma situagdo de panmixia, ou ndo-estruturacido, espera-se que a diversidade
genética de U. cordatus e C. guanhumi na costa brasileira esteja bem distribuida ao longo
de toda a costa. Ou seja, que as propor¢cdes de haplétipos (ou ainda de diferentes
nucleotideos que os compde) ou alelos nao seja estatisticamente diferente entre
localidades diferentes. Outra implicacdo da nao-estruturacdo € que, em qualquer
localidade, a diversidade genética costuma ser alta, porque representa uma populagao
com tamanhos efetivo e absoluto supostamente muito grandes.

Em uma situacao de forte estruturagdo geogréfica, espera-se que a proporgao de
haplétipos ou alelos entre diferentes localidades seja estatisticamente diferente. Neste
caso, a diversidade genética em cada ponto de coleta é representativa de uma populagao
com tamanhos efetivo e absoluto menor do que seria esperado se ela fosse parte de uma
metapopulagdo panmitica.

E possivel que o padréo observado para as espécies em questao esteja em algum
ponto entre estes dois extremos (mais detalhes: Avise, 2004).

Referéncias:

Avise, J. C. (2004) Molecular markers, natural history, and evolution. Second edition.
Sinauer Associates, Inc, Publishers. Sunderlands, Massachusetts.

Freire, A. S. (1998). Disperséo larval do caranguejo do mangue Ucides cordatus (L.1763)
em manguezais da Baia de Paranagua, Parana.

Rodrigues, M.D.; Hebling, N.J. Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) (Crustacea, Decapoda).
Complete larval development under laboratory conditions and its systematic positon.

Revista Brasileira de Zoologia, V.6, n.1, p.147-1686, 1989.



Capitulo |

A estrutura genética de populagdes do caranguejo-u¢a Ucides cordatus

(Decapoda: Ocypodidae) em escala local e regional

Publicado na revista Hydrobiologia, (2007) 583:69-76 (Anexo 1)



Abstract

The crab Ucides cordatus (Decapoda: Ocypodidae) is a species of considerable
economic and ecological importance in mangrove areas of the Western Atlantic coast.
However, habitat loss, overfishing and a infectious disease are causing substantial
reductions in local stocks of this species, leading to a pressing need to design efficient
management strategies. A crucial step in this design is an understanding of how the
genetic variability of U. cordatus is distributed among estuaries throughout its range. In
this study we assess the degree of spatial structure in the pattern of genetic variation of U.
cordatus over local (estuaries located within 100 km from each other) and geographical
scales (estuaries located farther than 2700 km from each other). Ninety individuals were
collected from nine estuaries and analyzed using PCR-RFLP and RAPD techniques. The
percentage of polymorphic bands within populations ranged from 15% to 46% for RFLP
markers and from 40% to 70% for RAPD markers. Our results failed to demonstrate
significant geographical structure in the pattern of genetic variation, indicating that
populations of U. cordatus are capable of extensive gene flow among estuaries. The
implications of these results for the management of U. cordatus populations are
discussed.

Keywords: Phylogeography, RAPD, RFLP, AMOVA, Nested Clade analysis

Introdugao

Os manguezais desempenham um papel essencial na dindmica dos sistemas
estuarinos onde s&o encontrados, servindo ndao apenas de bergcario e areas de
alimentacéo para uma variedade de espécies de peixes e moluscos, mas também para o
enriquecimento de aguas costeiras, para a estabilizagdo da linha da costa e para a
retencao de silte e matéria organica de origem continental (Marshall, 1994, Beck et al.,

2001, Holguin et al. 2001). Apesar do consenso entre os cientistas a respeito de sua



importancia, os ecossistemas de manguezal estdo sendo destruidos a uma taxa
alarmante em varias partes do mundo, causando uma preocupacao crescente com sua
conservacdo e seu manejo sustentavel (Ong, 1995; Farnsworth & Ellison, 1997;
Sathirathai & Barbier, 2001; Walters, 2004). O caranguejo Ucides cordatus (Decapoda:
Ocypodidae) é considerado uma espécie-chave dos manguezais a oeste do Atlantico,
sendo responsavel pelo consumo e degradagdo de mais da metade das folhas mortas
produzidas nestes ambientes (Schories et al. 2003). Adicionalmente, esta espécie
representa um importante recurso pesqueiro para comunidades locais ao longo da costa
brasileira. Por exemplo, em uma comunidade de pescadores localizada no estuario de
Caeté (estado do Para, Norte do Brasil), U. cordatus é coletado e vendido por 42% das
familias e constituem a principal fonte de renda para 38% delas (Glaser, 2003). Nao raro,
a captura é feita utilizando técnicas extremamente predatérias pelas comunidades
litoraneas mais pobres. Populagdes locais de U. cordatus tém declinado em numero em
diversas regioes, nao apenas em fungdo da sobrepesca, mas também em conseqiéncia
de uma doenga causada por um fungo negro patogénico (a Doenca do Caranguejo
Letargico, Boeger et al., 2005). Relata-se que a doenga causou reducao de mais de 84%
na area de coleta de catadores apos eventos de mortalidade em massa no estuario do
Rio Mamanguape, estado de Paraiba, Nordeste do Brasil (N6brega & Nishida, 2003).
Estes fatores embasam a necessidade de desenvolvimento de estratégias de manejo de
populacdes naturais de U. cordatus para preservar tanto a integridade dos manguezais
como a dos recursos neles contidos.

Adultos de U. cordatus cavam suas tocas no substrato ndo consolidado dos
manguezais. A capacidade de dispersdao nesta fase é bastante limitada quando
comparada com a capacidade de dispersdo das larvas, que sdo planctdnicas. Existem
duas estratégias demograficas principais para macro-invertebrados bentdnicos que tém
uma fase plancténica larval (Bilton et al., 2002): (1) estagios com retencao larval e (2)
exportagcdo de estagios recém eclodidos do estuario para aguas da plataforma

continental, com subsequente retorno de um estagio larval mais avang¢ado para o estuario



mais proximo. Ambas as estratégias tém conseqiéncias importantes para a distribuigdo
de variagao genética, tanto para a diferenciacdo genética de populagdes dentro e entre
estuarios, quanto para homogeneizagcdo da variagao genética devida ao extenso fluxo
génico.

Com o objetivo de gerar as bases cientificas para o manejo adequado das
populagdes naturais, € essencial entender melhor as caracteristicas bioldgicas da
espécie em questao e, em particular, a distribuicdo geografica da variabilidade genética
entre as sub-populagdes. No presente estudo, foram usados marcadores RAPD e PCR-
RFLP para descrever o padrdao de variabilidade genética e de fluxo génico entre
populacbes de U. cordatus, em escala local e regional, estudando caranguejos

provenientes de dois estados da costa do Brasil: Sergipe e Parana.

Material de Métodos

Locais de coleta

Os espécimes de U. cordatus foram coletados em nove estuarios do Brasil, trés
no estado do Parana (Guaratuba, Paranagua e Antonina) e seis no estado de Sergipe
(Foz dos rios Sao Francisco, Sergipe, Japaratuba, Santa Maria—Vazabarris, Piaui, e
Real) (Fig. 1). O litoral do Parana e Sergipe tem 98 km e 178 km de extenséo,
respectivamente. Estes estados sao distantes entre si mais de 2700 km. Ja os pontos de
coleta dentro do mesmo estado distam menos de 70 km de outro ponto mais préximo, na

maioria dos casos.

Plano amostral

Dez individuos foram capturados em cada um dos 9 estuarios. Um pereiopode de

cada caranguejo foi removido, sem necessidade de sacrificio animal. As amostras de



tecido, obtidas dos pereidpodes, foram preservadas em solu¢cdo de EDTA-DMSO (Seutin
et al.,, 1991) e mantidas a -20° C até serem processadas. A extracdo foi realizada
utiizando o kit DNeasy (QIAGEN). A concentracdo e a pureza do DNA foram
determinadas usando espectrofotémetro GeneQuant Pro (Amersham Biosciences®). Dois
meétodos moleculares distintos foram usados para caracterizar a estrutura genética de U.
cordatus. O primeiro foi o polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricao
obtidos da regido controle do DNA mitocondrial (PCR-RFLP). O segundo foi a
“Amplificacdo Randdmica de DNA Polimdrfico” (RAPD). A metodologia para cada técnica

€ descrita abaixo.

PCR-RFLP

A amplificacado da regido controle do mtDNA (d-loop) de U. cordatus foi conduzida
usando iniciadores (primers) localizados na regidao final do 12S e na regido ILE-tRNA
(Tabela 1) e que foram desenhados especificamente para este estudo. Um fragmento de
1600 pares de base foi amplificado em uma solucéo de 25 pL contendo as concentracoes
finais dos seguintes reagentes: 6 mM de MgCl,, 1 mM de cada dNTP, 0,1 U/uL de Taq
Polimerase, tampao 1x (Invitrogen), 2 yM de cada primer, € 1,2 ng/uL de DNA. O
termociclador foi programado com as seguintes temperaturas: 2 min a 95° C de
desnaturagéo, seguidos de 35 ciclos de 20s a 95° C, 30s a 56° C e 90s a 72° C, e uma
extenséo final de 5 min a 72° C. O sucesso na amplificagdo foi conferido em eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, corado em brometo de etidio e visualizado em camara UV. Os
produtos de PCR foi entdo submetido a acdo de quatro enzimas de restricao: Mbol
(BioLabs), Alul (Invitrogen), Dral (Invitrogen), e Hinfl (Jena Bioscience). Cada 5 pL de
reacao de RFLP incluia 2 yL de produto de PCR, 0,5 pL de enzima de restricdo (um tipo
por reagdo), 2,5 uL de tampéo de reagdo. A solugao foi incubada por 4 horas a 37°C e o
resultado foi visualizado em nova eletroforese, em gel de agarose 2%, corado em

brometo de etidio e fotografado em camara UV.



RAPD

Seis primers de RAPD foram selecionados para este estudo, a partir de vinte
previamente testados (Série |, Operon Technologies). Sao eles: OPA-1, OPA-7, OPA-8,
OPA-9, OPA-11 e OPA-17 (Tabela 1). Cada reacao era composta de 15ul de solugéo
contendo as concentragdes finais dos seguintes reagentes: 0,25 mM de cada dNTP,
tampéao 1x (Invitrogen), 4 mM de MgCl,, 0,1 U/uL de Taq Polimerase, 0,4 uM de primer e
0,4 ng/uL de extrato de DNA. A programagado do termociclador incluiu um periodo de
desnaturagéo inicial de 3 min a 95° C, seguido de 35 ciclos de 15 s a 94°C, 30 s a 35°C,
e 60 s a 72° C, e por um periodo de 4 min a 72° C. Os produtos das amplificacdes foram
visualizados em eletroforese em gel 2%, corado com brometo de etidio e fotografado em
camara UV. O processo, desde a PCR até a eletroforese, foi repetido pelo menos uma
vez para cada primer e cada individuo, visando a obtencdo de produtos satisfatorios

quanto a reprodutibilidade dos fragmentos amplificados.

Analise Estatistica

A existéncia de estruturacdo geografica na variabilidade genética entre
populacbes de U. cordatus foi testada usando o método de Analise de Variancia
Molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992) implementada no programa AMOVA (Dyer, in
prep). Os bancos de dados de RAPD e RFLP para AMOVA foram analisados
separadamente. Os tamanhos das bandas foram determinados por comparagao com o
ladder 100bp (colocados a cada seqiiéncia de dez individuos no gel) e a partir dos quais
foi produzida uma matriz de presenca e auséncia de bandas. Bandas fracas foram
suprimidas das analises, no caso do RAPD.

Para os dados de RFLP foi usado, adicionalmente, Nested Clade Analysis (NCA,

Templeton et al., 1995; Templeton, 1998) para detectar padrdes de fluxo génico ao longo



da histoéria populacional. Este método incorpora o padrao evolutivo dos haplétipos e suas
distribui¢cdes geograficas atuais. O principio basico desta analise € comparar os centros
geograficos relativos as localizagdes dos individuos (e seus haplétipos) de um
determinado clado em relagao ao centro geografico de cada sub-clado ou haplétipo. Uma
chave de inferéncia (Templeton et al.,1995) é usada para interpretar os valores dessas
comparagdes e determinar o padrdo de subdivisdo resultante da historia de seu fluxo
génico.

Para a NCA foi feita uma arvore de passos minimos no Arlequin (Schneider et al.,
2000) para construir a rede de haplétipos. O programa GeoDis 2.0 (Posada et al., 2000)
foi usado para fazer os calculos referentes ao NCA. A arvore foi dividida em clados

aninhado seguindo as regras de Templeton & Sing (1993) e Templeton et al. (1995).

Resultados

Houve consideravel variabilidade genética nas populagdes amostradas de U.
cordatus sugeridas por ambas as técnicas (Fig. 2). Um total de 21 haplétipos de PCR-
RFLP foi identificado no conjunto de amostras (Tabela 2). A enzima Dra | gerou 5
padrdes distintos de digestao, seguido de Hinfl (4), Alu I (3) e Mbol (2). Treze dos 21
haplétipos apareceram somente uma uUnica vez, enquanto o haplétipo mais comum
estava presente em 41% das amostras. Os haplétipos que nao foram compartilhados
entre Parana e Sergipe estavam presentes em 3,3% dos individuos de todo o conjunto de
amostras.

Os tamanhos dos fragmentos de RAPD obtidos neste estudo variaram entre 100 e
1900bp. Um total de 40 loci pbde ser identificado com seguranca, dos quais 29 foram
polimérficos em todas as populagdes. Nao foram observadas marcas exclusivas em
nenhum estuario. A porcentagem de bandas polimérficas dentro de cada amostra variou
de 15 a 46 nos marcadores do PCR-RFLP e 40 a 70 nos marcadores de RAPD. O indice

de diversidade de Nei (Nei, 1973) foi maior com RAPD do que com RFLP, com médias de
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diversidade genética de 0,16 e 0,03, respectivamente (Tabela 3). A analise de variancia

molecular sobre os dados de RAPD e RFLP n&o detectou qualquer evidéncia de
estruturacao geografica na diversidade genética entre as populagdes de Ucides cordatus
analisadas, com valores de ®y bem proximos a 0 (Tabela 4). A comparagéo entre os
valores pareados de @ entre diferentes estuarios e suas respectivas distancias
geograficas ndo mostrou qualquer evidéncia de isolamento por distancia (Fig. 3). Embora
a arvore de passos minimos dos haplétipos de PCR-RFLP indicasse duas linhagens
principais, os testes de permutacdo do NCA ndo evidenciaram qualquer significancia
estatistica nas associagdes entre haplétipos e localidades geograficas (Tabela 5, Fig. 4).
Finalmente, as matrizes de distancia genética entre populagdes, baseadas em ambos os

marcadores, mostraram valores extremamente baixos (Tabela 2).

Discussao

Um alto grau de variabilidade genética foi encontrado em todas as populagcbes de U.
cordatus amostradas na costa brasileira. O alto grau de polimorfismo nao foi evidente
nas analises por causa de um artefato metodolégico (selecdo de bandas mais
confiaveis para analisar estruturagéo) mas era evidente nos géis de RAPD e RFLP (Fig.
2). A alta diversidade genética é padrao para populacées de Decapoda marinhos com
ampla distribuicdo geografica, e foi observada também com outros marcadores como
aloenzimas e seqliéncias de COIl em brachyura (McMillen-Jackson & Bert, 2004).

No presente trabalho, foi verificado um baixo grau de estruturacdo genética entre
duas regides geograficas consideravelmente distantes da costa brasileira. E importante
ressaltar que algumas das populagdes estdo quase 3000 km distantes entre si. Estes
dados corroboram a hipétese de que U. cordatus exporta suas larvas para mar aberto.
Indicios de que tal fenbmeno aconteca foram observados nas regides Norte (Diele, 2000)
e Sudeste do pais (Silva-Falcao et AL., 2007). No primeiro caso, na regiao de Furo

Grande (Para), foram encontradas larvas a 200 Km da costa, apds eventos de liberagéo
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massiva. E possivel que a estratégia reprodutiva varie de acordo com as condigbes
fisiograficas de cada estuario. Os dados obtidos com marcadores moleculares revelam
que uma eventual retencdo, nestes casos, ndo chega a constituir uma barreira para
dispersao.

Todavia, o padrao observado é, de certa forma, surpreendente dada a evidéncia
crescente de que a variedade de fatores fisicos oceanograficos, incluindo gradientes de
temperatura, correntes oceénicas, e padrbes de circulacdo de massas de ar podem
restringir a dispersao larval, proporcionando estruturagdo genética em populagdes de
espécies com larvas pelagicas (e.g., Reeb & Avise, 1990; McCartney et al., 2000). Um
exemplo disso é o primeiro estudo filogeografico com Brachyura no Brasil, com a espécie
Callinectes danae, que demonstrou significativa diferenciacdo na diversidade genética ao
longo de uma distancia equivalente a menos da metade da estudada no presente
trabalho (Weber & Levy, 2000). A espécie de Litopenaeus schmitti apresentou um
pequena variagdo em suas populag¢des ao sul de Cabo Frio (Maggioni et al., 2003), algo
que nao foi detectado para U. cordatus, embora Cabo Frio esteja entre os dois pontos.

Embora marcadores de RAPD tenham sofrido criticas por causa da
reprodutibilidade supostamente baixa e das diferencas de interpretacdo dos
polimorfismos, a similaridade entre réplicas, a rigorosa selecdo de bandas e a
congruéncia com os dados de PCR-RFLP garantem que os marcadores de RAPD usados
neste estudo séo confiaveis.

A falta de diferenciacdo na diversidade genética das populagbes de diferentes
estuarios tem implicagdes importantes para o manejo de populagdes naturais de U.
cordatus. Primeiro, o consideravel fluxo génico indica que populagbes locais sao
demograficamente interdependentes, com substancial troca de formas imaturas entre
estuarios adjacentes. Esta propriedade pode facilitar o planejamento de estratégias de
manejo. Estuarios bem preservados podem funcionar como fonte de larvas para areas
alteradas e permitem sua re-colonizac&o. Entretanto, ainda ndo se tem o conhecimento

sobre o quanto cada estuario colabora para o numero total de novos individuos em
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metapopulag¢des vizinhas, nem qual a influéncia dos tamanhos destes estuarios tem
nisso. Solugdes aplicaveis de forma mais genérica foram propostas por Shanks &
Grantham (2003). Segundo estes autores, as espécies com larvas pelagicas com mais de
17 dias de periodo larval experimentaram, predominantemente, médias de distancia de
dispersao superiores a 33km. Segundo estes autores, dispersar menos que 20 km pode
ser uma estratégia instavel, devido as altas variagdes nas correntes imediatamente apds
a linha da costa. Eles sugerem que, para animais com alta capacidade de dispersao, ndo
€ muito eficiente conservar uma unica grande reserva e sim, preservar varias reservas
pequenas (2km de diametro!) ao longo de toda a distribuicdo da espécie, a uma distancia
minima de 20Km. Obviamente, ha interesses econdmicos na conservagao de grandes
areas para extrativismo e as reservas devem preservar um numero grande de espécies
diferentes em relacdo a estratégia reprodutiva. Mesmo preservando grandes areas, as

pequenas reservas distribuidas equidistantemente deveriam continuar existindo.
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Fig 1 Pontos amostrais nos estados do Parana e Sergipe (1- Antonina, 2- Paranagua, 3-
Guaratuba, 4- Sao Francisco, 5- Japaratuba, 6- Sergipe, 7- Vazabarris, 8- Piaui e 9-

Real.)
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Fig 2 Géis representativos de RAPD (a) e RFLP (b) utilizados neste estudo
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Fig 4 Arvore de passos minimos subdividida em clados aninhados segundo as regras de
Templeton (1993, 1995), obtida a partir dos 21 haplétipos de RFLP detectados para U.
cordatus. Cada linha na rede de haplétipos representa um passo mutacional. O numero
dentro dos quadrados menores representa haplétipos. P (Parand) e S (Sergipe) indicam a

origem do material.
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Tabela 1 Primers de RAPD (seis primeiros) e primers pra amplificagdo do fragmento de

mtDNA, com respectivas sequéncias de nucleotideos

Nome do primer

Seqiiéncia

OPA-01
OPA-07
OPA-08
OPA-09
OPA-11
OPA-17
12SUCAF3

ILEUCARS3

5-CAGGCCCTTC-3
5-GAAACGGGTG-3
“GTGACGTAGG-3
“GGGTAACGCC-3
~CAATCGCCGT-3
~GACCGCTTGT-37
5-CCAGTANRCCTACTA
TGTTACGACTTAT-3
5S-GCTAYCCTTTTAAAT
CAGGCAC-3’

o n o n
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Tabela 2 Haplétipos de PCR-RFLP (H) identificados no presente estudo, e suas
freqUéncias relativas nos diferentes estuarios do Parana e Sergipe (S—Rio Sergipe, J—
Rio, Japaratuba, R—Rio Real, P—Rio Piaul, SF—Rio, Sao Francisco, V—Rio,

Vazabarris, G—Baia de Guaratuba, P—Baia de Paranagua , A—Baia de Antonina)

Sergipe Parana
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Tabela 3 Distancia genética de Nei entre populagdes de diferentes estuarios baseado em

PCR-RFLP (acima da diagonal) e RAPD (abaixo da diagonal), e a porcentagem de loci

polimérficos (RAPD) e diversidade genética em cada estuario.

VA Pl RE SF JA SE P G A
VA - 0,003 0,006 0,015 - 0,003 0,003 0,004 0,001
P 0,019 - 0,009 0,003 - 0,007 0,001 0,006 0,001
RE 0,027 0,01 - 0,023 0,015 0,002 0,015 0,005 0,005
SF 0,01 0,006 0,001 - 0,005 0,02 0,003 0,016 0,014
JA 0,004 0,007 0,011 0,004 - 0,008 - 0,003 0,002
SE 0,018 0,003 0,015 0,007 0,009 - 0,009 0,001 0,002
P 0,015 0,002 0,012 0,001 0,004 0,004 - 0,005 0,004
G 0,02 0,006 0,014 0,003 0,019 0,005 0,004 - 0,003
A 0,023 0,009 0,016 0,011 0,001 0,01 0,005 0,018 -
% de loci
polimérficos 50 60 60 52,5 52,5 52,5 50 52,5 47,5
He (RFLP) 0,12 0,06 0,09 0,03 0,07 0,1 0,07 0,1 0,09
He(RAPD) 0,16 0,17 0,17 0,17 0,16 0,16 0,17 0,16 0,14

VA. Vaza-barris; P. Piau1’; RE. Real; SF. Sdo Francisco; JA. Japaratuba; SE. Sergipe; P. Paranagua’; G. Guaratuba; A.

Antonina
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Tabela 4 Medidas de diferenciacdo das populacgdes de U. cordatus baseadas na analise

de variancia molecular, tanto entre pontos de um mesmo estado quanto entre estados.

Comparacgao D p
Entre amostras
-0,009 0,73
do Sergipe
Entre amostras
RAPD 0,025 0,09
do Parana
Sergipe X
-0,0004 0,55
Parana
Entre amostras
-0,005 0,61
do Sergipe
Entre amostras
RFLP 0,03 0,12
do Parana
Sergipe X
-0,001 0,58
Parana
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Tabela 5 Analise de Clados Aninhados (Nested Clade Analysis — NCA) sobre o d-loop

das populagdes de U. cordatus na costa do Brasil, calculado a partir dos clados da figura

4. D, sao distancias de clado, D, sdo distancias de clado aninhado. Para nenhuma

dessas distancias foi encontrado valores significativos de p.

Haplétipos Clados de nivel 1 Clados de nivel 2
De Dn Dc Dn Dec Dn

1 0 605 1-1 1262 1164 x 2-1 1344 1222

2 0 605

3 0 1650

4 1253 1219

I-T 1253 269

5 1530 1500 1-2 0 720

6 0 1173

I-T 1530 326

7 1-3 1530 1189

8 I-T -26 49

9 1650 1466 14 1530 1192 2-2 1491 1204

10 0 880

I-T 1650 586

11 0 2200 1-5 2200 1131

12 0 2200

I-T 0 0

13 0 1344 1-6 1494 1281

14 0 977

15 0 977

16 1514 1419

I-T 1514 319

17 1760 1243 1-7 1571 1184

18 1760 1243

19 0 1375

20 0 1375

21 0 1100 I-T -135 100 }

I-T 880 -19.9
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Capitulo Il

Demografia evolutiva e estrutura genética da populagoes de Ucides

cordatus (Decapoda: Ocypodidae)

Publicado na revista Marine Ecology (2007) 28: 460-469 (Anexo 2)



Abstract

Variation in a fragment of the mitochondrial control region was investigated to
assess the population history of the mangrove land crab, Ucides cordatus L., based on
100 individuals from five locations throughout the Brazilian coast. There was considerable
variability in the studied fragment, with every individual showing a distinct haplotype.
When regions of ambiguous alignment were removed, 90 haplotypes were still
recognized, of which only 1 was shared among locations. There was no statistically
significant evidence for geographical structure in the pattern of genetic variability based on
a nested clade analysis, even though the geographical distances among the farthest
collection sites exceeded 3000 km. Moreover, the mismatch distribution of pairwise
differences showed a smooth unimodal distribution that is consistent with a recent
population expansion of U. cordatus, either when each location was analyzed in isolation
or when all samples were combined. Interestingly, the estimates for the duration of such
expansion vary latitudinally, suggesting that the expansion of the population of U.
cordatus proceeded in a southward direction. These results indicate a possible
relationship between the growth in the population of the mangrove land crab and the

dynamics of mangrove ecosystems during the Quaternary.

Introdugao

Um crescente numero de ferramentas analiticas e conceituais para estudo de
variabilidade genética tem revelado uma acentuada variedade de padrdes de fluxo génico
e demografia histérica em organismos marinhos. O grau de estruturacdo nem sempre é
inversamente proporcional a aparente capacidade dispersiva dos animais marinhos,
tendo sido relatado estruturagdo em animais com grande capacidade de dispersao
(Graves,1998; Shaw et al,1999; 2000; Roman & Palumbi 2004; Bay et al. 2006), e pouca
ou nenhuma relagdo com o tempo de vida como larvas pelagicas, no caso de algumas

espécies de peixes de recife (Bay et al. 2006). At¢é mesmo entre espécies
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filogeneticamente préximas, é possivel encontrar graus de estruturacdo geografica e
diversidade genética bem distintos, como observado recentemente em duas espécies
proximas de camarbes peneideos (McMillen-Jackson & Bert, 2003), bem como com
espécies de siris do género Callinectes (ver: Weber & Levy 2000; McMillen-Jackson &
Bert 2004; Pfeiler et al. 2005).

Entretanto, o modo como os fatores fisiograficos e histéricos tém moldado os
padrées de diversidade genéticos de espécies marinhas desde o inicio do Quaternario
ainda sdo desconhecidos. Tais informagdes seriam muito Uteis, ndo somente para
compreender o0s processos de especiacao, mas também para estabelecer estratégias de
conservagdo que mantenham o potencial evolutivo das espécies marinhas a longo prazo
(Palumbi, 2004).

Um crustaceo marinho de particular importadncia dos manguezais brasileiros € o
caranguejo-ugd, Ucides cordatus L. Ele é considerado uma espécie-chave para os
manguezais do Oeste do Atlantico por seu papel de reciclador de nutrientes, coletando
folnas mortas caidas no solo, e proporcionando o aeramento do solo, através da
escavacgao de tocas (Nordhaus et al. 2006). Adicionalmente, ele esta entre os recursos
pesqueiros mais importantes da regido Nordeste do Brasil, sendo uma importante fonte
de renda para familias pobres locais (Diele et al., 2005). A combinacdo de super-
explotacado (Ministério do Meio Ambiente 2004; Amaral & Jablonski 2005) e uma doenca
infecciosa emergente (Doenca do Caranguejo Letargico, Boeger et al, 2005), tém
causado redugbes nos estoques naturais de U. cordatus (ver Alves & Nishida 2003),
implicando na necessidade urgente de desenvolvimento de estratégias de manejo e
conservagao da integridade genética das populagdes locais deste caranguejo.

Em um primeiro estudo sobre a diversidade genética de U. cordatus, no qual
foram utilizados marcadores de RAPD e PCR-RFLP sobre a regido controle do DNA
mitocondrial ndo foi encontrada nenhuma evidéncia de estruturacado genética (Oliveira-

Neto et al.,, 2007). Entretanto, os dados de sequéncias nucleotidicas e uma maior
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abrangéncia geografica e poderao confirmar os padrées genéticos das populagdes desta
espécie, fornecendo novas informagdes sobre a evolugao destas populagdes.

Mudangas no tamanho da populacdo podem deixar tracos reconheciveis nos
padrdes de variabilidade genética. Em particular, a distribuicdo do numero de diferencgas
entre pares de sequéncias em uma amostra (conhecido como Mismatch distribution)
pode conter informagdes sobre a histéria da populagdo (Rogers & Harpending 1992).
Dado que a genealogia de uma populagdo de tamanho constante contém ramos internos
longos, as mutagdes presentes nestes ramos serao compartilhadas por varias linhagens,
resultando em uma mismatch distribution irregular ou descontinua. Por outro lado, a
genealogia de uma populacdo que tem crescido significativamente em tamanho
apresenta longos ramos terminais e as mutagbes ocorridas nestes ramos serao
especificas de uma linhagem. Sob estas condigbes, uma mismatch distribution unimodal
€ esperada, cuja média, sob um modelo de sitios infinitos, cresce em fungdo do tempo
decorrido apds o crescimento da populagdo. Os métodos de mismatch distribution séo
usados no presente estudo para inferir a histéria das populagbes do caranguejo-uga, U.
cordatus, através da investigacao dos padrbes de variagdo em um fragmento da regido

controle do mt-DNA entre pontos ao longo da costa brasileira.

Material e Métodos

Foram utilizados 20 exemplares de U. cordatus de cada uma das 5 localidades
amostradas ao longo da costa brasileira: Para, Pernambuco, Sergipe, Bahia e Parana
(Fig. 1), totalizando 100 individuos. O tecido muscular de um dos pereiopodes foi
removido, preservado em EDTA-DMSO (Seutin et al. 1991) e mantido a —20° C. O DNA
gendmico foi extraido utilizando kit Dneasy (Qiagen) de acordo com instrugbes do
fabricante.

Os primers 12SUCAF3 (5-CCA GTA NRCCTA CTA TGT TAC GAC TTA T-3) e

ILEUCARS3 (5°-GCT AYC CTT TTA AAT CAG GCA C-3’) foram usados para amplificagéo
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de um fragmento de 1,6kb, incluindo a regido controle mtDNA de U. cordatus (Oliveira-
Neto et al. 2007). Cada 25 ul de PCR incluiu as seguintes concentragbes: 6 mM de
MgCI2, 0,25 mM de dNTP, 0,1 U/ ul de Taq Polimerase, tampao 1 X (Invitrogen), 2 uM de
cada primer, e 1,2 ng/ ul de DNA. As condi¢cdes de termociclagem incluiram uma
denaturagéo inicial a 95° C por 2 min, seguida de 35 ciclos a 95° C por 20s, 56° C por
30s, e 72° C por 90s, e uma extensao final a 72° C por 2 min. Uma aliquota de 2 ul foi
usada para eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio e
visualizada sob luz UV. Os produtos bem sucedidos na amplificacdo foram purificados
usando o kit MinElute (Qiagen).

As reacbes de sequenciamento foram realizadas utilizando primers internos
(DL.USSA.R1: 5-GGT TAG AGA GAA GGT TAG AGG AC-3’, e DL.USSA.F1: 5GTA TAA
CCG CGA ATG CTG GCA C-3), que geraram fragmentos que poderiam ser
sequenciados em uma unica reagao, incluindo 112bp da regido 5 do 12S mtDNA e mais
de 400bp da regido controladora (o tamanho pode variar em fun¢do da presenca de
insercdes). A reacdo de sequenciamento em solugbes de 10 pl incluiu as seguintes
concentracoes finais: 5ng/ pl de DNA, 0,16 pyl de primer, 0,15X de tampao de reacéo, e
0,5 pl de BigDye (Applied Biosystems). O produto final foi purificado com Sephadex G50
e processado em sequenciador automatico ABI3130. As fitas sense e reverso foram
conciliadas usando o pacote STADEN (Staden, 1996). As sequéncias foram alinhadas
usando Clustal W (Thompson et al. 1994), implementado no BioEdit ® (Hall 1999).
Regides com alinhamento ambiguo foram omitidas das analises.

A existéncia de estruturacédo geografica no padrao de variabilidade genética entre
populagbes de U. cordatus foi testada usando a Analise de Clados Aninhados (NCA),
como implementado pelo programa GeoDis (Posada et al. 2000), de acordo com as
regras de Templeton et al. (1995). Este programa calcula as distancias de clado Dc
(média das distancias entre a localidade dos membros de um clado e o centro geografico
do clado) e a distancia de clado aninhado Dn (média espacial da distancia entre os

membros de cada clado e o centro geografico e o centro geografico de todo o clado
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aninhado de nivel superior). Adicionalmente, as medidas da média de distancia entre
clados de ponta e interior dentro de um clado aninhado (Int-Tip)c, e a distancia de clado
de ponta e interior do clado aninhado de nivel superior (Int-Tip)n sao estimados. O teste
para saber se as distancias sao significativamente maiores ou menores do que o
esperado pelo acaso foi feito a partir de 10000 permutacbes. A interpretacdo dos
resultados seguiu os métodos desenvolvidos por Templeton et al. (1995).

As inferéncias sobre a histéria demografica foram acessadas usando a analise de
mismatch distribution - MD (Slatkin & Hudson, 1991; Rogers & Harpending 1992). Trés
parametros foram estimados usando modelos de Rogers & Harpending’s (1992) h0 =
2NOu, h1 = 2N1u, e s = 2ut, onde assume-se que uma populagdo inicial de tamanho
efetivo NO cresga rapidamente para um tamanho N1 num intervalo de tempo de t
geragdes antes do presente, e u é a probabilidade por geragdo de que uma mutacio
atinja um nucleotideo na regido de estudo. Estes parametros foram estimados usando a
aproximagao de minimos quadrados nao linear generalizada desenvolvida por Schneider
& Excoffier (1999). Também, o grau de aproximacao entre o mismatch distribution
observado e aquele esperado sob populagdo em crescimento foi testado usando a
estatistica de raggedness de Harpending (1994). O equilibrio de selegdo de mutacao foi
testado usando os parédmetros D de Tajima (1989) e F de Fu (1997). No teste de Tajima
(1989) o parametro h é independentemente estimado duas vezes. Uma estimativa é
calculada a partir do numero de sitios polimérficos e a outra a partir da média de
diferengas das amostras. As diferencas entre as duas estimativas sao entado atribuidas a
selecao ou a histéria demografica da populacao estudada.

Similarmente, a estatistica Fs de Fu (1997) compara o numero observado de
alelos em uma amostra com o0 numero observado de alelos esperados em uma
populacdo que se mantém em tamanho constantes. As significancias de D e Fs foram
testadas por randomizagao. D e Fs foram calculados para cada re-amostragem simulada
para obtencao de uma distribuicdo nula, sob a hipétese de estacionariedade demografica.

Uma expansao de populacdo recente produziria valores negativos em ambas as
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estatisticas. Todas as analises foram rodadas pelo programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et
al. 2005) com excecao da NCA, que foi feita com o auxilio dos programas GeoDis

(Posada, 2000) e TCS (Clement et al., 2000)

Resultados

Variagao genética

Um fragmento de 600 pares do DNA mitocondrial foi bidirecionalmente
sequenciado para os 100 individuos de U. cordatus. Houve consideravel variabilidade
genética no fragmento estudado, com cada individuo mostrando um distinto haplétipo da
regido controladora. Quando as regides ambiguas foram removidas do alinhamento, 505
sitios definiram 90 haplétipos, dos quais apenas um foi compartilhado entre localidades e
10 foram encontrados em mais de um individuo. Ndo houve nenhuma tendéncia
latitudinal clara no nimero de haplétipos, no niumero médio de diferencas de nucleotidos
e na diversidade de nucleotideos entre as areas estudadas (Tabela 1). As sequUéncias
destes haplétipos foram depositadas no GenBank sob os nimeros de acesso EU057729—

EU057828.

Estrutura populacional

Nao houve estruturacio estatisticamente significativa nos padrdes de diversidade
genéticas da populagdes entre as localidades estudadas de acordo com o NCA (Tabela
2). Este resultado é evidente na rede de haplétipos (Fig.2), na qual ndo ha relacao
aparente entre as localidades de um haplétipo e o seu relacionamento genético com
outros haplétipos. Este resultado indica que conhecendo-se apenas o haploétipo de um

individuo nao é possivel predizer a localidade na qual ele foi coletado.
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Expansé&o da populagédo no passado

As estimativas do D de Tajima e F de Fu foram negativas em todas as
localidades, embora as probababilidades associadas nao apresentaram significancia
estatistica na maioria dos casos (Tabela 1). Em adi¢do, a distribuicdo das diferengas
entre pares de base mostraram padrdo unimodal caracteristico de populagdes em
expansao populacional, tanto quando cada localidade foi analisada separadamente
quanto quando todas as amostras foram agrupadas para uma unica analise (Fig. 3). O
indice de raggedness de Harpending foi uniformemente baixo em todos os casos,
confirmando a distribuicdo unimodal. A amostra do Para teve uma relativamente baixa
probabilidade associada (P= 0,017), que se tornou nao significativa apés o controle de
multiplas comparacgoes.

As estimativas de h0 e h1 indicam que as populagdes tiveram um aumento a partir
de um tamanho muito pequeno (proximo de 0, em alguns casos) para muito grande
(infinitas em todos os casos), com 95% de intervalo de confianga (Cl). Interessantemente,
houve um decréscimo nos valores de tau nas populacbes do Norte (tau-20,7 no Para)
para o sul (tau=12,18 no Parana), indicando que a expansao de U. cordatus ocorreu do

norte para o sul do Brasil ( r? = 0,89; P=0,016; Fig. 4).

Discussao

Os resultados de NCA da variacdo genética de U. cordatus ndo mostraram
nenhuma evidéncia de estruturagdo geografica, mesmo considerando as distancias entre
os pontos mais distantes, equivalentes a 4500 km. Este resultado corrobora o estudo
prévio com a mesma espécie, em uma escala geografica menor, utilizando marcadores
de RAPD e PCR-RFLP (Oliveira-Neto et al. 2007). Embora tal falta de diferenciacao

genética seja também encontrada em outras espécies [e.g. Pachygrapsus crassipes (ver
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Cassone & Boulding, 2006) e Callinectes sapidus (ver McMillen-Jackson & Bert 2003)],
este carater com certeza ndo é compartilhado por todos os crustaceos estuarinos. Um
espectro de niveis de diferenciacdo em populagcbes marinhas tem sido descrito, o qual
pode variar de fraco a muito forte (Weber & Levy 2000; Roman & Palumbi 2004; Diniz et
al.2005; Remerie et al. 2006; Ricklefs et al. 2006). Tais diferencas sao causadas por
variagao interespecificas na biologia das larvas, com a qual a retengao/exportagao larval
pode estar associada a niveis de fluxo génico variaveis entre estuarios. Por outro lado, as
larvas de U. cordatus sdo conhecidas por sua alta capacidade de disperséo (Diele 2001),
uma estratégia que é consistente com uma esperada baixa estruturagao geogréfica.

Um consideravel nivel de diversidade genética foi observado nas populacdes de
U. cordatus, o que é comum em crustaceos marinhos (e.g. McMillen-Jackson & Bert
2003, Diniz et al. 2005, Cassone & Boulding 2006). Um alto nivel de diversidade
haplotipica € usualmente interpretado como o resultado de uma combinagdo de altas
taxas de mutacado e grande tamanho efetivo das popula¢des (McMillen-Jackson & Bert,
2003; Diniz et al. 2005; Cassone & Boulding 2006; Ricklefs et al. 2006). A mudanca de
tamanho na populagao deixa rastros que podem ser detectados por sequiéncias de DNA
(Slatkin & Hudson 1991; Rogers & Harpending 1992). Os padrdes de mismatch
distribution observados sao claramente unimodais, um resultado que é consistente com
uma expansao demografica recente (Slatkin & Hudson 1991; Rogers & Harpending 1992)
ou com a expansao da area de ocorréncia com altos niveis de migracao entre demes
vizinhas (Ray et al. 2003; Excoffier 2004). A mismatch observada ainda pode explicar um
alto nivel de diversidade haplotipica, assumindo-se que a expansao populacional causa
um numero de haplétipos gerados maior que o niumero de haplétipos perdidos por deriva
(Avise et al. 1984). E importante notar que, mesmo sabendo que a alta variabilidade
genética no fragmento estudado, provavelmente, viola o pressuposto de sitios infinitos da
andlise de mismatch distribution, estudos com simulagdes tém mostrado que as
estimativas paramétricas sdo robustas a despeito de tais violagdes, mesmo quando a

taxa de mutacao de sitios especificos seguem a distribuicdo gama (Rogers et al. 1996).
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Um aspecto marcante na mismatch distribution observada é a variagado
sistematica nos valores de tau, indicando uma possivel expanséao latitudinal da area de
ocorréncia. Assumindo que a taxa de mutacdo € constante entre localidades, as
populagdes localizadas mais ao norte (s = 20,7) é mais antiga que a populagao localizada
mais ao sul (s = 12.18). Tendo-se em vista a forte ligacao entre a ecologia de U. cordatus
e 0 manguezal, esta expansdo pode indicar um aumento correspondente na
disponibilidade de areas com manguezal ao longo da costa brasileira. Estudos com
dados palinolégicos do Quaternario tém mostrado que a distribuicdo de florestas de
manguezais resulta de um processo muito dindmico, especialmente em resposta as
flutuagcdes no nivel do mar (Woodroffe & Grindrod 1991; Ellison 1996). Em particular, a
expansao dos manguezais tem sido relacionada a periodos de transgressao, e ndao pode
ser simplesmente associada ao clima umido e seco (Grinrod et al. 1999). Esta hipotese
de expansdo de ambientes de manguezal na costa brasileira pode ser indicativo de
formacgéo de estuarios mais bem desenvolvidos, como sugerido por Grinrod et al (1999)
para os trépicos australianos.

Os resultados do presente estudo sugerem que tal expanséo pode ter deixado
sinais no padrdo de variagcdo genética de caranguejo do mangue, possivelmente
acompanhando uma expansao das areas de manguezal. Infelizmente, para melhor
compreensao, nenhuma informacdo comparavel sobre outros animais ou plantas esta
disponivel para determinar se este € um padrdo geral para espécies de manguezal.
Entretanto, ao menos um caranguejo simpatrico mostra alta concordancia nesses

padrdes genéticos (Cardisoma guanhumi, Oliveira-Neto et al., dados nao publicados).
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Tabela 1. Valores descritivos e parametros estimados a partir das sequéncias de d-loop

de U. cordatus da costa brasileira.

Total Para Pernambuco  Sergipe Bahia Parana
Numero de individuos 100 20 20 20 20 20
Numero de haplétipos 90 17 19 19 18 17
Numero de haplétipos unicos 88 17 19 18 18 16
Médias de diferencas de

16,2 18,32 16,71 14,84 16,17 15,7
nucleotideos

0,035 0,041 0,035 0,033 0,036 0,032
Diversidade de nucleotideos (SD)

+0,017 + 0,021 +0,018 +0,017 +0,018 +0,016
D de Tajima -1,472 -1,036 -0,811 -1,215 -1,227 -0,6
Po 0,045 0,149 0,209 0,088 0,091 0,315
Fs de Fu -24,01 -2,03 -5,63 -6,01 -5,52 -2,97
Pe <0,001 0,188 0,018 0,019 0,018 0,106
60 (95% IC) 0 0,035 0,028 15 2,7 0

(0-3,15) (0-3,69) (0-3,99) (0-5,15) (0-8,62) (0-3,67)
©1(95% IC) 191 o 300 187 184 74

(120—) (178,8—) (126,19-) (92,06-=)  (82,5—=) (37,75-)
Tau (95% IC) 16,6 20,7 18,6 16,1 16,8 12,18

(12,3-18,4)  (16,2-23) (13,2-21,4) (12-21) (12,5-23,6)  (7,4-14,9)
indice

0,001 0,034 0,007 0,012 0,007 0,011
raggedness
P: 0,991 0,017 0,854 0,528 0,871 0,731
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Tabela 2. Valores de distancias de clado (D.), distancias de clado aninhado (D,) e

contraste entre clados de ponta e clados interiores (I-T) provenientes da Nested Clade

Analysis sobre a rede de haplétipos (Fig. 2) de d-loop de populagdes de U. cordatus da

costa brasileira.

clados o, D, clados o, D, clados o, o,
2-1 0 1930
22 1600 2639
-3 g 3100 1 10T 14
T 50 8935
-4 o 2000
1.5 0 1000
i o T 32 1500 1534
T D 1600
2.7 0 1201 41 i
o ; e 16922 1642
3.0 0 1575 33 =% ey 17149
2-10 1E00 231117
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Tabela 2. Continuacgao.

clados

clados D. o clados D. o D. D

2-34 0 540
2-35 0 450 3-17 900 1762
2-36 0 1350
2-37 0 2000
2-38 0 2000 3-18 2000 2369.4
1-T 0 0
2-39 0 3075
2-40 0 1625 3-19 2316.7 1900.9
2-41 ] 2250
2-42 0 1170.6 4-6 1922.1 1743.7
2-43 4600 26555
2-44 0 1105.5
2-45 0 1827.8
2-46 0 977.7 320 1616.2 1661.4
2-47 0 977.7
2-48 0 977.7
2-49 0 977.8
1-T 1022.2 524.3

1T 04 282
2-50 0 1650
2-51 0 4100
2-52 0 1885.7 3-21 2635.2 2106.9
2-53 0 2150
1-T 0 7476

3-22 0 1979.3
2-54 4600 3066
2-55 0 1683.3 4-7 2046.9 1899.3
256 0 16833 3-23 2375 1924.1
1-T -4600 -13833

3-24 0 1410
2-57 0 716.6
2-58 0 716.6
259 0 950 325 681.8 1600
2-60 0 416.6

1-T 38.1 -68.7

47



Capitulo Il

Demografia evolutiva e estrutura genética da populagoes (Cardisoma

guanhumi, Decapoda: Gecarcinidae) ao longo da costa do Brasil

Publicado na revista Journal of Marine Biological Association of the United Kingdom

(2008): 88(7), 1417-1423 (Anexo 3)



Abstract

Several crab species are important fishery resources in Brazil and their
overexploitation to severe population declines in some regions. The management of
populations of these species should take into account the degree of gene flow among
populations in different estuaries. The goal of the present study is to assess the degree of
geographical structure in the genetic diversity of the blue land crab, Cardisoma guanhumi,
along the Brazilian coast. A fragment of the control region of the mtDNA (750 bp) was
sequenced for 95 specimens collected across 5 Brazilian states. Analyses using F-
statistics failed to indicate any evidence of geographical structure, a result that was
corroborated by a Nested Clade Analysis of the same dataset. Mismatch distribution
analyses indicated that populations of the blue land crab have experienced an expansion
during their recent evolutionary past. The obtained results are similar to those recently
described for another sympatric crab, Ucides cordatus, particularly with respect to the
extensive degree of gene flow. However, populations of C. guanhumi do not show the

North-South expansion found in U. cordatus.

Key words: population genetics, d-loop, mangrove, estuary, guaiamum.
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Introducgao

O guaiamum (Cardisoma guanhumi, Brachyura: Gecarcinidae) € uma caranguejo
muito adaptado a vida terrestre, que vive em areas estuarinas nas regides tropicais e
subtropicais da costa atlantica do Novo mundo, desde o estado da Florida, nos EUA, até
o estado de Santa Catarina, sul do Brasil. E um importante recurso econdmico devido ao
seu grande tamanho corporal, que comumente ultrapassa 11 cm de comprimento de
carapaga. No Brasil, seu maior consumo ocorre nos estados da regido Nordeste, onde
tem consideravel importancia econémica (Amaral & Jablonski, 2005; Ministério do Meio
Ambiente, 2005). C. guanhumi ndao é uma espécie considerada ameacada de extingao,
ainda que em algumas regides, tenha se tornado rara e as médias de tamanho corporal
tenham diminuido (Amaral & Jablonsky, 2005). Consequientemente, C. guanhumi foi
incluida na lista oficial de espécies sobre-explotadas (Ministério do Meio Ambiente, 2004).

O ciclo de vida de C. guanhumi é similar ao de outros crustaceos semi-terrestres
que vivem nos manguezais ou proximos a estes. Durante a estagdo reprodutiva, tais
caranguejos langcam milhares de larvas na agua durante a maré cheia da lua nova. Estas
sdo carregadas para aguas da plataforma, onde permanecem por varias semanas até
retornarem para o estuario (Gifford, 1962). O fluxo génico entre populagdes desta espécie
ocorre, principalmente, através da dispersao das larvas para outros estuarios, uma vez
que os adultos tém capacidade de dispersdo mais limitada. A distancia entre estuarios, o
fluxo génico, a direcdo das correntes marinhas e o formato dos estuarios variam
consideravelmente ao longo da costa brasileira, e a influéncia destes fatores no potencial
dispersivo das larvas é quase completamente desconhecida.

Os conhecimentos de grau de fluxo génico, diversidade genética e tamanho
efetivo da populacao sdo a base do estabelecimento de estratégias de conservagao
(Frankham et al. 2002). Animais com larvas pelagicas marinhas normalmente possuem
pouca diferenciacdo genética devido ao alto grau de fluxo génico. Entretanto, estudos

com alguns crustaceos braquiuros tém mostrado graus de estruturagdo que variam de
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baixo (McMillen-Jackson & Bert, 2004; Cassone & Boulding, 2005; Pfeiler et al., 2005;
Oliveira-Neto et al., 2007, 2008) a intermediario ou alto (Weber & Levy, 2000; Fratini &
Vannini, 2002; Weinberg et al., 2003; Roman & Palumbi, 2004).

Um estudo recente com o ocipodideo Ucides cordatus, uma espécie grandemente
simpatrica com C. guanhumi, falhou em mostrar alguma evidéncia de estruturacao
genética ao sul do Rio Amazonas (Oliveira-Neto et al., 2007).

O objetivo do presente estudo é a caracterizagcdo e comparacdo da estrutura
genética de C. guanhumi ao longo da costa brasileira usando sequéncias da regiao
controladora do mt-DNA, um fragmento muito apropriado para estudos de genética
populacional, devido ao seu alto grau de polimorfismo intrapopulacional (McMillen-

Jackson & Bert T.M, 2004; Oliveira-Neto et al., 2007).

Material de Métodos

Area de estudo

As amostras foram obtidas de cinco estados ao longo da costa brasileira: Rio
Grande do Norte (n=10), Pernambuco (n=19), Sergipe (n=21), Rio de Janeiro (n=20), e
Santa Catarina (n=23) (Fig. 1). As distancias entre os estuarios estudados variaram entre
400 Km a 5000 km e sao separados um dos outros por praias arenosas e outros
estuarios. Os aproximadamente 5000 km de costa que este estudo abrange representam
aproximadamente um terco da distribuicdo de C. guanhumi. Existe uma bifurcacdo na
corrente Sul Equatorial na regido Nordeste do Brasil, perto dos 16° S, implicando o
surgimento de duas correntes, a corrente das Guianas ao norte e a corrente do Brasil ao
sul. No entanto, a correntes costeiras podem ter maior importancia na dispersdo das
larvas, e tem maior variagdo espacial e temporal em suas dire¢des (Silva et al., 2005;
Miranda, 1370; Mesquita & Hatari, 1969).

Etapas laboratoriais

Um fragmento de tecido muscular de um pereidpode foi removido, preservado

numa solugdo de EDTA-DMSO (Seutin et al., 1991), e mantido a -20°C. O DNA gendémico
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total foi extraido usando o kit ChargeSwitch® (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do
fabricante. Os primers 12SUCAF3 (5— CCA GTANRC CTACTATGT TAC GAC TTAT -
3’) e ILEUCARS (5= GCT AYC CTT TTA AAT CAG GCA C - 3) foram usados para
amplificar um fragmento de aproximadamente 1,6kb incluindo a regido controle do
MtDNA (Oliveira-Neto et al. 2007). Cada 25-ul de solugdo de PCR teve as seguintes
concentragdes finais: 6 mM de MgCl,, 0,25 mM de cada dNTP, 0,1 U/ uL de Taq
polimerase, tampado 1X, 2 uM de cada primer, e 1,2 ng/uL de DNA genémico. A
programacao de temociclagem consistiu nos seguintes passos: 95°C por 2 min, seguido
por 35 ciclos de 95°C de 20 s, 56°C de 30 s, e 72°C por 90 s, seguido por uma extensao
final de 72 °C por 2 min. Uma aliquota de cada produto de PCR foi usada em eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio e visualizado em camara UV.
Os produtos das reacdes bem sucedidas foram purificados com kit MinElute (Qiagen) e
sequenciados através de iniciadores internos ILEUCAR2: 5-CCT TTT AAA TCA GGC
ACT ATA - 3, e DLUSSAF1: 5— GTA TAA CCG CGA ATG CTG GCA C - 3’) (QOliveira-
Neto et al. 2007). Cada 10uL de reacdo de seqlenciamento incluiu as seguintes
concentracdes de reagentes: 0,16 uM de primer, 0,15X de tampao, 0,5 uL de BigDye
(Applied Biosystems), e 20 ng de produto de PCR purificado. A solugéo resultante foi
purificada usando Sephadex G50 e analisada seqlenciador automatico ABI3130. As
sequéncias foram alinhadas manualmente.

Analise dos dados

A ocorréncia de estruturacao geografica na variabilidade genética das populacdes
foi testada usando estatistica F e Andlise de Varidncia Molecular (AMOVA), ambos
implementados pelo programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005). A distribuicao nula dos
valores pareados de Fg sob a hipotese de nao diferenciagao entre populagoes foi obtida
através de permutagdo de haplétipos entre populagbes. Similarmente, a AMOVA foi
calculada baseada em uma matriz de distancia entre haplétipos, e comparando grupos de

amostras. Amostras do Rio de Janeiro e Santa Catarina foram agrupadas como
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“amostras do sul”’, enquanto as demais amostras foram agrupadas como “amostras do
norte”, para aumentar o poder estatistico da AMOVA. Estes agrupamentos foram feitos
com base na distancia entre os estuarios e caracteristicas climaticas e geomorfoldgicas.
Estas analises foram complementadas pelo Nested Clade Analysis, como implementado
pelo programa GeoDis (Posada et al. , 2000) de acordo com os métodos de Templeton et
al (1995). Este programa calcula as disténcias de clado D, (média das disténcias entre as
localidades dos membros do clado e o centro geografico do clado) e as distancias de
clado aninhado D, (a média de distancia espacial dos membros de cada clado e o centro
geografico do clado de nivel superior). Adicionalmente, as médias de distancia entre os
clados de ponta e os clados de interior num determinado clado aninhado também foram
calculados. O teste para saber se os valores foram significativamente maiores ou
menores do que seria esperado pelo acaso foi feito através de 10000 permutacdes. A
interpretacao dos resultados foi feita a partir de uma chave criada por Templeton et
al.(1995).

As inferéncias sobre a histéria demografica foram acessadas usando a analise de
Mismatch Distribution (Slatkin & Hudson, 1991; Rogers & Harpending 1992). Trés
parametros foram estimados usando modelos de Rogers & Harpending’s (1992) 6 ( =
2Nou, 84 = 2N4u, e T = 2ut, onde se assume que uma populagao inicial de tamanho efetivo
N, cresc¢a rapidamente para um tamanho N4 num intervalo de tempo de t geragbes antes
do presente, e u é a probabilidade por geracdo de que uma mutacdo atinja um
nucleotideo na regido de estudo. Estes pardmetros foram estimados usando a
aproximacao de minimos quadrados generalizada nao linear desenvolvida por Schneider
& Excoffier (1999). Também, o grau de aproximacao entre o mismatch distribution
observado e aquele esperado para populacdo em crescimento foi testado usando
estatistica de raggedness de Harpending (1994). O equilibrio de selegdo de mutacao foi
testado usando os parametros D de Tajima e F de Fu. No teste de Tajima (1989) o
parametro h é independentemente estimado duas vezes, uma do numero de sitios

polimérficos e uma da média de diferencas das amostras. As diferencas entre as duas
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estimativas sdo entdo atribuidas a selecdo ou a histéria demografica da populagao
estudada.

Similarmente, a estatistica F; de Fu (1997) compara o numero observado de
alelos em uma amostra com o numero observado de alelos esperados em uma
populacdo que se mantém em tamanho constante. As significAncias de D e F; sao
testadas por randomizagdo. D e Fs sdo calculados para cada re-amostragem simulada
para obtencao de uma distribuicdo nula, sob a hipétese de estacionariedade demografica.
Uma expansao de populacdo recente produziria valores negativos em ambas as
estatisticas. Todas as analises foram executadas pelo programa ARLEQUIN 3.1
(Excoffier et al. 2005) com excecdo da NCA, que foi realizada com o auxilio dos

programas GeoDis (Posada, 2000) e TCS (Clement et al., 2000)

Resultados

Um total de 95 sequéncias (= 750 bp) foi obtido, incluindo a regido controladora do
mtDNA de C. guanhumi. Houve consideravel variacdo genética em todas as localidades.
Apenas quatro individuos compartilharam haplétipos: dois no Rio de Janeiro e dois em
Santa Catarina (Tabela 1). Nenhum haplétipo foi compartilhado entre localidades. A
diversidade de nucleotideos foi em torno de 0,03 em todas as localidades, com uma
média de diferengas de nucleotideos variando de 21,3 em Sergipe a 24,9 no Rio Grande
do Norte. Nao houve diferengas estatisticas significativas no padrao de variabilidade
genética entre as localidades estudadas de acordo com o NCA (Fig.2, Tabela 2).
Resultado similar foi obtido usando estatistica F, onde nenhum valor de F foi
significativamente diferente de zero (Tabela 3), e com AMOVA (Tabela 4).

A analise de mismatch distribution foi consistente com um padrao unimodal, tanto
com as amostras agrupadas quanto com as amostras analisadas separadamente como
mostram os indices de raggedness (Fig. 3, Tabela 1). Tal padrdo é caracteristico de

populacbes que sofreram expansdo em numero de individuos. Esta conclusao é
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suportada pelos valores negativos das estimativas D de Tajima e Fs de Fu, embora,
apenas a ultima tenha atingido valores significativos (exceto pela populagdo do Rio
Grande do Norte, provavelmente um artefato devido ao tamanho amostral baixo).

Um padrdo interessante torna-se evidente quando os valores de 1 séo
comparados latidudinalmente. Sendo t diretamente proporcional a probabilidade de
mutacdo no fragmento de DNA estudado, multiplicado pelo tempo de expansdo em
termos de numero de geragao, as populagdes mais jovens estio localizadas no Nordeste

(Sergipe), e nao nos pontos extremos (Fig. 4).

Discussao

Populagbes de guaiamum sdo caracterizadas pelo alto grau de variabilidade
genética, a qual estd homogeneamente distribuida através de toda a regido estudada ao
longo da costa brasileira. A grande diversidade genética provavelmente é resultado da
combinacao de altas taxas de mutacdo no fragmento estudado e grande tamanho efetivo
da populagdo (Avise et al.1984), como observado também em outras espécies de
crustaceos (e.g. McMillen-Jackson & Bert, 2004; Diniz et al, 2005; Cassone & Boulding,
2006). Adicionalmente, o padrao unimodal de mismatch distribution e a estimativa de Fu's
Fs inferem expansao das populag¢des de C. guanhumi num periodo evolutivo recente. O
padrdo observado nesta espécie € particularmente comparavel ao de U. cordatus
(Brachyura: Ocypodidae) (ver Oliveira-Neto et al., 2007). Estas espécies tém ocorréncias
geograficas similares, que vao desde o sul dos EUA até o sul do Brasil e varias
caracteristicas biologicas similares, como habito semiterrestre proximo a aguas
estuarinas, das quais dependem para desova e desenvolvimento das larvas (Oliveira,
1946; Melo, 1996; Hill 2001). U. cordatus foi estudada através do mesmo marcador
molecular (Oliveira-Neto et al., 2007). Nao ha obstaculos para fluxo génico de ambas as
espécies nas respectivas regides de estudo (que também sado bastante similares). A

capacidade de dispersado das larvas parece ser aumentada pelas correntes costeiras, a
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tal ponto que as populagbes de diferentes estuarios tém composicdo genética
homogeneizada. E importante notar que o que ocorre, provavelmente, ndo & a migragéo
de larvas por distdncias muito longas em uma unica geragdo, mas sim, a migracao
sucessiva das larvas entre estuarios adjacentes, o que ja seria suficiente para que
houvesse a homogeneizagao das populacoes.

O extensivo fluxo génico entre populacbes de C. guanhumi ao longo de sua
distribuicdo amostrada tem importantes consequéncias para sua conservagao. Primeiro,
as populagdes ao longo da costa ndo parecem organizadas em unidades evolutivas
(Evolutionary Significant Units - Moritz, 1994), facilitando grandemente os esforgos de
manejo. Populagdes muito ameacadas poderiam ser repostas através de adultos ou
larvas de outras populagdes, sem comprometimento de uma individualidade genética
dessas populagdes. Entretanto, fluxo génico intenso em tempo evolutivo ndo significa
populagbes fortemente ligadas em termos demograficos. A aplicacdo de métodos
baysianos recentes pode ser particularmente util para elucidar este tépico (Wilson &
Rannala, 2003).

A despeito das similaridades acima mencionadas, C. guanhumi e U. cordatus
mostram diferencas intrigantes nas inferidas dindmicas de populagcdo. Ambas as espécies
mostram claramente o mesmo padrdo de mismatch distribution, compativel com o de
uma populacao recentemente expandida. A variagao latitudinal nas estimativas de T foi
muito diferente da de U. cordatus, que mostram claro decréscimo de T na direcdo das
latitudes mais altas (Oliveira-Neto et al., 2007), enquanto o presente estudo indica valores
baixos de T na regido do Sergipe. Este resultado deve ser interpretado com cautela,
devido a alta freqléncia de sobreposi¢cao entre os intervalos de confianca. Isso pode
significar que a espécie esteve ausente na regido do Sergipe, e recolonizou a regiao
recentemente, em contraste com a colonizagdo em sentido sul de U. cordatus. Existem
diferengcas ecoldgicas importantes entre U. cordatus e C. guanhumi que podem ter
colaborado para tais diferengas. Sabe-se que C. guanhumi ndo é uma espécie fortemente

ligada ao manguezal e sim as regides mais secas e altas do estuario (e.g. Oliveira, 1946).
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Consequentemente, as respostas de cada espécie as mudancgas climaticas e, mais

particularmente, as mudangas no manguezal sdo também diferentes.
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Tabela 1. Valores descritivos e pardmetros estimados a partir das sequiéncias de d-loop

de C. guanhumi da costa brasileira.

All samples RN PE SE RJ SC
Numero de individuos 93 10 19 21 20 23
Numero de haplétipos 91 10 19 21 19 22
Média no numero de

24,5 24,9 23,7 21,2 244 23,9
diferencgas
Diversidade de

0.03+0.016 0.035+0.02 0.03+0.015 0.03+0.017 0.03410.02 0.03+0.02
nucleotideos (SD)
De de Tajima -1,41 -0,5 -0,9 -1,0 -0,9 -0,8
Po 0,05 0,3 0,2 0,1 0,1 0,2
Fs de Fu's -23,97 -1,3 -5,6 -7,3 -6,1 -7,8
Pk 0,001 0,138 0,016 0,003 0,008 0,004
00 (95% ClI) 4,1(0-4,5) 3,2(0-12) 0(0-4,9) 0 (0-3,8) 2,2(0-6,3) 2,3(0-6,7)
01(95% ClI) 514 (307-<) 160 (69-©) 247 (131-») 634 (204-=) 718 (225-«) 488 (207-»)
T (95% ClI) 21 (16-24) 25(17-33) 25(18-28) 19(14-22) 24 (19-29) 24 (19-29)
indice r Raggedness 0,001 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01
P: 0,86 0,90 0,38 0,42 0,84 0,64

61



Tabela 2. Andlise de clados aninhados feito a partir da variagdo geogréfica e genética do

d-loop de C. guanhumi, esquematizados na figura 2.

Clado Dc Dn Clado Dc Dn Clado Dc Dn Clado D¢ Dn
2-3 0 2080 \
2-4 0 1270 32 1693 1299
2-5 0 1549
2-6 0 1685
2.7 0 2065
2-8 1940 1477 3-3 2672 1427
2-9 0 1235 41 1420 1272
2-10 0 1940
- 52
M0 e fo ¥ s
I-T 120 201
2-12 0 1104
2-13 0 818
2-14 0 1616 35 1169 1250 > L
2415 2200 736
T -2200  -747
2-16 0 1080
2-17 0 1367 ;
2-18 2540 1376 421365 1300
2-19 0 1445 R
230 0 Lies 36 1353 1327
2-21 0 1367
2222 1280 1150
I-T -716 151 )
T -185 77
223 0 1448 \
2-24 0 1447
- 2
225 2400 1600 7 Ise 1502
I-T 2400  -153
2-26 0 2215
227 0 1535
228 1693 1597 I8 1798 1471
T -1693 278
2-29 0 1600
530 0 1600 3.9 1600 1206
2-31 0 1600
_ - b
2-32 0 1600 310 1600 1206 oy 1wos 1341
I-1 0 0
233 0 991
234 1693 1507
2-35 0 1620 .
e 0 901 3-11 1572 1386
2-37 0 1067 5.2 1422 1309
I-T 847 287
I-T 137 63
2-38 0 1500
2-39 0 1730
o o 570 3-12 2000 1383
I-T 0 750
2-73 0 813
2-41 0 1600
242 0 800
2-43 0 800 313 1280 1065 4-4 1266 1266
I-T 0 -800
2-44 0 2200
2-45 0 2200 3-14 2200 1372
I-T 0 0
2-46 0 1940
4o 0 1940 } 315 1940 1189 )
3-16 0 937

Continua
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Continuacao

Clado D¢ Dn Clado Dc Dn Clado Dc Dn Clado D¢ Dn
2-48 0 600 3
2-49 0 600 3-17 600 1715
[-T 0 0
2-50 0 3000
251 0 3000 3-18 3000 1625
2-52 0 1304
2-53 340 936 > 4-5 1500 1421
2-54 0 1576 3-19 1297 1305
2-55 0 936
2-56 0 1576
2-57 0 533 3-20 640 1272
2-58 0 800

I-T 858 179 J
2-59 0 1508 3\
560 o 1388 5-3 1472 1325
2-61 0 1268
262 0 1268 3-21 1493 1337
2-63 0 1540
I-T 240 -138
2-64 800 1600
2-65 2200 1575 > 4-6 1495 1423
566 o 1850 3-22 1822 1451
I-T 666 67
2-67 0 1570
2-68 0 1270
569 0 33140 3-23 1693 1337
I-T 0 635

I-T 51 51 J

I-T -8.6 2.6
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Tabela 3. Estimativas de Fy entre as amostras estudadas de Cardisoma guanhumi.
Nenhuma estimativa difere estatisticamente de 0 (p>0.05 em todas as comparagdes).
RN - Rio Grande do Norte, PE - Pernambuco, SE - Sergipe, RJ - Rio de Janeiro, SC -

Santa Catarina.

RN PE SE RJ SC
RN 0
PE -0.007 0
SE 0.025 -0.006 0
RJ -0.004 -0.013 -0.011 0
SC 0.016 0.002 -0.005 0.007 0
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Tabela 4. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) sobre as populagbées de C. guanhumi

amostradas na costa brasileira. As amostras foram separadas em grupos do Sul/Sudeste

(Rio de Janeiro e Santa Catarina) e grupos do nordeste (Rio Grande do Norte,

Pernambuco, e Sergipe).

Source of variation[JFonte de

Variagao dos Porcentagem da

Variagéao G.L. S.S.

componentes variagao
Fonte de Variagéo
Entre grupos 1 10 -0,08 -0,55
Entre populagbes dentro dos grupos 3 42 0,002 0,01
Dentro das populacdes 82 1.149 1,401 100
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Figura 1
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Fig. 1. Localidades incluidas no presente estudo para coleta de espécimes de
Cardisoma guanhumi ao longo da costa brasileira. Sao elas, de cima para baixo:

Rio Grande do Norte, Pernambuco, Sergipe, Rio de Janeiro e Santa Catarina
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Fig. 2. Arvore de passos minimos obtidas de 95 espécimes de Cardisoma guanhumi
coletados na costa Brasileira. Os simbolos presentes no mapa sdo os mesmos
usados para representar a origem dos haplétipos na figura 2. As arvores estao
subdividas em linhagens de diferentes niveis para a aplicacdo da Nested Clade

Analysis
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Fig. 3. Variacdo das estimativas de 1 entre as localidades amostradas na costa

brasileira
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Capitulo IV

Avaliacao da diversidade genética e do fluxo génico das populagoes de U.
cordatus (Linneaus, 1763) na costa brasileira utilizando marcadores

microssatélites

Formatado para a revista Journal of Heredity.



Abstract

The variation in seven microsatellite loci were studied to estimate the genetic
structure and demographic parameters of mangrove land crab, Ucides cordatus, based
on 280 individuals from nine locations throughout the Brazilian coast. One of these
samples is located in Amapa, to test the role of Amazon River mouth as a natural
barrier to this species. There was considerable variability in the studied fragment, with
high values of expected heterozigosity (0,61) and no statistically significant evidence
for geographical structure in the pattern of genetic variability based on Rst values when
two loci highly deviated of Hardy-Weinberg equilibrium were removed, even though the
geographical distances among the farthest collection sites exceeded 5000 km.
However, Fst values were small (>0,05) but significantly different from zero in some
comparisons. Amapa have not shown significant values of Fst or Rst, indicating that
Amazon river mouth is not a dispersal barrier to this species. Interestingly, the
estimates for effective population size and heterozigosity tend to be slightly higher in
northern populations than in southern ones. No clearly pattern of migration were

detected, indicating that this information was lost by the intense gene flow.

Introducao

Ucides cordatus € um caranguejo semi-terrestre tipico dos manguezais do
Atlantico Ocidental, possuindo grande importancia econémica no Brasil. A espécie tem
sido alvo de estudos sobre genética de populagdes, com a finalidade de embasar as
estratégias de manejo, e torna-las mais eficientes. Nestes estudos (Oliveira-Neto et al.,
2006, 2007a), utilizando RAPD, PCR-RFLP e sequenciamento, ndo detectou-se
estruturacdo na diversidade genética ao longo da extensa costa brasileira. Esse
padrdo € comum para outras espécies marinhas de Brachyura, incluindo

Pachygrapsus crassipes (ver Cassone & Boulding 2006) e Callinectes sapidus (ver
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McMillen-Jackson & Bert 2003), ambas estudadas na América do Norte, e Cardisoma
guanhumi na costa do Brasil (Oliveira-Neto, 2008). No entanto, alguns estudos com
espécies com capacidade de dispersédo aparentemente até maiores do que as de U.
cordatus, demonstram estruturacdo moderada na diversidade genética. Entre estas
espécies estdo Callinectes danae, no sul do Brasil (Weber & Levy) e Carcinus
maenas, em toda Europa (Romam & Palumbi, 2004). A primeira espécie possui
adultos aquaticos e a Uultima € considerada uma espécie invasora em varios
continentes, o que ja é um indicativo da sua grande capacidade de dispersdo. As
razbes para estas espécies apresentarem padrdes tao distintos dos observados para
U. cordatus e C. guanhumi pode ser uma interacao diferenciada entre suas larvas e as
correntes marinhas locais.

O uso de marcadores microssatélite para analise da diversidade genética de
organismos marinhos € crescente. Através deles foi possivel detectar estruturacao
fraca entre as populacdes de Litopenaeus schmitti do Sul/Sudeste em relacdo as do
Norte/Nordeste do Brasil (Maggioni et al., 2003) e subdivisdes em diversos niveis nas
populagbes de Loligo forbesi no Atlantico Norte (Shaw et al, 2003). A analise
comparativa de varios loci independentes, tanto entre os de microssatélites entre si
quanto os destes com Joci de outra natureza, como aloenzimas, evidenciam os efeitos
da selecao sobre alguns /oci. A selegao sobre loci especificos aumenta os valores de
Fst e Rst, 0 que poderia ser erroneamente interpretado como quebra de fluxo génico
(Larsson et al., 2007;Innocenttis et al., 2001)

Microssatélites sao repeticbes sucessivas de 2 a 6 nucleotideos e estdo
homogeneamente distribuidos pelo genoma nuclear (Murray, 1996). Através deles, é
possivel realizar analises filogeograficas baseadas no DNA nuclear e pesquisar sua
evolucdo em diferentes cromossomos. Sua andlise permite a identificacdo e
aproveitamento dos dois possiveis alelos presentes em cada individuo (em genoma
diploide). Os alelos desse tipo de marcador variam muito em tamanho, de acordo com

0 numero de repeticdes de nucleotideos. Alguns tipos de marcadores microssatélite

72



possuem maior grau de variagdo genética do que aloenzimas ou marcadores
mitocondriais (Shaw et al, 1999) e é uma técnica mais sensivel para deteccdo de
estruturacdo quando comparados com mtDNA (Shaw et al, 1999; Hauser et al 2002).
Esta ferramenta é eficiente também na deteccao de reducdo do tamanho efetivo das
populacdes, embora os marcadores precisem cumprir certas exigéncias, como possuir
somente alelos com repeti¢cdes perfeitas (Garza & Willianson, 2001). A razao para isso
€ que alelos impares alteram a relagdo entre amplitude e a quantidade de alelos de
uma maneira bastante aleatéria, dificultando as comparagdes entre populacoes.

Os objetivos deste estudo sdo: testar a estruturagcao da diversidade genética de
U. cordatus na costa brasileira utilizando marcadores do tipo microssatélite; testar a
existéncia de padrbes na dispersao desta espécie e sua relacdo com a diregcao de
correntes marinhas prevalentes; testar se ha diferencas no tamanho efetivo das

populacdes e se estas diferencas estdo associadas a padrdes latitudinais.

Material e métodos

Foram feitas amostragens em 10 pontos da costa Brasileira (Figura 1). A maior
parte dos pontos estdo concentrados na regido Nordeste do Brasil. Sdo eles: Jequia
(38 individuos) e Coruripe (31), ambos no estado de Alagoas, Sao Francisco (58) e
Japaratuba (38), ambos no estado de Sergipe, Acupe (20), Camamu (40) e
Canavieiras (16), no estado da Bahia. Também ha dois pontos na Regiao Norte,
Amapa (18 individuos) e Para (17) e um ponto na Regiao Sul, representado pela Baia
de Paranagua, no Parana (18 individuos).

Um pereidopode de cada caranguejo foi removido e a musculatura foi
conservada em tampao de EDTA-DMSO (Seutin et al. 1991). O DNA foi extraido
através do kit Charge Switch da Invitrogen. Foram utilizados sete /loci de

microssatélites, cinco dos quais contendo repeti¢gdes dinucleotidicas e dois contendo

73



repeticoes trinucleotidicas. Os primers receberam marcacao fluorescente para leitura
dos tamanhos dos fragmentos em sequenciador ABI 3130 (Tabela 1).

As concentracdes finais dos reagentes foram as seguintes: 1X de tampéao de
reacao, 2mM de MgCl,, 0,2 mM de DNTP, 0,6uM de cada um dos primers, 0,025U/ul
de tag e 1,5 ng/uL de DNA. A amplificagdo dos fragmentos alvo foi obtida em
termociclador, através do seguinte programa: desnaturagao inicial a 94° C por 3 min,
seguida de 35 ciclos de desnaturagao a 94° C por 40s, anelamento a 55° C por 40s e
extensdo a 72° C por 30s. O processo foi finalizado com uma extenséo final a 72° C
por 40 min. Alguns primers possuem temperaturas de anelamento diferenciadas
(Tabela 1)

Para cada ponto amostral, foram calculados o equilibrio de Hardy-Weinberg
aplicando 1.000.000 de passos na cadeia de Markov e 100.000 passos de
desmemorizagao.

A existencia de excesso de homozigotos ou alelos nulos foi testado pelo
programa Micro-Checker V.2.2.3 (Shipley, 2003). O conjunto de dados resultante foi
analisado primeiramente levando-se em consideracdo todos os loci e, depoi,s
removendo-se os /oci mais distantes do equilibrio de Hardy-Weinberg. A grande
divergéncia de opinidbes com relagdo a qual método utilizar em analises de
microssatélite foi o motivo pelo qual se optou pela utilizagdo de varios indices
comparativos. A partir da frequéncia de alelos para cada uma das amostras, foram
obtidos valores de Ry (Slatikin, 1995) e Fy (Wright, 1969), com significancias
calculadas através de 20.000 permutacdes. Conforme Slatikin (1995), os valores de
Rs s&o mais confiaveis que os valores de Fg para analises de microssatélite. Também
foi feito o teste exato de ndo diferenciagdo através de 100.000 passos na cadeia de
Markov e 10.000 passos de desmemorizagdo. Complementarmente, foi realizada uma
analise de AMOVA (Excoffier, 2004), separando as populagdes em amostras do Norte
(Amapa), Nordeste (Jequia, Coruripe, Sdo Francisco, Japaratuba, Acupe, Camamu e

Canavieiras) e Sul (Parana). Todas estas analises foram processadas pelo programa
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Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005). Os multiplos testes estatisticos passaram pelo

método de corregado de Bonferroni.

Deteccao de migracao diferenciada entre estuarios de diferentes regides.

Para as estimativas dos padrées migratérios e do tamanho efetivo da
populacéo foi utilizado o programa Migrate 3-0 (Beerli, 2008). O programa faz uma
estimativa do quanto a imigragdo é mais importante que as mutagdes para trazer
novas variantes a populagédo (M) e também estima o valor de theta, que é proporcional
ao tamanho efetivo da populacédo. O programa faz estes calculos integrando todas as
possibilidades de relacionamento entre amostras usando uma expanséo da teoria
coalescente a qual inclui migracdo. A integracao de todas as genealogias € a soma de
todas as possibilidades criadas para todos os comprimentos de ramos possiveis
(Beerli, 2008).

Os processos migratérios foram estudados comparando regidbes Norte,
Nordeste e Sul do Brasil. Foi realizada uma analise com trés loci (b124, a120 e a11) e
cinco pontos (Amapa, Para, Sergipe, Bahia e Parana) e outra utilizando cinco loci
(b124, a120, a11, c109 e a5) e quatro pontos (Amapa, Sergipe, Bahia e Parana). As
taxas de mutacao relativas foram calculadas a partir do préprio conjunto de dados das
amostras. A Maxima Verossimilhanga foi usada como estratégia de analise. O numero
de passos gravados foi 5.000 e o valor de incremento foi igual a 20. Os numeros de
arvores descartadas por cadeia (burn-in), de pardmetros amostrados e de cadeias

concomitantes foram iguais a 10.000, 1.000.000 e 1, respectivamente.

Resultados

Foram genotipados 280 animais, totalizando cerca de 149 alelos (média de

21,3 alelos por locus) (Tabela 2). As taxas de mutacao dos loci b124, a120, a11, c109
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e ab foram, respectivamente, 1,55, 0,73 , 1, 0,73 e 1. Os loci com maior diversidade
alélica foram o B124 com 35 alelos e a5 com 28 alelos. O locus com menor
diversidade foi o ¢c109 (14 alelos). As médias de heterozigosidade esperada variaram
entre 0,63 a 0,71. As maiores médias foram encontradas do Amapa até o Sergipe
(0,68 a 0,71) e as menores nos pontos do estado da Bahia e Parana (0,63 a 0,66).
Entretanto, os valores de heterozigosidade nado estdo em perfeito decréscimo na
direcao Norte-Sul.

Dos 7 loci analisados, quatro ndo estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg
(Tabela 3). Quando o teste foi aplicado nas amostras separadamente, verificou-se que
dois dos loci, c109 e a5, estavam em desequilibrio apenas em uma localidade cada,
enquanto os outros dois, ¢c105 e a115, estavam em desequilibrio em quatro
localidades cada (Tabela 3). Os loci c105 e a115 também estavam significativamente
ligados ao loci a5. Essa ligacado so foi detectada quando as 280 amostras foram
agrupadas, néo sendo detectadas nas amostras separadamente.

Nao foi encontrado nenhum sinal de estruturacdo geografica na diversidade
genética em todos os pontos amostrados quando utilizados os valores de Ry e
AMOVA (Tabelas 4 e 5). A AMOVA revelou que a maior porcentagem da variagao foi
devida a variagado contida primeiramente dentro das populacdes (95%) e dentro dos
proprios individuos (9,6%). Utilizando-se todos os /oci, ou excluindo da andlise os loci
a115 e ¢105 (muito desviados do equilibrio de Hardy-Weinberg), os valores de Ry
foram extremamente baixos e nenhum significativamente diferente de 0, apds a
correcao de Bonferroni.

Um maior numero de comparagbes pareadas foram significativamente
diferentes quando foram usados indices de F (Tabela 5). Das 36 comparacbes entre
amostras, 12 permaneceram significativas apds a correcido de Bonferroni. O grau de
diferenciacdo diminuiu muito quando a analise é repetida removendo-se os loci a115 e
c105. Desta forma, somente 1 comparagao permaneceu significativamente diferente

de 0 (Jequia X S&o Francisco, com Fst = 0,022).
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A analise de verossimilhanca utilizando-se trés loci mostrou um valor alto de
Theta (que deve ser interpretado aqui como um valor proporcional ao tamanho efetivo
da populagdo) para a amostra do Amapa (0,60) e valores de 0,22 a 0,25 para as
amostras do Sergipe, Para, Bahia e Antonina. Ja a analise de maxima verossimilhanca
utilizando-se cinco loci mostrou valores decrescentes de Theta no sentido Norte-Sul
apresentando os valores de 0,28 no Amapa, 0,24 no Sergipe, 0,17 na Bahia e 0,14 no
Parana. O numero de migrantes seguiu padroes muito diferentes dependendo da
analise utilizada. Com cinco loci, os valores para numero de migrantes foram maiores
no sentido dos pontos extremos (Regides Norte e Sul) para os mais centrais (Sergipe
e Bahia). O valor de M obtido para migracido de Antonina para Bahia é maior que o
inverso (18,2 contra 5,5), e o Amapa torna-se fornecedor de larvas para estuarios mais
ao sul como o Sergipe (7,1 contra 2,6). Com trés loci, ndo parece haver um padrao na
troca de migrantes e a situagido se inverte. Amapa torna-se receptor de larvas (65,4

contra 3,7) e Antonina também (16,4 contra 0) (Tabela 6).

Discussao

A analise de microssatélites confirma a alta diversidade genética presente nas
populacdes de U. cordatus, a qual € uma consequiéncia da combinagao entre tamanho
da populacao e natureza dos marcadores, com numerosas repeticdes dinucleotidicas.
A presenca de alelos nulos também €& o provavel motivo para que alguns /oci ndo
estivessem em equilibrio de Hardy-Weinberg (Anexo V). Alelos nulos séo
relativamente comuns em microssatélites e alguns dos motivos sdo mutagdes no sitio
de um dos primers, alelos de um mesmo individuo com tamanhos muito diferentes ou

qualidade diferenciada da amostra (Callen et al. 1993; Dakin & Avise, 2004).
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Estruturacao genética

A diversidade genética de U. cordatus encontra-se bem distribuida desde o
Amapa até o Parana. A analise confirma os resultados observados com RFLP, RAPD
e sequéncias de d-loop (Oliveira-Neto et al., 2006, 2007a), lembrando que, além da
utilizacdo de uma técnica diferenciada, as distdncias geograficas e o tamanho
amostral sdo consideravelmente maiores no presente trabalho. Ndo houve relacéo
entre distancia geografica e os valores de Rst como observado com outros trabalhos
com Brachyura (Cassone & Boulding, 2006, McMillen-Jackson & Bert 2003). Em
algumas localidades, no entanto, houve fortes indicios de que alguns /oci estivessem
sob selecido ou que o grau de estruturacao foi superestimado pela presenca de alelos
nulos. Estes loci possuem freqiiéncias alélicas muito diferentes das esperadas, estdo
em acentuado desequilibrio de Hardy-Weinberg, e em geral empurram os valores de
Rst e Fst para cima. Com a grande diversidade de ambientes oferecidos pelos
estuarios, é esperado que alguns alelos encontrem-se sob algum tipo de selegéo
devido a proximidade espacial com outros /oci.

Um dos questionamentos deste trabalho seria se as populagdes do Amapa
conteriam diferengas significativas em relacao as demais amostras, demonstrando que
a foz do Rio Amazonas seria de fato uma barreira geografica para a dispersao desta
espécie, como ocorre com algumas espécies de animais, que incluem seis espécies
de corais, peixes de recife de aguas rasas, alguns gastrépodes e até uma espécie de
pelicano (Haemig, 2008). No entanto, a amostra do Amapa ndo demonstrou
diferenciagdo alguma, nem mesmo quando comparadas a amostra do Parana, que
esta a quase 5.000 km de distancia. Recentemente, sugeriu-se que o papel de barreira
geografica atribuido a foz do Rio Amazonas tem sido superestimado, pelo menos para
algumas espécies de peixes de recifes de coral, embora ainda assim seja bastante

atuante (Rocha, 2003).
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Muitos trabalhos com organismos marinhos, especialmente peixes,
demonstram que os niveis de estruturagcdo, embora sempre pequenos, S&0 maiores
utilizando-se marcadores microssatélite do que mtDNA, por exemplo (Bentzen et al.
1996; Ruzzante et al. 1997; OOConnell et al. 1998). No presente trabalho, observou-
se que, mesmo excluindo-se os /oci em maior grau de desequilibrio, uma grande parte
das comparacbes entre amostras mostraram grau ainda menor de estruturacao
enquanto outras mostraram baixo porém significativo grau de estruturacdo. Outra
explicacdo para que populagdes geograficamente proximas parecam no limite de
apresentarem-se geneticamente estruturadas enquanto populagdes distantes parecam
idénticas, seria que o intenso fluxo génico ocorreu num passado recente, mas nao no
presente. Popula¢gdes muito grandes, como é o caso das de U. cordatus, sdo menos
afetadas pela deriva genética do que populagcdes pequenas, como por exemplo, de
baleias beluga (Brent & White, 1995). Entretanto, varios trabalhos atestam que as
larvas pelagicas de U. cordatus passam parte de suas vidas em mar aberto (Simith &
Diele, 2008; Silva-Falcao et al., 2007), onde poderiam dispersar para outros estuarios.
O grande fluxo génico seria assim promovido, garantindo que qualquer nova linhagem
que surja em uma populagdo rapidamente se espalhe para as demais em outros
pontos da costa. Mas este fendbmeno nao foi estudado em todos os estuarios e talvez
fatores fisiograficos atuem em cada um deles no sentido de aumentar ou inibir a troca
de larvas entre o estuario e o mar aberto.

A dispersao de U. cordatus nao mostrou uma direcao predominante no sentido
Norte ou Sul. As correntes marinhas oceanicas principais/prevalentes provavelmente
possuem uma importancia menor na dispersao de U. cordatus, ao contrario das
correntes costeiras, que possuem maior variacdo temporal e espacial em suas
direcbes (Silva et al., 2005; Miranda, 1970; Mesquita & Hatari, 1969).

Isso deve ter colaborado para dificultar a visualizacdo de um padrdo. E
importante ressaltar que os movimentos migratérios tratados aqui ndo se referem

necessariamente a ordem de colonizacdo dos diferentes habitats da diferentes
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localidades. Uma localidade pode ter sido colonizada mais recentemente e ainda
assim, ser fornecedora de larvas no presente. Embora exista indicios de que as
populagdes localizadas mais ao sul sdo mais recentes ( ver Capitulo 2), elas ainda
assim podem fornecer mais larvas do que receber. Mas neste sentido, os dados ainda

sdo inconclusivos.
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Tabela 1 — Primers testados para amplificacdo de microssatélites de caranguejos, com

as respectivas sequéncias de oligonucleotideos e temperaturas de anelamento. Os

primers forward sdo mostrados acima dos reverses e receberam marcacdo nas

extremidades 5'.

Nome (Marcagéao)

Sequéncia de nucleotideos dos

iniciadores (5’ para 3’)

Temperatura de anelamento

¢C)

A120 (HEX)
B124 (FAM)
A11 (FAM)
A115 (NED)
C105 (FAM)
C109 (HEX)
A5 (FAM)

F-AAC-TCC-CGC-TAC-CTC-TCA-CTC-
R-TGG-TCT-TTG-CAC-ACA-TGA-TTC
F-TTT-CCT-CGA-ATG-TAT-AAA-CAG-G
R-TCC-ACA-AAG-CGA-CTC-TCT-AG
F-TGG-TGA-ATG-AGT-CAA-ACT-GAG
R-TGC-TTC-CTT-GCA-TAC-ATA-CTG
F- AGA-ACA-CGG-CAC-GAA-TCT-AC
R-AGA-ACA-CGG-CAC-GAA-TCT-AC
F-TCC-CCA-AAT-AGC-CAA-CAG
R-CCA-AGA-GGG-TAA-CAG-AAT-GG
F-GCC-ATC-ATC-ACC-ATC-ACC
R-TCC-CCT-TCT-TCC-TAT-TGT-CC
F-TTG-CTC-GTT-CGT-ATC-CAG-TAG
R-ACG-CCT-TAG-AAA-AGA-AGA-AAC-C

55
55
52
52
59
62
59
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Tabela 2 —Valores de diversidade para cada um dos 7 Joci de microssatélite em cada

uma das populacgdes de U. cordatus amostradas ao longo da costa brasileira.

Heterozigosidade esperada
Locus# AP JE CO SF JA AC CM CN PR Média D.P. H, total

B124 0,80 0,87 0,85 0,80 0,82 0,78 0,70 0,87 0,82 0,82 0,05 0,82
A120 0,72 0,48 0,49 0,59 0,61 0,46 0,53 0,63 0,53 0,57 0,07 0,56
A11 0,52 0,48 0,62 0,71 0,73 0,51 0,63 0,67 0,65 0,63 0,08 0,63
A115 0,81 0,80 0,71 0,75 0,70 0,79 0,75 0,59 0,66 0,73 0,06 0,74
c105 0,66 0,76 0,73 0,67 0,76 0,42 0,57 0,46 0,65 0,65 0,11 0,71
Cc109 0,54 0,51 0,48 0,55 0,50 0,54 0,47 0,49 042 0,50 0,04 0,50
A5 0,85 0,89 0,90 0,88 0,86 0,90 0,84 0,90 0,89 0,88 0,02 0,88
Meédia 0,70 0,68 0,68 0,71 0,71 0,63 0,64 0,66 0,66 0,68 0,03 0,69
s.d. 0,12 0,17 0,15 0,11 0,11 0,18 0,12 0,16 0,15 0,14 0,02 0,13

Amplitude de alelos

B124 19 39 47 41 30 39 76 44 26 399 138 79

A120 8 13 9 22 24 10 10 12 13 141 6,2 30
A1 14 13 22 16 14 14 12 20 14 152 29 22
A115 12 17 17 14 16 12 24 10 12 156 4,1 27
c15 14 20 13 13 16 10 11 15 13 139 25 21
C109 28 3 3 41 3 44 3 3 3 154 15,3 61
A5 16 27 31 26 18 29 23 19 23 234 58 33

Media 15,8 18,8 20,2 24,7 17,2 22,5 22,7 17,5 148 19,6 3,0 39,0
s.d. 58 10,6 13,7 111 7,7 134 228 120 70 11,1 44 20,5




Tabela 3 - Indicagao dos /oci que ndo estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (D) nas
localidades analisadas separadamente e em conjunto. O grau de significancia considerado é
0,05.

AP JE (6]6) SF JA CM CN AC PR Tudo

B124 - - - - - - - - - -
A120 - - D - - - - - - -
A11 - D - - - - - - - -
A115 - D D - - D - D - D
C105 - - D D - D - D - D
C109 - - - D - - - - - D

A5 D - - - - - - - - D




Tabela 4 — Valores de AMOVA provenientes das comparagdes entre as nove populagbes

divididas em trés grupos

Graus de Soma dos Componentes  Porcentagem
liberdade quadrados da Variancia da variagao
Entre grupos 2 -640 -7,22Va 49
Entre 8 1737 0,86Vb 0,59
populacdes
Entre individuos 300 49843 13,61Vc 9,32
Nos individuos 311 43199 138,vd 95
Total 621 94199 146,16
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Tabela 5 - Valores de Rst e Fst provenientes de todas as comparagdes pareadas entre pontos

amostrados.
AP JE CcO SF JA AC CM CN PR
AP -
JE -0,04 -
Cco -0,07  -0,01 -
Rst SF -0,03 0,02 0,01 -
Zloci JA -0,03 0,03 0,01 0,00 -
AC 0,02 0,03 0,04 -0,01 0,04 -
CM -0,06 0,00 -0,01 0,01 0,01 0,04 -
CN -0,10 -0,01 -0,01 -0,03 -0,01 -0,04 -0,01 -
PR 0,00 -0,06 -0,08 -005 -0,04 -0,06 -0,06 -0,10 -
AP
JE 0,01
CcoO 0,00 0,00
Fst SE 0,02 0,02 0,01
Zloci JA 0,00 0,01 0,00 0,01
AC 0,06* 0,03* 0,03* 0,03* 0,04
CAM 0,05 0,03* 0,03* 0,02 0,03* 0,01
CAN 0,05 0,03 0,02 0,01 0,02 0,00 0,01
PR 0,02 0,00 -0,02  -0,01 -0,01 0,01 0,01 0,01
AP
JE -0,04
(610) -0,07  -0,01
Rst SF -0,03 0,02 0,01
5/0ci JA -0,03 0,03 0,01 0,00
AC 0,02 0,03 0,04 -0,01 0,04
CAM -0,06 0,00 -0,01 0,01 0,01 0,04
CAN -0,10 -0,01 -0,01 -0,03 -0,01 -0,04 -0,01
PR 000 -0,06 -0,08 -0,05 -0,04 -0,06 -0,06 -0,10
AP
JE 0,01
CcoO 0,01 0,00
Fst SE 0,02 0,02% 0,00
5/0ci JA 0,01 0,01 0,00 0,00
AC 0,04 0,01 0,00 0,01 0,01
CAM 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01
CAN 0,00 -0,01 -0,01 -0,01  -0,01 0,00 0,01
PR 002 -001 -0,02 -0,01 -0,02 -0,001 -0,01 -0,01

*Valores de Rst significativamente diferentes de 0 apos a corregéo de Bonferroni.

Negrito mostra valores significativos ao nivel de 5% antes da corregdo de Bonferroni.
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Tabela 6 - Valores de Theta e numero de migrantes provenientes da analise
de coalescéncia sobre 5 e 3 loci e Maxima Verossimilhanga como estratégia de
analise. As populacdes dispostas na coluna sdo fornecedoras enquanto as
dispostas em linha sao receptoras.

Populagdes Theta Amapa Para Sergipe Bahia Antonina
Amapa 0,28 - 17,1 14,7 0,8
Para - - - - - -
Sergipe 0,24 2,6 - - 1,2 0
Bahia 0,16 0 - 13,2 - 55

Antonina 0,14 5,9 - 7,9 18,2 -
Amapa 0,70 - 3,7 - - -
Para 0,22 65,4 - 2,0 - -
Sergipe 0,23 - 10,4 - 52
Bahia 0,25 - - 6,5 - 16,4
Antonina 0,22 - - - 0 -
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Figura 1 — Localizagao dos pontos de coleta com respectivas frequéncias dos
alelos principais em cada regiao (foto acima) e aproximag¢ao dos pontos da

regiao Nordeste (abaixo)
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Discussao geral

Ucides cordatus e C. guanhumi sao duas espécies com alta diversidade genética,
a qual se encontra bem distribuida entre todos os pontos amostrados. Isso significa que o
fluxo génico é intenso e, muito provavelmente, € promovido pelas larvas pelagicas, que
sao exportadas para mar aberto.

A conclusao de que a diversidade genética é alta para U. cordatus e C. guanhumi
é de certa forma intuitiva, porque néo é possivel fazer comparagdes precisas com outros
trabalhos. A diversidade varia de acordo com o modo como os alinhamentos foram
cortados, e com o tipo de marcador. Mesmo utilizando o mesmo marcador, d-loop, as
regides de corte variam, alterando as proporgcdes entre regides mais e menos
conservadas do fragmento (ver Pie et al, 2008). Ja para microssatélites, a diversidade ira
variar de acordo com o numero de repeticbes e também o tamanho das unidades
repetidas (di, tri ou tetranucleotidicas).

As principais mudangas ocorridas na populagdo que podem ser percebidas no
mtDNA devem estar relacionadas as mudangas ocorridas no Pleistoceno. O alto fluxo
génico e as altas taxas de mutagdo do marcador tendem a apagar sinais muito antigos no
DNA. A extensdo das inferéncias a partir deste marcador seriam grandemente
aumentadas a partir da determinacdo de sua taxa de mutagdo. A taxa de mutagdo do
fragmento d-loop para espécies de Ucides poderia ser determinada através do estudo da
divergéncia entre U. cordatus e U. occidentalis, uma subespécie que ocorre no oceano
Pacifico, que esta separada de U. cordatus desde a formagao do Istmo do Panama, ha
no maximo 3 milhdes de anos atras (Lloyd & Keigwin, 1978).

Embora exista bastante informagao sobre a ocorréncia de florestas de manguezal
em diferentes periodos, as informacdes sobre a variacdo latitudinal das florestas de
manguezais no Brasil sdo escassas. Estudos com dados palinolégicos do Quaternario
tém mostrado que a distribuicdo de florestas de manguezais resulta de um processo

muito dindmico, especialmente em resposta as flutuagdes no nivel do mar (Woodroffe &
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Grindrod 1991; Ellison 1996). Em particular, a expansao dos manguezais tem sido
relacionada a periodos de transgressdo, e ndo pode ser simplesmente associada ao
clima umido e seco (Grinrod et al. 1999). Esta hipotese de expansao de ambientes de
manguezal na costa brasileira pode ser indicativo de formagdo de estuarios mais bem
desenvolvidos, como sugerido por Grinrod et al (1999) para os trépicos australianos. A
evolugdo dos manguezais na regido sul do Brasil parece ter maior relacdo com a
expansao da populagao de U. cordatus, mas C. guanhumi também apresentou padrao de
expansao. Existem aspectos sobre a biologia de C. guanhumi que nao estdo claras e
uma delas é sua dependéncia das florestas de manguezal. O fato de ambas as espécies
possuirem limites latitudinais semelhantes e terem sofrido expansao recente em numero
individuos é um indicativo de que ambas podem estar sendo influenciadas pelo mesmo
fator, seja pela presenga de manguezal, seja pela temperatura.

A disperséo antropogénica foi cogitada por Schweitzer et al. (2008) como um modo
de explicar a vasta distribuicdo de C. guanhumi, uma hipotese originada através de
informacdes sobre o registro féssil. Provavelmente o transporte desses animais (e a fuga
dos mesmos, pois eles eram usados como alimento) deveria ser, necessariamente, muito
frequente para provocar homogeneizacdo dessas populagdes em toda costa brasileira.
Uma explicagdo com base na estratégia reprodutiva, no que se baseia esta tese, € mais
satisfatoria.

Predominantemente, espécies com larvas pelagicas com mais de 17 dias de periodo
larval experimentam médias de distancia de dispersdo superiores a 33km (Shanks &
Grantham, 2003). Segundo estes autores, dispersar menos que 20 km pode ser uma
estratégia instavel, devido as altas varia¢gdes nas correntes imediatamente apés a linha
da costa. Eles sugerem que, para animais com alta capacidade de dispersao, ndo é muito
eficiente conservar uma unica grande reserva e sim, preservar varias reservas pequenas
(2km de diametro!) ao longo de toda a distribuicdo da espécie, a uma distancia minima de

20Km. Obviamente, ha interesses econdmicos na conservagao de grandes areas para
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extrativismo e as reservas devem preservar um numero grande de espécies diferentes

em relacéo a estratégia reprodutiva.
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Abstract The crab Ucides cordatus (Decapoda:
Ocypodidae) is a species of considerable eco-
nomic and ecological importance in mangrove
areas of the Western Atlantic coast. However,
habitat loss, overfishing, and a new infectious
disease are causing substantial reductions in local
stocks of this species, leading to a pressing need to
design efficient management strategies. A crucial
step in this design in an understanding of how the
genetic variability of U. cordatus is distributed
among estuaries throughout its range. In this
study we assess the degree of spatial structure in
the pattern of genetic variation of U. cordarus
over local (estuaries located within 100 km from
each other) and geographical scales (estuaries
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located farther than 2700 km from each other).
Ninety individuals were collected from nine
estuaries and analyzed using PCR-RFLP and
RAPD techniques. The percentage of polymor-
phic bands within populations ranged from 15%
to 46% for RFLP markers and from 40% to 70%
for RAPD markers. Our results failed to demon-
strate significant geographical structure in the
pattern of genetic variation, indicating that pop-
ulations of U. cordarus are capable of extensive
gene flow among estuaries. The implications of
these results for the management of U. cordams
populations are discussed.

Keywords  Phylogeography - RAPD - RFLP -
AMOVA - Nested Clade analysis

Introduction

Mangroves play essential roles in the dynamics of
the estuarine systems where they are found,
serving not only as nursery and feeding areas
for a variety of fish and shellfish species, but also
in the enrichment of coastal waters, in the
stabilization of the shoreline, and in trapping silt
and wastes from upland runoff (Marshall, 1994,
Beck et al., 2001, Holguin et al., 2001). Despite
the consensus among scientists regarding their
importance, mangrove environments are being
destroyed at an alarming rate in many parts of the
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Problem

Abstract

Variation in a fragment of the mitochondrial control region was investigated to
assess the population history of the mangrove land crab, Ucides cordatus L., based
on 100 individuals from five locations throughout the Brazilian coast. There
was considerable variability in the studied fragment, with every individual
showing a distinct haplotype. When regions of ambiguous alignment were
removed, 90 haplotypes were still recognized, of which only 1 was shared
among locations. There was no statistically significant evidence for geographical
structure in the pattern of genetic variability based on a nested clade analysis,
even though the geographical distances among the farthest collection sites
exceeded 3000 km. Moreover, the mismatch distribution of pairwise differences
showed a smooth unimodal distribution that is consistent with a recent popu

lation expansion of U. cordatus, either when each location was analysed in
isolation or when all samples were combined. Interestingly, the estimates for
the duration of such expansion vary latitudinally, suggesting that the expansion
of the population of U. cordatus proceeded in a southward direction. These
results indicate a possible relationship between the growth in the population of
the mangrove land crab and the dynamics of mangrove ecosystems during the
Quaternary.

Pfeiler et al. 2005). However, there is still no comprehen
sive picture of how physiographical and historical events

The increasingly larger number of analytical and concep
tual tools for the study of genetic variability has revealed
a remarkable variety of patterns of gene flow and histor
ical demography of marine organisms (Graves 1998; Shaw
et al. 1999; Weber & Levy 2000; Knutsen etal. 2003;
Roman & Palumbi 2004; Bay et al. 2006; Santos et al.
2006). Even among closely related species, one can find
drastically different degrees of geographical structure and
genetic diversity, as recently observed in two closely rela
ted penaeid shrimp species (McMillen-Jackson & Bert
2003), as well as several species of Callinectes crabs
(Weber & Levy 2000; McMillen-Jackson & Bert 2004;

460

have shaped the patterns of genetic diversity of marine
species since the beginning of the Quaternary. Such infor
mation would be instrumental, not only to understand
the diversification process of marine taxa, but also to
establish conservation strategies that maintain the long
term evolutionary potential of these species (Palumbi
2004).

A marine crustacean of particular importance in Brazil
ian mangrove areas is the mangrove land crab Ucides
cordatus L. It is considered a keystone species in man
groves of the western Atlantic for its role in processing
decaying plant material and nutrient cycling in those

Marine Ecology 28 (2007) 460469 @ 2007 The Authors. Journal compilation @ 2007 Blackwell Publishing Ltd
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Several crab species are important fishery resources in Brazil and their overexploitation has lead to severe population declines
in some regions. The management of populations of these spedies should take into account the degree of gene flow among
populations in different estuaries. The goal of the present siudy is to assess the degree of geographical structure in the
genetic diversity of the blue land crab, Cardisoma guanhumi, along the Brazilian coast. A fragment of the control region
of the nitDNA (750 bp) was sequenced for 95 specimens collected across 5 Brazilian states. Analyses using F-stalistics
failed to indicate any evidence of geographical structure, a result that was corroborated by a nested clade analysis of the
same dataset. Mismatch distribution analyses indicated that populations of the blue land crab have experienced an expansion
during their recent evolutionary past. The obtained results are similar to those recently described for another sympatric crab,
Ucides cordatus, particularly with respect to the extensive degree of gene flow, However, populations of C. guanhumi seem fo

be older than those of U. cordatus and do not show the north —south expansion found in that species.

Keywords: population genetics, d-loop, mangrove, estuary, guaiamum
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INTRODUCTION

The blue land crab, Cardisoma guanhumi (Brachyura:
Gecarcinidae) is a species highly adapted to terrestrial life
that is found in estuarine areas throughout tropical and sub-
tropical regions in the Atlantic Coast of the New World,
from the state of Florida (USA) to the state of Santa
Catarina (southern Brazil). It is an important food resource
due to its large body size, which often exceeds 11 cm in cara-
pace length. In Brazil, its highest consumption takes place in
the north-eastern states, where it has considerable economic
importance (Amaral & Jablonski, z005; Ministério do Meio
Ambiente, 2005). Cardisoma guanhumi is not considered to
be under threat of extinction, yet in some areas it became
rare and its average body size decreased (Amaral &
Jablonsky, 2005), resulting in a reduction in its commerciali-
zation and reducing the importance of this fishery resource.
As a consequence, (. guanhumi has been included in the list
of overexploited species of the Brazilian Ministry of
Environment (Ministéerio do Meio Ambiente, 2004).

The life-cycle of C. guanhumi is presumably similar to
other semi-terrestrial crustaceans that live in or near man-
grove areas. During the reproductive season, such crabs
release thousands of larvae into the water during high tide
of full moon. These larvae are carried to open waters, where

Corresponding author:
MER. Pie
Email: pie@ufprhbr

they remain for several weeks until returning to an estuary
(Gifford, 1962). Genetic flow between populations of the
species is accomplished by the dispersal of larvae, since the
adults present reduced horizontal displacements. The distance
between mangroves, the flow of water currents, and the shape
of the estuaries vary considerably along the Brazilian coast, yet
the influence of these factors on the dispersal potential of
planktonic larvae is poorly known.

An understanding of the degree of gene flow, genetic diver-
sity, and effective population size is the basis for the establish-
ment of efficient conservation strategies (Frankham et al,
2002). It has been usually thought that animals with this
type of life cycle, with pelagic and marine larvae, would
show little genetic differentiation due to the high level of
gene flow. However, studies on brachyurans have shown
genetic  differentiation levels ranging from negligible
(McMillen-Jackson & Bert, 2004; Cassone & Boulding, 2005;
Pfeiler et al., 2005; Oliveira-Neto et al., 2007, 2008) to inter-
mediate or high (Weber & Levy, 2000; Fratini & Vannini,
2002; Weinberg et al., 2003; Roman & Palumbi, 2004).

A recent study on the ocypodid Ucides cordatus, a species
largely sympatric with the blue land crab, failed to show any
evidence of genetic structure in populations south of the
River Amazon (Oliveira-Neto ef al., 2007). The goal of the
present study is to characterize and compare the genetic struc-
ture of C. guanhumi along the Brazilian coast using sequences
of the control region of the mitochondrial DNA, a fragment
characterized by high mutation rate that is particularly suit-
able for population genetic studies.
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ANEXO IV
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Frequency of Differences {bp) (Cl: 95%)
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Locus: c109
More than 50% of the alleles at this locus are of one allele size class.
Binomial analysis could not be performed.
Total expected homozygotes: 32,298
Total observed homozygotes: 33
No evidence for scoring error due to stuttering.
No evidence for large allele dropout.
No evidence for null alleles.
Locus: ¢105
More than 50% of the alleles at this locus are of one allele size class.
Binomial analysis could not be performed.
Total expected homozygotes: 32,911
Total observed homozygotes: 38
Analysis indicates homozygote excess at this locus.
No evidence for scoring error due to stuttering.
No evidence for large allele dropout.
Null alleles may be present at this locus, as is suggested by the general excess of

homozygotes for most allele size classes.
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Locus: b124

Probability of observed homozygote class frequency:

Binomial based Rank based

112 0,1362 0,077
114 0,999 1

116 0,999 1

120 0,9998 1

124 0,4167 0,2525
128 0,9942 1

132 0,9998 1

134 0,9998 1

138 1 1

139 1 1

151 1 1

Combined probability for all classes: > 0.05 (not significant)
Total expected homozygotes: 15,258
Total observed homozygotes: 13
No evidence for scoring error due to stuttering.
No evidence for large allele dropout.
No evidence for null alleles.

Locus: a120

More than 50% of the alleles at this locus are of one allele size class.

Binomial analysis could not be performed.

Total expected homozygotes: 30,959

Total observed homozygotes: 31

No evidence for scoring error due to stuttering.

No evidence for large allele dropout.

No evidence for null alleles.
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Locus: a5

Probability of observed homozygote class frequency:

267
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281
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284

286

Binomial based

0,2171

0,9873

0,2979

0,477

0,9773

0,9983

0,1417

0,9998

0,0998

0,9998

0,9998

Rank based

0,1725

0,1725

0,315

0,0825

Combined probability for all classes: > 0.05 (not significant)

Total expected homozygotes: 7,475

Total observed homozygotes: 9

No evidence for scoring error due to stuttering.

No evidence for large allele dropout.

No evidence for null alleles.
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Locus: al1

More than 50% of the alleles at this locus are of one allele size class.

Binomial analysis could not be performed.

Total expected homozygotes: 25,145

Total observed homozygotes: 29

No evidence for scoring error due to stuttering.

No evidence for large allele dropout.

No evidence for null alleles.

Locus: a115

Probability of observed homozygote class frequency:

169

171

173

177

179

185

Binomial based

0,0358

0,05

0,0489

0,9955

0,9966

0,001

Rank based

0,028

0,04

0,03

0,001

Combined probability for all classes: < 0.01 (significant)

Total expected homozygotes: 15,927

Total observed homozygotes: 25

Analysis indicates homozygote excess at this locus.

No evidence for scoring error due to stuttering.

No evidence for large allele dropout.

Null alleles may be present at this locus, as is suggested by the general excess of

homozygotes for most allele size classes.
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