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RESUMO

O caranguejo-ucé Ucides cordatus possui ampla distribuicdo ao longo de manguezais
da costa ocidental do oceano Atlantico, estando presente do Sul da Flérida até Santa
Catarina. Considerada uma das espécies chaves de tal ecossistema, possui também
grande importancia econdmica e social para as comunidades que vivem ao redor dos
manguezais. Fatores como sobre-pesca, perda de habitat e a DCL tém causado
diminuicdo dos estoques naturais ou do tamanho dos individuos de tal espécie. Dessa
forma, sdo necessarios estudos que fundamentem estratégias de manejo e
conservacgdo para U. cordatus, bem como a producédo de larvas em cativeiro. Nesse
trabalho, foram utilizados marcadores de microssatélites para avaliar a mdultipla
paternidade em U. cordatus. Para tal, foram genotipadas 10 fémeas, mantidas em
caixas d’agua em manguezal de Guaratuba-PR para projeto de repovoamento, e
aproximadamente 10 de suas respectivas larvas, através de 6 conjuntos de
marcadores moleculares microssatélites. Em 40% das fémeas foi detectada multipla
paternidade. As provaveis justificativas para a presenca de poliandria ha espécie sao
copulas forcadas por machos, auséncia de protecdo da fémea apOs a coOpula e
manutencdo de espermatozoides viaveis na espermateca das fémeas entre periodos
reprodutivos subsequentes. Dentre as vantagens genéticas que podem justificar a
manutencdo de poliandria em Ucides cordatus estdo a minimizagdo de riscos de

incompatibilidades genéticas e o aumento da diversidade de prole.
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1. INTRODUCAO

O caranguejo Ucides cordatus (Linnaeus, 1763), popularmente conhecido
como ‘“caranguejo-uc¢ad”, “catanhdo”, “caranguejo do mangue” ou “caranguejo-
verdadeiro” (Figura 1) é classificado como um crutdceo decapode da familia

Ocypodidae (Rafinesque, 1815).

Figura 1 — Espécime adulta de Ucides cordatus.
Fonte: GIA/JUFPR

Ucides cordatus apresenta uma ampla distribui¢céo pela costa oeste do Oceano
Atlantico, abrangendo manguezais do sul da Flérida (EUA) até o extremo sul de Santa
Catarina. Esta espécie é uma das mais conspicuas nos ecossistemas de manguezais
dessas regides, constituindo cerca de 84% da biomassa da epifauna em algumas
regides (Koch, 1999).

Sua alimentacdo consiste basicamente de folhas senescentes, sendo
responsavel pelo processamento de até 67% dessas folhas no ambiente, segundo
estudo de Schories et al. (2003) em manguezais de Braganga - SP. Os nutrientes sédo
reciclados através das fezes do uca, ricas em carbono, nitrogénio e biomassa
bacteriana, que quando liberadas em suas galerias promovem a retencdo de
nutrientes e energia dentro do ecossistema (Nordhaus et al., 2003).

O comportamento de escavar extensas galerias no solo lodoso dos
manguezais proporciona a aeracao e a drenagem de sedimentos (Blankensteyn et al.,
1997). As tocas servem como refagio contra predadores, protecdo durante a muda e
para armazenamento do alimento (Sant’/Anna, 2006). Durante a muda, os individuos,

com a nova carapaca ja em formacdo fecham suas galerias e permanecem inativos



por varios dias (Silva, 2002) até que a nova carapacga ganhe a consisténcia necessaria
para locomocéao e protecéo contra predadores.

Entre os predadores do caranguejo-uca, além dos seres humanos, destacam-
se algumas aves, tais como 0 SocO6 Ardea cocoi (Linnaeus, 1766) e a Saracura
Aramides mangle (Spix, 1825), aléem do mamifero M&o-Pelada Procyon cancrivorus
(Cuvier, 1798) a qual é especialista na captura de caranguejos (Fiscarelli & Pinheiro,
2002; Olmos & Silva, 2001).

Sua abundancia, posicdo na cadeia trofica, envolvimento na regulacdo da
ciclagem de nutrientes, do fluxo de energia e da aeracao do sistema (Cardoso, 2004)
denotam U. cordatus como uma espécie chave nos manguezais do oeste do Atlantico
(Nordhaus et al., 2006).

Devido a sua abundéncia e facilidade de captura, a explotacdo do caranguejo-
uca € uma das mais importantes atividades econdmicas em estuéarios do Brasil, sendo
de extrema relevancia para a economia doméstica das comunidades residentes no
entorno dos manguezais (Kjerfve & Lacerda, 1990; Vieira et al., 2004). Segundo
Glaser (2003), U. cordatus é coletado e comercializado por 42% das familias, sendo a
principal fonte de renda de 38%, em estudo com 21 comunidades localizadas ao redor
do estuario do Rio Caeté (Para, Brasil).

A sobre-explotacdo desse caranguejo (Ministério do Meio Ambiente, 2004),
juntamente com a perda de habitat por degradacdo de manguezais e a Doenca do
Caranguejo Letargico (Boeger et al., 2005), tém causado declinio das populacbes em
estoques naturais e/ou expressiva reducdo de seu tamanho corporal (Amaral &
Jablonski, 2005).

Assim, devido a sua grande importancia sécio-econdmica e ecolégica (Glaser e
Diele, 2004), é de suma importéancia o desenvolvimento de estudos a respeito da
biologia do caranguejo U. cordatus que auxiliem o desenvolvimento de estratégias de
manutencdo e manejo dos estoques naturais.

Especificamente, a compreensdo da biologia reprodutiva é considerada por
Diele (2000) como fator crucial no estudo da dinAmica populacional de uma espécie.
Para o caranguejo-uca, os estudos reprodutivos estdo restritos a trabalhos sobre
fertilidade, fecundidade, embriologia e periodos de maturacdo (Castilho, 2006).

A mdltipla paternidade €, particularmente, um importante fator que afeta a
heterozigosidade e a habilidade de colonizacdo das espécies (Zane et al., 1999), a

intensidade da selecdo sexual (Evans & Magurran, 1999) e o tamanho efetivo da



populacdo (Sugg & Chesser, 1994). Esse, portanto, € um fator que deve ser
considerado no manejo e na conservacao da espécie (Jensen et al., 2006).

Técnicas moleculares sao ferramentas extremamente Gteis para a resolugéo de
questdes dificeis de se abordar experimentalmente, podendo ser utilizadas em
diversas areas da biologia, como ecologia, sistematica filogenética e etologia, incluindo
a deteccdo de multipla paternidade (Frankham et al., 2004). Microssatélites séo
especialmente importantes nesses estudos e representam uma revolucdo na biologia
da conservacao, ecologia molecular e genética de popula¢des (Luikart & England,
1999). Por possuir alta taxa de mutacao, resultando em altos niveis de diversidade
alélica, pela facilidade e seguranca na amplificacdo e na diferenciacdo dos alelos e
pela heranca co-dominante (Luikart & England, 1999), microssatélites permitem a
diferenciacdo de individuos, utilizando-se apenas alguns loci. Assim, a técnica é
especialmente eficaz em relagdo a questdes de paternidade (Selkoe & Toonen, 2006).

Dessa forma, nesse trabalho, foi avaliada a existéncia de poliandria em U.

cordatus, utilizando, para isso, marcadores moleculares microssatélites.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 REPRODUCAO DO CARANGUEJO-UCA Ucides cordatus

O caranguejo-ucad Ucides cordatus € uma espécie de Brachyura longeva,
podendo viver mais de dez anos e alcancando a maturidade sexual em torno de 2,1 a
3,0 anos para fémeas (Diele, 2000), quando atingem 43mm de largura de carapaca
para fémeas e 44mm para machos (Dalabona, 2001).

O periodo reprodutivo do U. cordatus ocorre de outubro a maio, e apresenta
intima relacdo com a estacao de chuvas, como ocorre em outros caranguejos semi-
terrestres (Diele, 2000; Pinheiro, 2001). Segundo Wunderlich (2008), a reducéo
térmica e do fotoperiodo em julho parecem causar inibicdo da maturacdo gonadal,
esta comegcando em agosto. Esse processo, segundo esse autor, € de extrema
vantagem visto que sincroniza a reprodugcdo com os meses de maior temperatura e
maiores amplitudes de maré, o que minimiza o tempo de desenvolvimento embrionario
e a predacao na fase plancténica (Morgan, 1996; Morgan & Christy, 1996).

Ja os machos com gbdnadas maduras sdo encontrados durante quase todo o
ano, fato que se explica pela maior rapidez no ciclo espermiogénico em relagdo ao
o0ogénico (Alves, 1975).

O comportamento reprodutivo do caranguejo-uca é descrito por Goées et al.
(2000) em quatro eventos principais: macho espumando, no qual os machos
produzem uma espuma branca, exalando odor caracteristico de caranguejo por todo o
mangue; andada para acasalamento, no qual ha grande movimentacgao de individuos
e batalhas entre machos, machos e fémeas e entre fémeas; acasalamento; e
liberagdo larval, quando as fémeas abrem e fecham o abdome seguidamente para
liberar ovos.

Nascimento (1993) observou uma UuUnica migracdo ao ano, quando 0s
caranguejos saem de suas galerias e caminham em direcdo ao mar para copula e
liberacdo de larvas. Entretanto, Fiscarelli e Pinheiro (2002) realizaram um estudo
etnobiologico que demonstrou a presenca de dois tipos de andada em manguezal de
Iguape - SP, sendo uma para acasalamento e outro para liberacdo larval. Da mesma
forma, catadores de Santo Amaro — BA descrevem 3 andadas, sendo 2 para
acasalamento e 1 para liberag&o larval, em estudo de Souto (2007).

Costa (1979) descreveu o periodo da andada em Fortaleza - CE, na qual
individuos de ambos os sexos de U. cordatus apresentam extrema atividade,

abandonando suas galerias por 2 a 3 dias e se deslocando desordenadamente,



quando se perseguem mutuamente. Nessa época, ocorre maior interacdo entre 0s
machos pela posse das fémeas (Fiscarelli & Pinheiro, 2002), sendo comum encontrar
machos em combate ou perseguindo fémeas, quando sdo facilmente capturados
(Branco, 1993). Durante as batalhas entre machos e fémeas presenciadas por Costa
(1979), os individuos utilizam seus quelipodes, e, quando a fémea ja apresenta
movimentos lentos, provavelmente cansada, deixava o machos carrega-la para o
interior das galerias. Algumas fémeas foram encontradas por Goées et al. (2000)
agarradas em galhos e rizoforos acima do nivel da maré, fugindo de machos. Ao final
do periodo de andada, tal autor presenciou ainda fémeas jovens tentando copular com
machos pouco maiores, mas esses a expulsavam com golpes de seus quelipodos.
Nessas épocas, a densidade sobre o sedimento chega a 1,8 ind./m? e mais de 0,4
lutas/m? (Sant’Anna, 2006).

Segundo Costa (1979), a andada ocorre durante as marés mais baixas do més,
fator ja descrito por Diele (2000) e Gdes et al. (2000) para U. cordatus e corroborado
por SantAnna (2006), que encontrou correlacbes positivas entre aumento de
luminosidade e maiores amplitudes de maré com o fendmeno da andada.

Proximo as galerias, os machos do caranguejo-ucé liberam espuma ao redor
de seu corpo a fim de facilitar seu reconhecimento pelas fémeas, o que remete a
importancia dos estimulos visuais na atracdo sexual em caranguejos braquilros
(Hartnoll, 1969). Segundo o mesmo autor, espécies de Grapsidae e Ocypodidae
caracterizam-se por apresentar cortes curtas, com o simples propésito de um macho
sexualmente maduro encontrar uma fémea receptiva. Entretanto, estudos de
competicdo entre caranguejos machos demonstram que o tamanho do individuo é o
principal fator de sucesso reprodutivo, provavelmente por trazer vantagens tanto para
segurar as fémeas no acasalamento quanto na luta com outros machos (Brockerhoff &
McLay, 2005).

O acasalamento ocorre com a entrada da fémea em uma toca abandonada.
Em seguida, um macho a puxa pelo quelipode até a superficie (Castilho-Westphal et
al., 2008), onde a fémea adota decubito dorsal e o macho a cobre, depositando o
liguido seminal nas abertudas das bases do terceiro par de patas (Alves, 1975).

Apés a copula, as fémeas dos braquilros armazenam a secre¢do espermatica
em espermatecas, 6rgdos saculiformes compostos por uma capsula de tecido
conjuntivo e um epitélio colunar interno, responsavel pela sintese de grande
quantidade de secrecao (Sant'’Anna, 2006). Esses o6rgdos possuem a funcdo de

receber os espermatoforos e armazena-los até a fertilizagdo dos ovocitos (LOopez-



Greco et al., 1999), o que ocorre na camara de fecundacdo, em sua porgao inferior
(Beninger et al., 1988).

Em U. cordatus, a espermateca possui conexao ventral com o oviduto e com a
vagina, padrdo descrito para Calappidae, Geryonidae, Leucosiidae, Corystidae,
Majidae, Grapsidae e Ocypodidae (Fransozo et al., 2006). Segundo Van der Brink &
McLay (2008), esse tipo de espermateca faz com que o esperma do Ultimo macho a
copular fertilize os évulos primeiro, ao contrario das espermatecas com conexao
dorsal. Devido a isso, algumas espécies de caranguejos cuidam da fémea apds o
acasalamento para evitar que machos copulem posteriormente e tenham preferéncia
na fecundacéao (e.g. Urbani et al., 1998; Brockerhoff & McLay, 2005).

O fluido presente nas espermatecas consiste em uma mistura de esperma e
fluido seminal. As secre¢Bes femininas sdo importantes pois possuem polissacarideos
e glicoproteinas utilizados na abertura dos espermatéforos e na estocagem e
manutencdo de espermatozoides viaveis ao longo do ano (Sant’Anna, 2006; Castilho,
2006). Assim, sdo encontradas quantidades consideraveis de espermatoforos em
espermatecas de U. cordatus durante todo o ano, apesar da sazonalidade reprodutiva
da espécie. Dessa forma, a fémea carregaria seu estoque espermatico até a época
reprodutiva e, caso nao haja cépula, utilizaria tais espermatozoides para a época de
desova. Em Uca lactea, os espermatozéides permanecem viaveis nas espermatecas
por 10 meses (Yamaguchi, 1998) e em Callinectes sapidus por até dois anos, podendo
fertilizar multiplas massas de ovos (Hines et al., 2003).

Castilho (2006) ainda considera que, devido a presenca de fémeas com ovarios
maduros a partir de outubro e com o inicio do aparecimento de fémeas ovigeras em
novembro, os espermatozoéides utilizados na fecundacdo sejam provenientes das
cOpulas anteriores ao periodo de outubro, periodo esse que néo coincide com a época
de andada, de dezembro a maio. Assim sendo, as cépulas realizadas na andada nao
seriam responsaveis pela producgéo de larvas no mesmo periodo reprodutivo, mas sim
pela reposicdo de espermatozoéides para o préximo evento reprodutivo ou para uma
segunda desova no mesmo periodo. Entretanto, Dalabona & Silva (2005) e Dalabona
(2001) sugeriram auséncia de desovas multiplas para a espécie, devido a inexisténcia
de ovdcitos em maturacdo em fémeas desovadas. Além disso, 0s autores encontraram
fémeas com ovario maturo em abril na Baia de Laranjeiras - PR. Da mesma forma,
Sant’/Anna (2006) em Iguape - SP encontrou fémeas maduras entre outubro e margo,
com dois picos de fémeas com ovarios maduros, em outubro e fevereiro. Por

conseguinte, a andada pode ser importante tanto para a reproducdo de algumas



fémeas na mesma época reprodutiva quanto para a reposicdo de esperma para o
proximo evento reprodutivo em outras.

Nas espermatecas, 0s espermatoforos podem estar estocados em pacotes
espermaticos delimitados e definidos, contendo espermatoforo, espermatozéides e
secrecdes seminais; ou livres e misturados as excregcdes masculinas e femininas
(Diesel, 1888). Sant’/Anna (2006) demonstrou a auséncia de pacotes espermaticos em
U. cordatus com o esperma de diferentes copulas ficando misturados na espermateca.
Segundo o autor, aparentemente, o primeiro macho a copular com a fémea tem
chances iguais de ser o genitor. Ja em espécies que armazenam 0s espermatoforos
em pacotes espermaticos, ha estratificacdo do esperma dos machos de forma que o
esperma do ultimo macho tem maior probabilidade de fecundar a maior por¢cdo dos
ovulos (e.g. Urbani et al., 1998).

A fecundacéo é interna e ocorre durante a oviposicdo (Castilho, 2006). Hattori
& Pinheiro (2003) e Pinheiro et al. (2003) encontraram fertilidade de 71200 a 220800
larvas em condicdes laboratoriais. Também foi encontrada reduzida fertilidade relativa
de fémeas de maior porte, provavelmente devido a insuficiéncia de espermatozéides
na espermateca (Hattori & Pinheiro, 2003). Tal afirmagao seria explicada pela maior
dificuldade dos machos em manipula-las e copular com fémeas de tamanho similar ao
seu. Como mecanismo compensatério, os autores encontraram que fémeas de maior
porte (LC > 70mm) tem fertilidade 87,8% superior as de menor porte.

A ecloséo das larvas ocorre de forma sincronizada (Castilho, 2006; Castilho-
Westphal et al.,, 2008). Durante a desova, os espermatdforos se dissolvem na
espermateca e ficam em suspensdo na camara de fecundacdo, onde encontram 0s
ovocitos e ocorre a fecundacao (Diesel, 1989). As desovas das fémeas de U. cordatus
ocorrem entre o crepusculo e o amanhecer, ( Freire, 1998; Goes et al., 2000; Hattori e
Pinheiro, 2003). Dessa forma, apesar de ndo haver registros de atividade noturna
durante a andada, as fémeas ovigeras provavelmente saem de suas galerias em
direcao as margens do manguezal no periodo noturno (Sant’/Anna, 2006). A liberacéo
larval pode ocorrer, entretanto, dentro das tocas inundadas, o que justifica a menor
gquantidade de andada com tal objetivo (Gées et al, 2000).

As desovas ocorrem em manguezais inundados, com picos de desova um dia
antes da lua nova (Castilho, 2006). As densidades iniciais de zoea | durante essa
época podem chegar a 23 mil larvas/m3 (Castilho, 2006; Castilho-Westphal et al.,
2008).



Os estagios seguintes de zoea podem, dependendo das condigbes ambientais,
permanecer em regides estuarina por trés ou quatro semanas (Diele, 2000), ou serem
exportadas para a costa (Freire, 1998).

Baixas salinidades séo letais para os estagios mais avancados de zoea (Diele
& Simith, 2006), sendo a salinidade 30 a com maior taxa de sobrevivéncia (72%)
(Simith & Diele, 2008). Dessa forma, h4 a necessidade de exportagdo de sua fase
larval para areas distantes de &guas costeiras mais salinas, propiciando maior
sobrevivéncia larval e manutencdo da viabilidade populacional. Essa estratégia
reprodutiva € aparentemente responsavel pela auséncia de estruturacéo genética das
popula¢cdes ao longo da costa brasileira (Oliveira-Neto et al., 2007a, Oliveira-Neto et
al., 2007b).

O recrutamento das megalopas de U. cordatus é influenciado por odores intra-
especificos e inter-especificos, que indicam as condi¢des favoraveis para colonizacao
(Diele & Simith, 2007).

2.2 POLIANDRIA

Ha mais de 150 anos, Charles Darwin, pioneiramente discorreu sobre as
hipoteses de selecao sexual. Ele utilizava essa explicagdo para justificar a presenca
de caracteres exagerados, que poderiam resultar na diminuicdo na sobrevivéncia dos
machos. Conforme sua interpretacdo, esses caracteres seriam fixados na espécie
(selecionados) através da competicdo que poderia ocorrer diretamente por luta entre
machos ou por escolha da fémea.

O conflito sexual presente nas competicbes intra-sexual e inter-sexual esta
relacionado as diferentes taticas que as espécies utilizam durante a reproducao.
Enquanto as fémeas produzem 6vulos grandes e que demandam grande quantidade
de energia, tendo sua producao restrita em numero, os machos produzem gametas
pequenos e moveis, pouco custosos, podendo priorizar sua produgédo em quantidade.

Dessa forma, na escolha dos parceiros para a reprodugdo, os machos buscam
grande quantidade de acasalamentos, dispersando ao maximo seu esperma,
enquanto as fémeas priorizam a qualidade do acasalamento, através da escolha do
melhor macho, j& que o aumento no numero de cOpulas ndo trarda aumento na
guantidade de prole produzida.

Além disso, ha os altos riscos e custos que a copula gera, tais como 0 aumento

do risco de predacéo na procura por parceiros (Koga et al., 1998), de adquirir doencgas,



de sofrer lesdes e de morrer em consequéncia da copula em si, além dos gastos
energéticos que a cépula demanda (Jennions & Petrie, 2000),

Contudo, apesar dos argumentos anteriores inferirem vantagem da monogamia
para fémeas, o advento de novas técnicas moleculares tem demonstrado altos niveis
de mdltipla paternidade em um grande leque de grupos animais (Birkhead & Moller,
1998).

Observagcbes comportamentais cuidadosas e conhecimento a respeito da
histéria natural dos grupos revelam que a multipla paternidade pode decorrer da
solicitacdo ativa das fémeas por cépulas, de cépulas forcadas ou da fertilizacdo por
machos satélites (Jennions & Petrie, 2000). Os dois Ultimos casos podem explicar
cépulas mdultiplas em alguns grupos, enquanto a justificativa da primeira hipétese
segue obscura.

Ha duas correntes que procuram explicar as vantagens associadas a poliandria
para as fémeas. Beneficios materiais, como o aumento do cuidado parental
(Nakamura, 1998), suplemento de esperma adequado (Drnevich et al., 2001), defesas
guimicas (Gonzélez et al., 1999), transferéncia de nutrientes (Arngvist & Andrés, 2008)
e estimulantes (Wagner et al., 2001), ou diminui¢do do risco de obter cépulas apenas
com machos estéreis, somam-se aos beneficios genéticos, como evitar
incompatibilidades genéticas e endocruzamentos, “bet-hedging” (Fox & Rauter, 2003)
ou ganhar bons genes e aumentar a diversidade genética da prole (Moore & Ball,
2002). A primeira corrente € criticada pela incapacidade de gerar evolugédo por ganhos
apenas materiais, enquanto a ultima é criticada pela duvida a respeito da capacidade
das caracteristicas sexuais serem herdaveis.

A despeito da baixa herdabilidade de diversos caracteres ndo sexuais, fruto da
alta variancia ambiental, Pomiankowski e Moller (1995) encontraram maior
herdabilidade em caracteres sexuais do que somaticos. Radwan (1998) quantificou a
herdabilidade do sucesso reprodutivo de macho e sua prole em 0,28 para o acaro
Rhizoglyphus robini. Wedell & Tregenza (1998), estudando o grilo Gryllus bimaculatus,
também encontraram caracteres de atracdo sexual herdaveis.

Muitas vezes, 0s caracteres sexuais podem estar ligados a caracteres nao
sexuais. Moller (1997) descreve uma correlacdo positiva entre a coloracdo das penas
de passaros com tamanho do bago. Dessa forma, esses machos mais coloridos, que
possuem melhor sistema imune, podem ser preferidos durante a selecdo sexual pré-
copulatéria. Nesse caso, individuos com melhor capacidade imune tém menor

guantidade de parasitos que diminuem a colora¢do das penas.



Em alguns casos, fémeas de machos atrativos tém maior cuidado parental e
menor quantidade de copulas extras (e.g. Gabor & Holliday, 1997). Machos atrativos
também podem ter maior cuidado parental. Entretanto, muitas vezes, a escolha pré-
copulatéria pode nado existir se 0 macho nao liberar sinais ou se a fémea nao
conseguir detecta-los. Investir em tracos sexuais selecionaveis € muito custoso,
reduzindo a sobrevivéncia do individuo (Grafen, 1990).

Uma nova forma de escolha sexual, descoberta recentemente, descreve a
chamada selecdo poés-copulatéria, na qual os machos possuem estratégias para
monopolizar o acesso aos Gvulos, enquanto a fémea resiste & manipulacdo do macho
e seu controle da reproducédo (Zeh & Zeh, 2003). Dessa forma, machos superiores, ou
com melhor qualidade de esperma, tém maior chance de fertilizar os 6vulos. A selecéo
pos-copulatéria pode ocorrer tanto através da competicdo espermatica quanto por
escolha criptica da fémea.

A competicdo espermatica refere-se & competicdo que os espermatozoides dos
machos realizam entre si, 0 que torna importante no sucesso reprodutivo a morfologia
da genitalia, o tamanho, a morfologia e a quantidade de espermatozoides, as cortes
pré e pés-copulatéria, a liberacdo de substancias afrodisiacas e a transferéncia de
nutrientes. Essas estratégias sao favoraveis pois podem aumentar a receptividade da
fémea a fecundacédo ou o investimento da fémea na prole, além de retirar o esperma
de outros machos ou reduzir a probabilidade de novos acasalamentos pela fémea. Por
exemplo, machos com sistema imune superior podem aumentar a liberacdo de
andrégenos, que sdo imunossupressores. Dessa forma, sdo capazes de aumentar a
producdo de espermatozolides sem ter uma queda vertiginosa no sistema imune (e.g.
Yan & Stevens, 1995).

Assim como caracteres sexuais, tragos sexuais competitivos provenientes da
competicdo espermatica também tendem a ser custosos (Jennions & Petrie, 2000).

A escolha criptica da fémea sugere que ela ndo é apenas receptora passiva de
esperma, mas que determina diretamente a paternidade (Jennions & Petrie, 2000).
Dessa forma, a fémea é capaz de selecionar o esperma de qual macho fecundara
seus oOvulos, por escolhas durante e/ou apés a copula. Os mecanismos nos quais tal
evento ocorre sdo variados: ndo ovular, ndo maturar o zigoto ou aborta-los, remover
ou manter tampdes genitais, descartar ou ndo descartar 0 esperma, ou terminar a
cOpula antes da transferéncia total de esperma. Ha ainda mecanismos especificos,
como fagocitose de espermatozoéides de alguns machos através linfécitos (Vacquier,

1998), poliespermia com fusédo do nucleo de um espermatozoide escolhido pelo ovo
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(Eberhard, 1996) ou alocacéo diferencial dos nutrientes para os zigotos (Moller &
Thornhill, 1998).

Diferentemente dos tracos sexuais competitivos, a escolha criptica da fémea
parece ter baixo custo (Eberhard, 1996) por selecionar caracteres arbitrarios e ndo
dependentes das condigdes ambientais (Grafen, 1990).

A poliandria, dessas formas, traz oportunidade para escolhas pés-copulatérias
que aumenta os beneficios genéticos para sua prole (Zeh & Zeh, 1997; Jennions &
Petrie, 2000).

Além disso, a poliandria diminui a probabilidade de ocorréncia de
incompatibilidades genéticas, pelo simples aumento da diversidade genética dos
espermatozoides ou por deteccdo de tais fenbmenos pela fémea (Zeh & Zeh, 1996;
Jennions & Petrie, 2000). Entre essas, estao:

a) depressao por endogamia: reduz a heterose, aumenta a probabilidade de
expressao de alelos deletérios ou de interacdes epistaticas;

b) conflitos intragenémicos: distorcdo de segregacgédo, letalidade maternal,
impressdo genbmica, endossimbiose, transposons e determinacdo sexual
complementar;

c) heterose;

d) antagonismo genético;

e) imunocompatibilidade.

Evitar incompatibilidades e manter a heterozigose € tdo importante quanto
adquirir bons genes (Zeh & Zeh, 1996), e nédo pode ser selecionada pela selecéo pré-
copulatéria da fémea.

Outra vantagem da poliandria é o “bet-hedging” (Fox & Rauter, 2003). Nela, a
fémea faz multiplas cépulas com machos diferentes, fator que aumenta a média
geométrica de aptidao, para evitar ma escolha do macho pela fémea, por incertezas
ambientais ou para ter pelo menos alguns individuos de sua prole com bons genes.

Alguns estudos sobre paternidade foram realizados em espécies da Ordem
Decapoda. Toonen (2004) encontrou multipla paternidade em 92,5% das fémeas do
caranguejo porcelanideo Petrolisthes cinctipes na Baia de Bodega — Califérnia. Uca
paraduddumieri (veja Murai et al., 2002), Chionoecetes opilio (veja Sainte-Marie et al.,
2008), Halicarcinus cookii (veja van der Brink & McLay, 2009) também demonstram
ser poliandricas, enquanto Uca vocans hesperiae (veja Dyson, 2008) e Cancer

pagurus (veja Mckeown & Shaw, 2008) demonstram ser monogamicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Verificar quantos machos contribuem para a prole produzida por uma fémea de

caranguejo-ucd, Ucides cordatus, através de marcadores moleculares microssatélites.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Genotipar as fémeas e suas respectivas larvas através de marcadores
moleculares microssatélites;

e Comparar os alelos encontrados nas fémeas com os alelos encontrados na sua
prole, identificando os alelos provenientes do progenitor macho.

e Encontrar justificativas que expliqguem o padrdo encontrado para U. cordatus.
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4. MATERIAIS E METODOS

Dez fémeas de caranguejo-uca Ucides cordatus, utilizadas em um projeto de
repovoamento dos manguezais paranaenses, foram coletadas com suas respectivas
larvas ainda em seu abdome. As fémeas foram mantidas em aquérios isolados até a
eclosédo de suas larvas. Amostras de tecido muscular da fémea e suas larvas foram
preservados em solucdo salina de DMSO (Seutin et al., 1991) em freezer a —20°C.

O DNA total das fémeas foi extraido do tecido muscular de um de seus
pereiépodos utilizando-se, para isso, do kit ChargeSwitch (Invitrogen®). Entre 22 e 32
de suas respectivas larvas em estagio de zoéa tiveram o DNA extraido pelo método
DNeasy (Qiagen®).

A concentragdo e a pureza dos extratos foram medidos através do
espectrofotdbmetro GeneQuant Pro (Amersham Bioscience®).

Os extratos de todas as fémeas e de suas respectivas larvas tiveram seus
fragmentos de interesse amplificados pelo método de PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase do DNA) com o0s conjuntos de iniciadores marcados A5, Al1l, A120, B3,
B124 e C109 (Tabela 1), cada qual flanqueando uma regido de microssatélite. Todas
as reacdes de PCR foram realizadas em 10 pl com concentragdo final de: 0,6uM de
iniciador senso fluorescente, 0,6uM de iniciador anti-senso, 0,25mM de dNTP, 0,025U
Taq Platinum, 1x Buffer, 1,5mM MgCl and aproximandamente 0,5ng/uL de extrato. O
programa de PCR para os iniciadores A5, All e C109 contém 3 minutos de
denaturacéo inicial (94°C), seguido por 35 ciclos de 30 segundos de denaturacdo a
95°C, 60 segundos a temperatura de anelamento (Tabela 1) e extensdo de 60
segundos a 70°C; e 1 hora de extensdo final a 72°C. Para os iniciadores A120, B3 e
B124, o PCR foi realizado com 94°C por 3 minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C por
40 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, e 72°C por 40 minutos
para extensdo final. 2,5 yl do produto de PCR foram misturados a 0,3 pl de
GeneScan™ 500 — Rox™ Size Standart (Applied Biosystems) e a 9,7 pl de formamida,
para genotipagem em sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystems).

As analises foram realizadas no programa GenMapper 3.7v (Applied
Biosystems) e as analises de paternidade foram realizadas segundo o critério da
exclusdo (Jones & Ardrens, 2003). O critério da exclusdo se baseia nas leis de
heranga Mendeliana, sendo contado o niumero de alelos de uma determinada prole,
subtraindo os alelos das fémeas. Dessa forma, obtemos a quantidade de alelos

paternos que nos demonstram o niamero minimo de pais que a prole pode possuir.

13



Esse critério é eficiente quando a prole possui baixa quantidade de pais e quando os

marcadores sdo altamente polimorficos (Jones & Ardrens, 2003), como o caso dos

microssatélites.

Tabela 1: Iniciadores de microssatélites desenvolvidos para Ucides cordatus, com suas
respectivas sequéncias (5 — 3’), composicao e quantidade de repeticdes do sitio, tamanho do
namero de alelos encontrados e
heterozigosidades observada e esperada em estudo de Oliveira-Neto (2009) e Baggio et al.

fragmento amplificado, temperatura de anelamento,

(dados néo publicados).

Locus Sequence Repeat (Stl)i)()e T (°C) Ol\fIUAI';'I\é)IiI‘S Ho He
A5 R e 00 (CGAG)(CAJ 270 58 14 0.8684  0.8862
ST v vy (CA)s 182 52 14 05781 0.6529
A120 A e T e Tea e (CA)is 181 55 17 05516 05577
B3 E:: %iﬁ?ggég?fgg:;?g:g (GT)w (GAw 175 55 61 09167 0.9722
RIS e veriotiaoamntas (GT)u 122 55 28 0.8051  0.8360
c109 Fr GCC-ATC-ATC-ACC-ATC-ACC (CAT)s 285 62 10 04583 05113

R: TCC-CCT-TCT-TCC-TAT-TGT-CC
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5. RESULTADOS

As dez fémeas e 8 a 16 de suas respectivas larvas foram genotipadas para
cada fragmento microssatélite (Tabela 2).

Foram encontrados mais do que 2 alelos paternos para pelo menos um loci em
4 das 10 fémeas (40%) (Tabela 3). Dessa forma, em 60% das fémeas néao foi
detectado mais do que 1 progenitor masculino fecundando a sua prole, enquanto nas

demais foram encontrados pelo menos 2 progenitores masculinos.

Tabela 2: Quantidade de larvas extraidas e genotipadas para cada fémea de Ucides cordatus,
para cada locus.

Larvas Genotipadas

Fémeas Larvas Extraidas

A5 All A120 B3 B124 C109
Fémea 1 32 9 15 10 10 12 13
Fémea 2 32 8 10 11 10 10 10
Fémea 3 29 10 13 11 15 11 10
Fémea 4 29 11 12 14 16 12 12
Fémea 5 29 14 13 10 14 12 11
Fémea 6 24 11 13 11 12 12 10
Fémea 7 31 10 12 12 10 8 11
Fémea 8 38 11 10 11 11 10 10
Fémea 9 28 11 12 11 11 15 10
Fémea 10 22 10 13 12 10 10 10

Tabela 3: Numero de alelos provenientes de progenitores masculinos encontrados na prole de
10 fémeas de Ucides cordatus. Em negrito fémeas cujos 6vulos foram fecundados por mais de
um macho, detectadas pela presenca de mais de 2 alelos paternos na prole para algum locus.

Fémea B3 Al120 C109 All B124 A5
Fémea 1 2 2 2 2 2 2
Fémea 2 1 2 2 2 2 2
Fémea 3 2 2 2 2 2 3
Fémea 4 4 2 2 2 3 3
Fémea5 2 2 2 1 2 1
Fémea 6 2 1 2 2 2 2
Fémea 7 2 2 2 2 2 2
Fémea 8 2 3 2 2 3 2
Fémea 9 2 2 2 2 2 2
Fémea 10 3 1 2 2 2 2
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6. DISCUSSAO

Foi detectada poliandria em 40% das fémeas de Ucides cordatus. Entretanto, é
provavel que haja maior quantidade de progenitores masculinos, assim como de
fémeas polidndricas, uma vez que o método resulta no numero minimo de pais que
fecundaram uma determinada fémea, a partir de sua prole. Dessa forma, ndo é
possivel detectar multipla paternidade se os machos tiverem o mesmo genoétipo ou
forem homozigotos para os loci genotipados, ou ainda se os filhos de apenas um
determinado macho forem amostrados (Neff et al., 2002). Tais fatores explicam o
motivo de ser detectada a poliandria em uma fémea em alguns loci, enquanto em
outros loci houve apenas 2 alelos paternos.

A presenca de poliandria de Ucides cordatus é algo que pode ser explicado
pelos aspectos comportamentais da espécie. Os padrées de andada descritos por
Goes et al. (2000), com comportamento de grande movimentacdo e batalhas inter-
sexual e intra-sexual (atingindo cerca de 0,4 lutas/m? conforme Sant’Anna, 2006),
indicam ndo haver forte escolha pré-copulatéria para a espécie. Segundo Hartnoll
(1969), espécies de Grapsidae e Ocypodidae caracterizam-se por cortes curtas, com o
simples objetivo de um macho sexualmente maduro encontrar uma fémea receptiva,
utilizando, para isso, estimulos principalmente visuais e auditivos.

Costa (1979) presenciou lutas entre fémeas e machos com a utilizacdo dos
guelipodes. Goées et al. (2000) encontrou fémeas agarradas em galhos e rizéforos
acima do nivel da maré, fugindo de machos. Ao final do periodo de andada, tal autor
presenciou fémeas jovens tentando copular com machos pouco maiores, mas esses a
expulsavam com golpes de seus quelipodes de suas tocas.

Tais padres de batalhas indicam que a ocorréncia de copulas forcadas € um
dos fatores que explicam a mudltipla paternidade em U. cordatus. Em caranguejos, o
tamanho do macho é o principal fator de sucesso reprodutivo, pois traz vantagens para
segurar as fémeas na cépula ou para a luta com outros machos (Brockerhoff & McLay,
2005). Em contrapartida, fémeas de maior porte possuem taxa de eclosdo menor em
relacdo as de menor porte (Hattori e Pinheiro, 2003), possivelmente explicado pela
insuficiéncia de espermatozoéides na espermateca em fémeas maiores. Os machos
encontrariam, nesse caso, dificuldades em manipular e copular com fémeas com
tamanho similar ao seu. Dessa forma, fémeas pouco menores teriam maior

possibilidade de desenvolver poliandria do que fémeas maiores, exceto jovens.
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Apesar de ambos 0s sexos possuirem mesmo tamanho de carapa¢a quando
atingem a idade reprodutiva (Dalabona, 2001), os machos crescem em uma taxa
maior, atingindo maiores tamanho de carapaca do que fémeas (Branco, 1993), o que é
vantajoso em tal cenario.

A auséncia de protecdo das fémeas pelo macho apds a copula € outro fator
gue justifica a poliandria para U. cordatus. Quando os machos protegem as fémeas
apés a copula, a ocorréncia de cépulas extras diminui. O padrdo de protecao ocorre
em espécies nas quais a fémea realiza muda apo6s a copula. Esse evento, entretanto,
nAo ocorre para o caranguejo-uca.

Por outro lado, a poliandria detectada pode ser produto de coOpulas em
periodos reprodutivos anteriores. Castilho (2006) encontrou espermatozéides viaveis
em espermatecas durante todos os meses do ano, corroborando com tal fato. Dessa
forma, alguns individuos seriam filhos de machos que copularam no periodo
reprodutivo presente, enquanto outros seriam provenientes de cépulas no ano anterior.

A poliandria pode também trazer beneficios genéticos em U. cordatus, o que
poderia explicar a origem e a manutengéo da poliandria na espécie.

A maior taxa de eclosdo encontrada por Hattori e Pinheiro (2003) nas fémeas
de menor porte também pode ser consequéncia da poliandria, uma vez que diminui a
frequéncia de incompatibilidades genéticas e aumenta a probabilidade de
sobrevivéncia dos zigotos por “bet-hedging”. A escolha pds-copulatéria, por sua vez,
diminui a ocorréncia de incompatibilidades genéticas na prole (Zeh & Zeh, 1997;
Jennions & Petrie, 2000), fator vantajoso para as fémeas poliandricas, umas vez que
fémeas monogamicas nao possuem possibilidade de realizar tais escolhas.

O aumento da diversidade da prole, produto de multiplas cépulas, é outro fator
vantajoso para as espécies que realizam poliandria. A maior diversidade genética
entre o0s espermatozdides provenientes de varios machos gera aumento da
diversidade da prole e heterozigosidade da populacdo (Zane et al., 1999). Dessa
forma, sua prole teria maior capacidade de colonizacdo, possibilitando, por exportagdo
larval, a colonizagdo de manguezais ao longo da costa americana. Além disso, a
poliandria possibilita a fémea a ter pelo menos alguns individuos da prole com “bons*
genes, gerando, da mesma forma, uma grande capacidade de colonizacdo e
sobrevivéncia de pelo menos uma parte de sua prole em uma ampla distribuicdo de
latitudes. Tais fatores justificariam, entdo, a auséncia de estruturagcdo genética para U.
cordatus, encontrada em trabalhos de Oliveira-Neto et al. (2007a; 2007b), produto do

intenso fluxo génico entre as populacdes.
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Dessa forma, copulas for¢cadas, auséncia de protecdo pelos machos e 0s
beneficios genéticos da poliandria, como evitar incompatibilidades, aumentar a
diversidade genética da prole e ganhar “bons genes”, explicam a presenca da
poliandria no caranguejo-ugé U. cordatus. Esses fatores devem ser considerados para
a producao de larvas em cativeiro para utilizagcdo em repovoamento.

A inexisténcia de espermatdéforos inclusos em pacotes espermaticos para a
espécie (Sant’/Anna, 2006) impede a estratificacdo do esperma de diferentes macho,
fator que privilegiaria o Ultimo macho a copular (van der Brink & McLay, 2008), devido
a presenca de conexao ventral da espermateca com o oviduto e a vagina em U.
cordatus (Fransozo et al., 2006). Entretanto, devido ao tamanho diminuto das larvas e
a possivel presenca de inibidores, como a rodopsina presente em seu olho, houve
certa dificuldade na amplificagdo dos fragmentos de interesse, impossibilitando a
genotipagem de todos os loci para todas as larvas. Assim, ndo foi possivel fazer a
reconstituicdo do gendtipo dos progenitores masculinos e, por conseguinte, observar a

contribuicdo de cada pai para a prole.
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