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APRESENTACAO

O litoral do Parana, com aproximadamente 90 km de costa, fica localizado no sul do
Brasil entre as coordenadas 25°20’S-25°35’S // 48°17'W-48°42'W). Embora seja o0 segundo
menor litoral do pais, a costa parananense € permeada por baias, apresentando assim
mais de 1000 km de litoral estuarino interior, e cerca de 300km? de manguezais. O litoral sul
do pais, inserido na zona climatica subtropical, é influenciado pela Corrente do Brasil e pela
Corrente Sul Atlantica, limite sul do Giro Subtropical do Oceano Atlantico Sul, resultando
em variag@o nos processos de transferéncia termo-halina, que por sua vez determinam os
processos atmosféricos do clima regional.

A vulnerabilidade territorial do Parana justifica a presenca de 68 Unidades de
Conservagéo (UC) estaduais, estando 12 no litoral, perfazendo 18% das UCs do Estado
(www.iap.pr.gov.br). Seis delas ainda sdo UCs Federais (APA de Guaraquegaba, ARIE
de Pinheiro e Pinheirinho, Estacdo Ecologica de Guaraquecgaba, Parque Nacional do
Superagui, Parque Nacional Saint Hilaire-Lange e Parque Nacional Marinho das llhas dos
Currais). O Complexo Estuarino de Paranagué (CEP) faz parte do complexo Paranagua-
Iguape-Cananéia que integra o Mosaico Lagamar, um trecho costeiro de terras inundaveis
que conecta o litoral norte paranaense ao sul paulista. Considerado o terceiro de maior
importancia no pais, o CEP é circundado pela Serra do Mar e pela maior area de preservacao
de Mata Atlantica, Floresta Ombrofila Densa do pais. A Planicie Costeira abriga uma vasta
diversidade de ecossistemas, como manguezais, marismas, costées rochosos, praias
arenosas, ilhas costeiras e um arquipélago de plataforma. Por este motivo o CEP integra
a Reserva da Biosfera Vale do Ribeira-Graciosa (UNESCO). A area € ainda reconhecida
pela Unido Internacional para Conservagéo da Natureza como de relevante produtividade
costeira no Atlantico Sul, uma vez que o Parana e Santa Catarina estdo em uma das areas
de maior variabilidade da Confluéncia Brasil-Malvinas, resultando em alta produtividade
primaria, e consequentemente abundancia de recursos pesqueiros.

O litoral paranaense € conformado pelos municipios de Guaraquecgaba, Antonina,
Morretes, Paranagua, Pontal do Parana, Matinhos e Guaratuba, e suas principais atividades
socio-econdmicas sdo: turismo (principalmente ecolégico e historico-cultural), pesca
artesanal, agricultura (prioritariamente banana e palmito) e pecuaria. Porém, a atividade
de maior relevancia econémica na integragéo dos sistemas produtivos, é o setor portuério.
O CEP aloja o maior porto graneleiro e de fertilizantes da América Latina. O Porto de
Paranagua, com 85 anos de histéria, movimenta aproximadamente U$ 31 bilhdes / ano de
mercadorias, correspondendo a cerca de 1/3 do PIB do Estado (aen.pr.gov.br). Nas ultimas
décadas o litoral paranaense tem sofrido grandes transformacgdes, devido o aumento
da populagéo, especulagéo imobiliaria e industrializagcdo, os quais provocam impactos
ambientais, e conflito no uso de recursos, principalmente com as populac¢des tradicionais.

Ademais, estudos sobre mudangas climaticas, fruto de agées “homem vs natureza”,
sugerem o aumento da frequéncia e intensidade de eventos severos meteorolégicos e
oceanogréficos (ex. ciclones, ressacas, tremores de terra, secas, inunda¢des, mudancas
de temperatura e de regime pluviométrico abruptos, dentre outros extremos). Desta forma,
o corpo docente e de pesquisadores do Programa de Po6s-Graduagcdo em Ambientes



Litoraneos e Insulares (PG-PALI - UNESPAR) - Campus de Paranagué apresenta uma
compilacé@o de artigos cientificos que visam esclarecer alguns dos aspectos supracitados
em duas linhas tematicas: 1. Estrutura Ecoldgica e Funcionamento de Ecossistemas
e 2. Servicos Ecossistémicos e Desenvolvimento Sustentavel. Esperamos que esta
obra auxilie na formacado de estudantes de graduacéo e de pds-graduacado, e promova,
aos técnicos e gestores de o6rgdos competentes, melhores tomadas de decisdes
conservacionistas no Estado do Parana.

Franciane Pellizzari

Organizadora
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RESUMO: A amplificacdo da regidao d-loop
de braquilros tem se mostrado uma eficiente
ferramenta para reconstrui as histérias
evolucionarias de suas populagdes, principalmente
por causa de suas altas taxas de evolucéo.
Primers especificos foram desenhados para
amplificar mais facilmente um segmento menor de
DNA em uma mesma regido homologa, tornando
possivel as comparagdes intra e interespecificas.
No6s analisamos 125 sequéncias de 7 espécies
de espécies de Brachyura. Apés o processo de
edicdo, as sequéncias homologas variaram entre
336 a 345pb. Resultados satisfatorios foram
obtidos para Minuca mordax, Minuca vocator,
Uca maracoani, M. thayeri e Goniopsis cruentata,
0 que tornou possivel inclusive analises de
estruturacédo para quatro delas. Estas populagcbes
demonstraram alto fluxo génico e alta diversidade
genética. Apenas Minuca mordax apresentou
evidéncia de estruturacdo genética, em sua
populagéo sulina.

PALAVRAS-CHAVE: Minuca, Goniopsis, Brasil,
Foz do Amazonas

ABSTRACT: Amplification of the d-loop region
of brachyurans has proven to be an efficient
tool for reconstructing the evolutionary histories
of their populations, mainly because of its high
mutation rates. Specific primers were designed
to amplify a smaller and more easily sequenced
DNA segment in a region whose homology allows
for more accurate comparisons among species.
Different combination of primers was tested. We
analyzed 125 d-loop sequences of seven species
of Brachyuran species. After the edition process,
homolog sequences varied in length between
336 and 345 pb. Satisfactory performances of the
tested primers were obtained with Minuca mordax,
Minuca vocator, Uca maracoani, M. thayeri and
Goniopsis cruentata, which made it possible to
perform population analyses. These populations
showed high diversity and high gene flow. Only
Minuca mordax showed a  genetically distinct
southern population.

KEYWORDS: Amazon River, Minuca, Goniopsis,
Brazil.

11 INTRODUGAO

A amplificacdo da regido d-loop de
braquidros tem se mostrado uma eficiente
ferramenta para a reconstrucdo das histérias
evolutivas de suas populagbes, principalmente
por causa de suas altas taxas de mutacdo. Essa
regido foi capaz de revelar a alta diversidade
genética e o intenso fluxo génico nas populacdes
de Ucides cordatus e Cardisoma guanhumi ao
longo da vasta costa brasileira (OLIVEIRA-NETO
et al., 2007, 2008). Porém, esta é uma tarefa
tao util e informativa quanto desafiadora. Sua
amplificacdo sempre dependeu de extracbes de
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DNA de excelente qualidade e parametros de amplificacdo muito precisos. Parte desse
problema € a dificuldade em se encontrar regides conservadas para o ancoragem de
primers, e pelo fato de uma dessas regides possuir caracteristicas palindrémicas (o que
pode fazer com que a DNA polimerase amplifique no sentido oposto ao pretendido da
molécula de DNA, criando ruidos no sequenciamento e diminuicdo na concentracao do
produto de interesse). Por essa razado, os fragmentos produzidos sdo um pouco longos
(1600 pb) e dificeis de amplificar (PIE et al. 2008; OLIVEIRA-NETO et al., 2007).

Adicionalmente, as altas taxas de mutagéo, maiores do que o verificado para o
facilmente amplificavel Citocromo Oxidase | (utilizados por Martins, 2018), sempre foi o
principal fator estimulante para que tais dificuldades fossem superadas. No entanto, o
dloop é pouco conhecido para a maioria das espécies de Brachyura, e 0 mesmo padrédo
evolutivo revelado para U. cordatus e C. guanhumi pode nao se repetir em outras espécies
simpatricas de braquilros.

Para solucionar estes problemas, primers especificos foram desenhados para
amplificar um segmento menor de DNA, mais facil de ser sequenciado, em uma regido
cuja homologia permita comparagdes mais precisas entre espécies, e tornando possivel
a avaliacao deste marcador como ferramenta para analises populacionais. A pesquisa foi
focada em 7 espécies de Brachyura, um grapscideo e seis ocipodideos antes agrupados
no género Uca, mas recentemente divididos em mais géneros por Shi et al (2016). As
espécies escolhidas para teste foram Uca maracoani, Minuca burgersi, Leptuca thayeri,
Minuca rapax, Minuca mordax, Minuca vocator e Goniopsis cruentata. A principio, Leptuca
lepitodactyla foi testada também, mas foi abandonada apds varias tentativas fracassadas.

Além do teste de novos primers, foram testadas trés hipoteses, quando possivel:
a primeira € a de que a diversidade genética sera alta para todas as espécies. A segunda
€ de que nado havera estruturagcdo nessa diversidade genética entre as populagbes ao
norte e ao sul das fozes dos Rios Amazonas e Tocantins (somente para Minuca mordax e
Goniopsis cruentata). A terceira € de que nédo havera indicios de quebra de fluxo génico em
qualquer ponto da costa brasileira para qualquer espécie estudada. Essas trés hipbteses
levam em conta as tendéncias gerais observadas para U. cordatus e C. guanhumi.

21 MATERIAL E METODOS

Amostras de 8 espécies de Brachyura foram coletadas em diversos pontos da
costa brasileira, tomando-se o cuidado para, sempre que possivel, conseguir amostras de
populacgdes diferentes para cada espécie (Fig. 1). Foi possivel conseguir amostras de duas
espécies, Uca mordax e Goniopsis cruentata, ao norte da foz do Rio Amazonas, sendo
possivel testa-la como barreira. Os protocolos de conservagéo dos tecidos, extracdo de
DNA, e amplificacdo do Dloop forma muito préximos aos de Oliveira-Neto et al (2007).

Em situagbes em que ndo houve amplificagbes suficientemente bem sucedidas,
procurou-se testar mais de um método de extracdo. O primeiro método foi com o kit da
Invitrogen Charge Swich. Nos casos em que ndo houve sucesso com estas extragdes,
testou-se o kit DNeasy da Qiagen, que seleciona especificamente os fragmentos maiores
de DNA. Foram usadas amostras recém coletadas e congeladas, mas em um caso (Minuca



vocator) também amostras armazenadas em alcool por mais de 10 anos. Todos os pcrs que
néo resultaram em amplificacdo foram repetidos pelo menos trés vezes.

aratu.ri G. cruentata Reverso interno 5-ttaattgggttatttaggag-3

aratu.r2 G. cruentata Reverso interno 5-aatttacttgaagtaaatgc-3

marac.r2 U. maracoani Reverso interno 5-tcagttaatataatttcgttgaggg-3

marac.ri U. maracoani Reverso interno 5-ggttataaatatgtgtgtgag-3

12sucaf3 Todos Forward externo 5’-ccagtanrcctactatgttacgactta t-3’

6-dlussa-f1 Todos Forward interno 5’-gtataaccgcgaatgctggcac-3’
Minuca rapax

dl-uca-r1 Leptuca lepitodactyla | Reverso interno 5’-agagagaaggttagagcgg-3’
Minuca thayeri

Quadro 1 -Lista de primers testados e utilizados, com suas respectivas sequéncias:

Alguns primers internos ao produto de PCR foram criados e testados (quadro 1).
A combinacado de primers escolhida para a amplificagcédo do dloop foi uma combinagcéao
entre os primers 12sucaf3 com os reversos especificos internos arat-r1 (para Gonipsis
cruentata), marac-r1 (para U. maracoani) ou dl-uca-r1 (Para U. thayeri, U. burgersi, U.
rapax e U. vocator), mas para este Ultimo primer, o PCR deve também ter sido feito com
ele (quadro 1).

A combinacdo utilizada para amplificacéo do dloop de Minuca mordax foi 12sucaf3
com lleucar 3, e neste caso o sequenciamento foi feito com o mesmo primer reverso do
PCR. Para o sequenciamento de todos as fitas forward, foi usado o primer dl-uca-f1. Os
fragmentos sequenciados resultantes incluem 112 bp do gene 12S gene e aproximadamente
400 bp do d-loop (varia de acordo com indels e a localizagdo do primer reverso). Os
parametros para o sequenciamento e as concentracdes dos reagentes. Sequences were
aligned using Clustal W (THOMPSON et al. 1994), as implemented in BioEdit (HALL, 1999).

Para amplificacdes de sequéncias menores de D-loop, nés usamos as seguintes
concentragdes de 12,5 ul de PCR : 3 mM de MgCl,, 0.10 mM de cada dNTP, 0.1 U/ul de
Taq polymerase, 1X buffer, 2 mM de cada primer, e 1.0 ng /ul de DNA total da espécie alvo.
Condic¢bes de temociclagem incluiram uma denaturagéo indicial a 95°C por 2 min, seguido
por 35 ciclos de 95°C por 20 s, 56°C por 30 s, e 72 °C for 60 s, € uma extensao final a 72
°C de 2 min. Uma aliquota de 2 ul de cada produto de PCR passou por eletroforese em
gel de agarose de 1.5%, corados com brometo de etidio. Amplificacbes bem sucedidas
foram amplificadas usando primers internos DL.USSA.F1 e primers reversos especificos.
A rede de haplétipos foi feita utilizando GeoDis (POSADA et al. 2000) e ARLEQUIN 3.1
(EXCOFFIER et al. 2005).

Os primeiros 30 nucleotideos correspondem ao final do gene 12S e é bem
conservada entre as espécies de Brachyura. A regido central do d-loop também € uma area
conservada entre espécies. Essas duas regides foram usadas para delimitar uma regido
homoéloga entre as espécies, uma vez que outras regides tem alta taxa de mutacdo e nao
alinhavam adequadamente.

Para as andlises preliminares de estruturagdo na diversidade genética utilizou-se
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estatistica F. Procurou-se utilizar espécimes originarios de pelo menos duas populagbes
de regides distintas da costa brasileira. Nés também usamos Mismatch Distribution. Este
método consiste em comparar todos os pares possiveis de hapl6tipos de uma dada amostra,
produzindo um padrdo de frequéncias em numero de diferencas de pares de bases que
permite algumas inferéncias. Essas inferéncias incluem populag¢des resultante de fusédo
entre duas populacdes, se houve expansao ou se a populagdo passou por gargalo.

31 RESULTADOS

No6s produzimos e analisamos 125 sequéncias de d-loop de sete espécies d
Brachyura. Ap6s a escolha de regides homoélogas, a sequéncias ficaram com um tamanho
entre 336 a 345 pb. Essas diferencas foram provocadas pelos muitos gaps que ocorrem
nesse tipo de alinhamento. Houve grande diversidade nucleotidica e haplotipica. Exceto
por algumas sequéncias de Minuca rapax e Minuca vocator, cada haplétipo apareceu
somente uma vez.

3.1 Grau de dificuldade de amplificacao

A amplificacdo do dloop foi mais facil para Goniopsis cruentata, Minuca mordax,
M. vocator e Uca maracoani, embora em alguns desses casos, primers adicionais foram
desenhados ao longo do processo. Goniopsis cruentata, contou com 50 individuos
coletados, dos quais 50% forneceram sequéncias de d-loop utilizaveis. Minuca mordax
mostrou uma pequena diferenca na regido central conservada do dloop em relagéo as
demais, o que foi suficiente para que o primer interno dlussar1 ndo funcionasse nesta
espécie. Minuca vocator foi representada por um Unico conjunto de amostras de Séo Paulo,
ndo tornando possivel uma anélise preliminar de estruturagcdo genética na costa brasileira.
No entanto, os 8 individuos testados amplificaram e foram sequenciados com facilidade,
mesmo estando conservados em élcool, fora da geladeira, por mais de 10 anos. Foram
obtidas 32 sequéncias (de 45 individuos coletados). As sequéncias foram obtidas com
primer reverso original lleucar R3 que produziram fragmentos de 1200pb. Uca maracoani
mostrou grandes diferencas na regiéo central conservada do d-loop, em relacdo as demais
espécies estudadas, de forma que outro primer interno precisou ser desenhado.

As sequéncias de Minuca burgersi, Uca thayeri e Minuca rapax e L. leptodactyla,
foram muito dificeis de serem obtidas. Minuca burgersifoi representada por amostras frescas
e muitos recursos foram usados na obtengéo de 14 sequéncias de um total de 40 amostras.
Uca thayeri contou com apenas 16 sequéncias de um total de 40 amostras. Minuca rapax
contou com 10 sequéncias bem sucedidas de um total de 31 individuos coletados, embora
amostras frescas tenham sido usadas e a extracéo e os pcrs tenham sido repetidos pelo
menos duas vezes. Leptuca lepidodactyla foi uma espécie que apresentou dificuldades
imensas tanto na amplificagdo quanto no sequenciamento do dloop. Dos 40 individuos
amostrados de duas populacgbes diferentes, foram obtidas apenas duas sequéncias, e elas
nao possuiam boa qualidade.

Todas as populagbes de G. cruentata apresentaram alta diversidade haplotipica
e nucleotidica (0.0355+0.019) e ndo houve evidéncia forte de estruturacdo na diversidade
genética (maior FST foi de 0,05, mas nao significativo), mesmo quando as populagbes do



Amapé foram comparadas as de Santa Catarina, distantes mais de 4 mil quildmetros entre
si, fornecendo um FST de -0.01. A média de diferencas entre sequéncias pareadas (Tau)
foi de 14.

M. mordax apresentou grande diversidade haplotipica, grande diversidade
nucleotidica (0.0634+0.033) e falta de estruturacéo genética entre as popula¢des do norte
e nordeste (FST=0.008). Mas houve estruturagdo genética entre estas duas populagbes e
a populacao sulina amostrada (0.15 e 0.17, ambos significativamente diferentes de 0). O
valor de tau para o fragmento analisado foi igual a 17.

Uca maracoani apresentou grande diversidade haplotipica, grande diversidade
nucleotidica (0.0427+0.024) e falta de estruturacdo genética entre as populagbes do
nordeste e sul (Fst=0.04, mas néo significativo). O valor de tau do fragmento analisado foi
de 18.

Uca thayeri também foi de dificil amplificacdo, com apenas 16 sequéncias de um
total de 40 amostras. A diversidade nucleotidica foi de 0.031+0.017, um pouco mais baixa
que as espécies anteriores. O valor de tau também foi baixo, em torno de 4,5. Nao houve
evidéncia de estruturacéo na diversidade genética entre as populagdes do nordeste e sul
(FST=-0.1, nao significativo)

A diversidade genética dessa espécie foi menor do que a esperada para esta
espécie, que é abundante e com grande abrangéncia geografica (apenas 0.0077 +0.0057).
O valor de Tau para essa populacgéo foi de apenas 3. Minuca rapax foi de dificil amplificacao.
Dos 31 individuos coletados, obteve-se sequéncia de apenas 10, embora amostras frescas
tenham sido usadas e a extracdo e os pcrs tenham sido repetidos pelo menos duas vezes.

A diversidade genética dessa espécie foi a maior dentre as espécies estudadas,
com cada individuo exibindo um haplétipo distinto e com a diversidade nucleotidica de
0.085+0.05. O valor de Tau foi de 29, o maior valor encontrado dentre as espécies aqui
estudadas. Nao foram encontrados indicios de estruturacdo entre as populagdes do
nordeste e as do sul do Brasil.

Minuca vocator, foi representada por um Unico conjunto de amostras de Sao
Paulo, néo tornando possivel uma andlise preliminar de estruturacdo genética na costa
brasileira. No entanto, os 8 individuos testados amplificaram e foram sequienciados com
facilidade, mesmo estando conservados em alcool fora da geladeira por mais de 10 anos.
Nesta amostra, a diversidade genética foi notavelmente baixa (0.0032+0.0027), o que nédo
€ comum mesmo para uma amostra local. O valor de tau foi de apenas 2.

A amplificagdo com primers externos revelou um fragmento com quase 2000 pares
de base, cerca de 300 pares de base a mais do que o mesmo fragmento nas demais
espécies. Com esta falta de éxito apdés multiplas extragcbes de DNA e mudltiplos pcrs, as
pesquisas sobre o dloop desta espécie foram abandonadas.



Figura 1 - Redes de haplétipos referente a 5 espécies de braquilros da costa brasileira.
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Figura 2 - Valores de Tau obtidos da analise das sequéncias de sete 9 espécies de braquilros
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Capitulo 5



41 DISCUSSAO

Minuca rapax, Minuca. burgersi, e Leptuca leptodactyla foram espécies de
amplificagéo muito dificil, embora o dloop em ambos o0s casos contivessem a regido central
bem conservada. Mesmo com tdo baixa taxa de sucesso, 0s experimentos ao menos
demonstraram que a amplificagcdo deste segmento é possivel com estes primers, e novos
ajustem podem ser tentados no futuro. Esse resultado contrasta com os obtidos por Martins
(2017) que obteve éxito na extracao e amplificacao do COI de Leptuca lepidodactyla.

Melhor desempenho dos primers testados foram obtidos com os testes com Minuca
mordax, Uca maracoani, Uca thayeri, Minuca vocator e Goniopsis cruentata o que tornou
possivel que analises populacionais fossem feitas.

A elevada diversidade genética para todas as populagbes de Minuca mordax,
Uca maracoani, Uca thayeri, Minuca burgersi e Goniopisis cruentata foi um padrdo muito
semelhante ao encontrado para U. cordatus e C. guanhumina costa brasileira. Comparando
todas as espécies estudadas a partir dos 250 primeiros pares de base homélogos, percebeu-
se que, embora sejam semelhantes em suas distribuicbes geograficas e em seus habitos
de vida estuarinos, os padrbes evolutivos ndo foram iguais, evidenciado pelos valores
diferenciados de tau. Uca maracoani, Uca mordax e G. cruentata demonstraram valores
de tau semelhantes as ja estudadas espécies U. cordatus e C. guanhumi, enquanto estes
valores foram ainda maiores para U. burgersi. As razdes para esta alta diversidade devem
ser 0s mesmos para todas estas espécies. Sdo populagcdes enormes, que vem sofrendo
processo de expansao e sdo muito conectadas através da migracdo de larvas pelagicas.
Essa grande diversidade também expressa o grande tamanho efetivo dessas populagdes
e seu longo tempo de evolugéo, o que propiciou o acumulo de haplétipos ao longo dos
milénios (THORSON, 1950; SLATKIN, 1985; STRATHMANN, 1985; PALUMBI, 20083;
SIEGEL et al., 2003). Portanto, a maioria da variabilidade genética destas populagdes é
intrapopulacional (GOOCH et al.,, 1972; GAINES et al., 1974; MARTEL et al., 2004). As
larvas planctonicas com duragao larval mais duradoura apresentam maior capacidade de
dispersao e troca génica, do que aquelas com desenvolvimento larval de curta duragéo
(PALUMBI, 1994; BOHONAK 1999; MARKO 2004; DIAS et al. 2006; SHANKS, 2009).

A Unica populacdo em que houve evidéncia de estruturacdo moderada na
diversidade genética foi a populacado sulina de M. mordax, que diferiu das populagdes do
norte e nordeste. Minuca mordax é uma espécie que vive em desembocaduras de rios e
riachos, com aguas oligohalinas, o que a torna muito distinta das demais espécies aqui
estudadas. A estratégia reprodutiva de Minuca mordax é desconhecida, mas é razoavel
se supor que o percurso envolvendo mar aberto e aguas oligohalinas podem limitar a
exportagdo larval e consequentemente o fluxo génico entre estuarios distantes e que os
estuarios mais fechados do sul sejam mais apropriados para a retencao de larvas do que
os estuarios mais abertos do norte.

Exceto por uma populagdo de Minuca mordax, nao houve nenhuma evidéncia
de estruturagdo na diversidade genética de qualquer uma das populagdes. Os padrbes
genéticos destas 6 espécies de braquilros na costa brasileira revelaram que, mesmo
quando as populagdes sdo analisadas separadamente, estas amostras contém uma
diversidade genética equivalente ou proxima a diversidade de todas as populagdes juntas.



Todas estas espécies utilizam, em graus variados, estratégias de exportacdo de larvas para
mar aberto, tornando possivel a troca de individuos entre estuarios. Ao longo de varias
geragOes, uma mesma linhagem haplotipica pode chegar aos extremos das distribuicbes
geogréaficas das espécies as quais pertencem, e este fendmeno acaba prevenindo
estruturagdes geograficas na diversidade genética.

As fozes do Rio Amazonas e Tocantins ja foram apontadas como possiveis barreiras
geograficas para a dispersa@o de espécies marinhas, mas nenhuma evidéncia de que tenha
atuado como tal foi encontrada para U. mordax e G. cruentata, as duas espécies que
possuiam amostragens ao norte do Rio Amazonas. As populagbes de Minuca mordax
vivem em &guas oligohalinas, frequentemente turvas, e suas larvas sao liberadas nessas
condicbes em qualquer ponto de sua distribuicdo. Logo, as condi¢cdes da foz do Rio
Amazonas nao representariam um grande desafio a sobrevivéncia das larvas. Goniopsis
cruentata também n&o apresentou sinal de que suas populag¢des estariam divididas pela
foz do rio Amazonas. Este resultado é idéntico ao encontrado para Ucides cordatus na
mesma regido (OLIVEIRA-NETO, 2014).

Ja U. thayeri, U. rapax e U. vocator evoluiram de forma significativamente diferentes
das demais, o que pode se dever aos micro-habitats ocupados dentro dos estuarios e as
diferencas em suas caracteristicas biondmicas, mas também pode estar associado a idade
de suas populagdes. Elas apresentaram sequéncias muito semelhantes entre si, senédo
iguais, refletindo em valores baixos de diversidade nucleotidica e haplotipica. U. rapax é
uma espécie abundante ao longo de toda a sua distribuicdo, mas sua baixa diversidade
genética indica que ela passou por eventos de gargalo ou efeito fundador. Embora o
namero de amostras seja pequeno, é improvavel que sequéncias quase idénticas fossem
obtidas de 10 individuos coletados a milhares de quildmetros de distancia. Da mesma
forma, U. vocator s6 contou com 8 individuos analisados do sudeste do Brasil. Mesmo
nessas condi¢des, seria esperado que estas amostras locais contivessem alta diversidade
genética, seguindo a hipdtese de que este é o padréo geral para Brachyura. As possiveis
explicacdes para esta baixa diversidade sdo as mesmas que aquelas apresentadas para
Minuca rapax, mas ha uma possibilidade adicional que ndo pode ser testada: de que
as populagbes sdo fortemente estruturadas, resultando numa amostra local com baixa
diversidade.

N&o s6 as mudancas climaticas e mudancas no nivel do mar, o que foi vivenciado
por todas as espécies, mas também as diferencas de tamanho dos caranguejos e a idade
de primeira maturacdo certamente interferiram para que esses padrdes se formassem.

Eles contribuem na quantidade de descendentes e de novas mutagbes que podem
ser adicionadas em cada geragédo. As diferencas nesses parametros variam muito entre
espécies de braquilros, e entre populagdes de uma mesma espécie sujeitas a diferentes
condi¢bes de produtividade (COLPO & NEGREIROS-FRANSOZO, 2004; CONDE et al.
(2000)).

51 CONCLUSOES

Em sintese, a diversidade genética ndo apresentou padrdo idéntico para todas



as espécies estudadas. Ela foi alta para todas as populagbes de Minuca mordax, Uca
maracoani, Minuca thayeri, Minuca burgersi e Goniopsis cruentata, por conta de sua historia
de expanséao populacional e ampla ocorréncia geografica. Mas foi baixa para as populagées
de Uca rapax e Uca vocator o que sugere gargalo, efeito fundador ou estruturacdo na
diversidade genética. Com excecao da populacdo sulina de Minuca mordax, nao houve
nenhum sinal de diferenciacdo na diversidade genética das demais espécies estudadas,
nem mesmo as populacdes de Goniopis cruentata e Minuca mordax que estdo ao norte da
foz do Rio Amazonas, resultado idéntico ao encontrado para U. cordatus (OLIVEIRA-NETO
et al, 2016).

Os protocolos e primers propostos para Uca maracoani, Uca mordax, U. vocator e
G. cruentata foram mais eficientes e promissores para uso de analises filogeograficas mais
amplas. Ja os protocolos propostos para Leptuca lepidodactyla, Minuca rapax e U. thayeri
nao atingiram o sucesso esperado, embora a obtencao de algumas sequéncias mostre que
a amplicacao é possivel nas condi¢cbes testadas.
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