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Resumo 

Cardisoma guanhumi é um caranguejo terrestre intensamente explorado como 

alimento e considerado um importante recurso econômico no Brasil. A espécie 

tem experimentado um acentuado declínio populacional, influenciado pela  

sobrepesca aliada à perda e/ou degradação do habitat natural. A definição de 

“stocks” ou unidades de manejo são essenciais para a conservação destes 

recursos. Objetivou-se investigar a variação genética e a conectividade de C. 

guanhumi a partir de 154 exemplares amostrados em cinco estuários com 

diferentes níveis de conservação. Nove primers ISSRs foram utilizados para 

acessar a constituição genética da espécie. A diversidade genética observada em 

C. guanhumi foi alta, corroborando a condição de resiliente designado para a 

espécie, e atestam para um bom estado de conservação deste recurso no litoral 

de Pernambuco. A hipótese de panmixia foi rejeitada em favor de uma distribuição 

heterogênea dos genótipos ao longo da região estudada (ФST=0,19) apesar do 

alto fluxo gênico observado.  Tal diferenciação é atribuída a loci candidatos a 

estarem sob seleção positiva e distribuídos diferencialmente entre as regiões 

geográficas, evidenciando uma estruturação genética em fina escala geográfica, 

compatível com padrões de clina geográfica mediada por seleção. Análises de 

agrupamento e loci candidatos a estarem sob seleção positiva apontam que as 

populações de C. guanhumi do litoral Norte e Sul de Pernambuco comportam-se 

como diferentes Unidades de Manejo, e devem ser gerenciadas de forma 

independente, uma vez que, a sua pesca é totalmente dependente dos estoques 

naturais, que se exauridos, implicarão em graves impactos ecológicos e 

socioculturais. 



 
 

Palavras-chave: espécies sobreexplotadas; estruturação genética em fina escala 

geográfica; ISSR; genética da conservação. 



 
 

Abstract 

Cardisoma guanhumi is a land crab intensively exploited as food and considered 

an important economic resource in Brazil. In recent decades the species has 

experienced a sharp population decline, overfishing ally influenced by the loss and 

/ or degradation of the natural habitat. In overexploited species, the definition of 

"stocks" or units of management are essential for the conservation of these 

resources. This study aimed to investigate the genetic variation and connectivity 

C. guanhumi from 154 specimens sampled in five estuaries with different levels of 

preservation. ISSRs nine primers were used to assess the genetic constitution of 

the species. The genetic diversity observed in C. guanhumi was high, confirming 

the condition of resilient designated for the species, and attest to a good state of 

conservation of this resource in the state of Pernambuco. The hypothesis of 

panmixia was rejected in favor of a heterogeneous distribution of genotypes 

throughout the study (ФST = 0.19) despite high gene flow observed region. Such 

differentiation is attributed to a candidate loci under positive selection and are 

differentially distributed across geographic areas, indicating a genetic structuring in 

fine geographic scale, standards compliant geographic cline mediated selection. 

Cluster analysis and candidate loci to be under positive selection indicate that 

populations of C. guanhumi North and South coast of Pernambuco behave as 

different Management Units, and should be managed independently, since their 

fishing is totally dependent on natural stocks, which are depleted, will lead to 

serious ecological and socio-cultural impacts. 

Keywords: overexploited species, fine scale genetic structure, ISSR, conservaion 

genetics. 
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1. Introdução 

O ambiente físico e biológico do planeta tem sofrido de forma rápida, 

crescente e sistemática uma dramática alteração, como resultado da atividade 

antropogênica, que tem levado a um enorme impacto na saúde humana e na 

sustentabilidade dos ecossistemas. Muitas vezes, as necessidades humanas se 

chocam com os esforços e medidas de preservação da biodiversidade. A solução 

para esse confronto reside no desenvolvimento de um uso sustentável dos 

recursos biológicos e de uma vida cotidiana igualmente sustentável, uma vez que 

é irremediável o desenvolvimento econômico que satisfaça as necessidades 

humanas de recursos e empregos, tanto das atuais quanto das futuras gerações. 

A compreensão dos mecanismos que vêm governando a estrutura genética 

das espécies é de fundamental importância para auxiliar decisões referentes à 

perpetuação das espécies e da dinâmica ecológica dos ambientes. Cardisoma 

guanhumi tem experimentado reduções populacionais devido à sobrepesca e 

perda de habitat e possui um forte apelo de investigação científica objetivando a 

sua conservação, visto que é um importante recurso econômico, sendo explorado 

como alimento, e está incluído na Lista Nacional das Espécies sobreexplotadas 

ou ameaçadas de sobreexplotação, elaborada pelo ministério do meio ambiente. 

Além disso, estudos recentes relativos à variação genética (Região controle do 

DNA mitocondrial) da espécie têm revelado a falta de estruturação genética na 

espécie e uma satisfatória variação genética, envolvendo amostras pontuais dos 

estados de Rio Grande do Norte, Pernambuco, Sergipe, Rio de Janeiro e Santa 

Catarina. Deste modo, testar a hipótese da ausência de estruturação genética, 

bem como o patamar de variação genética da espécie em uma escala geográfica 

menor, torna-se importante para o diagnóstico da sustentabilidade da exploração, 
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sugerir caminhos de conservação da espécie e subsidiar o desenvolvimento de 

planos de gestão desse recurso no estado. 

 

2. Revisão da literatura 

A diversidade genética é definida como toda a diversidade biológica 

herdável e constitui a matéria prima na qual a evolução atua (Hughes et al., 2008; 

Frankham et al., 2004; Allendorf et al., 2007). Polimorfismos nas sequências do 

ácido desoxirribonucleico (DNA) de indivíduos, populações, espécies, gêneros, 

etc., introduzidos através de processos evolutivos de mutação e fluxo gênico 

(Pierce, 2004; Snustad & Simmons, 2008), podem ser expressos em fenótipos 

que respondam de forma diferenciada às pressões seletivas do ambiente 

(Frankham et al., 2004; Whitham et al., 2006; Allendorf & Luikart, 2009). Assim, a 

diversidade genética produz efeitos significativos na viabilidade de populações, 

comunidades e ecossistemas por favorecê-los em processos ecológicos 

(Whitham et al., 2006; Hughes et al., 2008)  como produtividade primária (Dudley 

& File 2007; Mattila & Seeley 2007), recuperação da população após uma 

perturbação (Peacock et al., 2001; Boles et al., 2004; Pearman & Garner 2005), 

competição intraespecífica (Gamfeldt et al., 2005) e estrutura da comunidade e 

fluxo de energia e nutrientes (Hughes & Stachowicz 2004; Schweitzer et al. 2005; 

Madritch et al. 2006).  

As consequências benéficas da variabilidade genética são de interesse 

particular em biologia da conservação, uma vez que populações ameaçadas 

geralmente apresentam potencial evolutivo reduzido devido ao decréscimo 

populacional (Frankham et al., 2004; Allendorf et al., 2007). Formas raras de um 

gene (alelos) ou combinações de alelos podem não conferir qualquer vantagem 
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imediata, mas podem vir a ser bem adaptadas a novas condições ambientais no 

futuro (Matson et al, 2006; Silva, 2009).  Portanto, preservar a diversidade 

genética é importante para a manutenção do potencial evolutivo de longo prazo 

para as espécies (Allendorf et al., 2007). 

A distribuição espaço-temporal da variabilidade genética é resultante da 

ação conjunta de processos evolutivos, tais como deriva gênica, mutação, 

seleção e fluxo gênico (Halt & Clark, 2010). Populações naturais podem 

apresentar diferenças na distribuição da variação genética (ou frequências 

alélicas) e tornar-se subdividas ou geneticamente estruturadas (Frankham et al., 

2004; Brooker et al., 2000; Weetman et al 2007; Lo Brutto et al., 2013; Xu et al., 

2001; Grant et al 2011; De Croos & Pálsson, 2012).  

Populações que se diferenciaram geneticamente como resultado da 

adaptação a diferentes habitats podem experimentar um processo de depressão 

exogâmica quando cruzadas (Gharrett et al., 1999; Edmands, 2007; Wang et al., 

2007; Miller et al., 2012), ou seja, uma redução valor adaptativo, uma vez que os 

híbridos podem não ser adaptados a nenhum dos ambientes (Frankham et al., 

2004; Allendorf et al., 2007). Por outro lado, populações que enfrentam depressão 

endogâmica, ou seja, perda do potencial evolutivo devido à redução populacional 

e endogamia (Hedrick & Kalinowski 2000; Keller & Waller 2002) podem beneficiar-

se do fluxo gênico a partir de translocações de indivíduos de populações 

geneticamente similares (genetic rescue- resgate genético, Ingvarsson, 2001; 

Bouzat et al., 2009; Bijlsma et al., 2010; Hedrick & Fredrickson, 2010). Deste 

modo, a quantificação da diversidade genética bem como a compreensão dos 

padrões e da extensão da estrutura genética de populações ameaças é crucial 

para a elaboração de estratégias efetivas de manejo (Moritz et al., 2002; Tallmon 
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et al., 2004; Laikre et al., 2005; Palsbøll et al., 2006; Allendorf et al., 2007; 

Schwartz et al., 2007; Ovender et al., 2013). 

A análise genética através de marcadores moleculares altamente variáveis 

pode fornecer informações importantes sobre a estrutura genética de populações, 

especialmente quando combinada a abordagens estatísticas robustas (Casu et al, 

2005; Palsbøll et al., 2006; Allendorf et al.,, 2007). Porém, quanto à escolha de 

um marcador molecular específico, deve-se considerar não apenas o objetivo do 

estudo, mas também outros aspectos importantes relacionados com a 

acessibilidade e viabilidade das técnicas (Britto et al., 2011). Neste contexto, 

marcadores moleculares dominantes como as Sequências Entre Repetições 

Simples- Inter Simple Sequences Repeats – (ISSR) têm se mostrado úteis para 

lidar com uma série de problemas genéticos com rapidez e baixo custo, uma vez 

que, não requerem informações prévias de sequencias de DNA da espécie-alvo, 

produzem fragmentos hipervariáveis com grande reprodutibilidade, requerem um 

aparato mínimo de equipamentos e são de fácil uso (Yang et al., 1996; Wolfe et 

al., 1998; Fernández et al., 2011).  

A técnica de ISSR consiste na amplificação das regiões entre sítios 

microssatélites (regiões do genoma com repetições em tandem de 1 a 4 

nucleotídeos ou Sequências de Repetição Simples-Simple Sequences Repeat- 

SSR) orientados inversamente, por meio de um único iniciador composto de uma 

sequência de microssatélites (normalmente 18-20 pares de bases) (figura 1). A 

visualização das amplificações consiste em um padrão de bandas multiloci 

altamente polimórfico, geralmente referido como impressões digitais genômicas 

(genomic fingerprinting). 
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Figura 1. Diagrama do anelamento de primers ISSR e a possível formação 

do padrão de bandas. Um primer de fita única que ancora na região 3’ (setas 

claras) e 5’ (setas escuras) da sequência de microssatélite (neste caso, uma 

repetição de dinucleotídeos- CA) é utilizado para amplificar a sequência genômica 

presente entre as regiões de microssatélite. Adaptado de Zietkiewicz et al. (1994). 

 

Marcadores ISSR foram introduzidos por Gupta et al. (1994) e Zietkiewicz 

et al. (1994) em estudos com plantas cultivadas, contudo, têm sido utilizados em 

estudos de conectividade genética e história natural de grupos de vertebrados 

(Kostia et al., 2000; Bornet & Branchard, 2001; Haig et al., 2003; Hassan et al., 

2003; Maltagliati et al.,2006) e invertebrados terrestres (Abbot, 2001; Luque et al., 

2002; Chatterjee & Mohandas, 2003; Manrique-Poyato et al., 2013). Todavia, em 

invertebrados marinhos e crustáceos explorados comercialmente, destaca-se o 

poder de resolução deste marcador molecular em investigações a cerca da 

diversidade genética (Schulz et al., 2004; Casu et al., 2008; Pannacciulli et 

al.,2009; Ungherese et al., 2010; Britto et al.,2011; Donrung et al., 2011; 

Fernández et al., 2011) e detecção de estruturação genética (Schulz et al., 2004; 
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Maltagliati et al., 2005; Casu et al., 2006; de Aranzamendi et al., 2008; Donrung et 

al., 2011), especialmente em fina escala geográfica (Casu et al.,2005; Ungherese 

et al., 2010; Barbosa et al., 2013; Eimanifar & Wink 2013). 

Padrões de estruturação genética em fina escala geográfica (fine-scale 

spacial genetic structure-SGS; Dick, 2008; Smouse et al., 2008) são 

caracterizados pela presença de heterogeneidade genética entre populações 

separadas por poucos quilômetros (Beaumont & Pether, 1996; Bolch et al.,1999; 

Pierce et al., 2000; Webber & Levi, 2000; Xu et al., 2001) ou metros (Bistrow & 

Vadas, 1991; Schnabel et al., 2000; Casu et al., 2005; Yund & O’Neil, 2000; 

Barbosa et al., 2013). Em organismos estuarinos, sistemas de acasalamento e 

período reprodutivo (De Croos & Pálsson, 2012), seleção e adaptação local 

(Hateley et al, 1992; Abbiati & Maltagliati, 1996; Schmidt & Rand, 2001), dispersão 

limitada devido à retensão larval (Di Bacco e Levin 2000; Bilton et al., 2002; 

Marta-Almeida et al. 2006; Queiroga et al. 2007), bem como fatores ecológicos, 

podem variar em uma escala microgeográfica e afetar os padrões de estrutura 

genética entre populações de espécies estuarinas (Bilton et al., 2002). 

Popularmente conhecido como guaiamum, goiamum, caranguejo grande 

ou caranguejo azul, Cardisoma guanhumi (figura 2) é um caranguejo terrestre 

pertencente à família Gecarcinidae (Decapoda), com distribuição geográfica ao 

longo da Costa Atlântica Americana desde o estado da Flórida, nos Estados 

Unidos, até Santa Catarina no Sul do Brasil (Melo, 1996; Ferreira et al.,2009). 

Habita as porções mais altas do ecossistema manguezal (ou “apicum”), campos 

abertos com gramas altas e florestas costeiras continentais. Todavia, não mais é 

encontrado em distâncias maiores que 5 Km a partir da linha costeira (Gifford, 

1962; Wolcott & Wolcott, 1987; Pinder & Smits, 1993). 
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Figura 1. Exemplar de Cardisoma guanhumi 

 

Cardisoma guanhumi vive em tocas e exibe um forte comportamento de 

sítio-fidelidade, no qual raramente constrói ou ocupa novas tocas (Forsee & 

Albrecht, 2012). Parâmetros como profundidade e formato interior da toca 

dependem do nível da água subterrânea e do tipo de solo (Forsee & Albrecht, 

2012; Herreid & Gifford, 1963; Pinder & Smits, 1993). Na porção interna da toca, 

pode ser encontrada água doce ou salobra, restos de alimentos e fauna 

associada (e.g., Culex carcinoxenus) (Herreid & Gifford, 1963; Oliveira, 1946). De 

hábito seminoturno, a espécie alimenta-se principalmente de folhas, frutos, 

sementes, pequenos insetos e/ou material em decomposição, que são arrastados 

para o interior da toca (Shimasaki et al., 2009). 

A coloração azulada é uma característica marcante da espécie. Contudo, 

pode variar entre tons de amarelo, roxo e até mesmo branco, com vistas ao 

período reprodutivo (Gifford, 1962, Silva e Oshiro, 2002). A ocorrência de 

dimorfismo sexual nesta espécie é caracterizada pelo formato do abdome mais 

largo nas fêmeas, que aperfeiçoa a capacidade de transporte de ovos, e pelo 
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maior comprimento da quela nos machos, devido a sua importância como 

ornamento sexual e em disputas intraespecíficas (Gifford, 1962). 

Usualmente, o tamanho da carapaça é utilizado para referir-se ao tamanho 

corporal de C. guanhumi e varia de acordo as pressões seletivas impostas às 

populações de cada área (Botelho et al. 2001; Shinozaki-Mendes et al., 2013). A 

primeira maturação sexual acontece quando alcançam entre 3,5 e 7 cm de 

carapaça. Na época reprodutiva desta espécie e depois de atingida, [no verão ou 

no início do outono, entre os meses de Novembro a março (Gifford, 1962; Botelho 

et al., 2001;  Silva e Oshiro, 2002; IBAMA 2003; 2006; Shinozaki-Mendes et al., 

2013)], vários espécimes de C. guanhumi saem das suas tocas em busca de 

parceiros para cópula e, este fenômeno é conhecido como “andada” (Oliveira 

1946; Gifford, 1962; Firmo et al., 2012; Oliveira 1946), com ocorrência geralmente 

no verão ou no início do outono, entre os meses de Novembro a março (Gifford, 

1962; Botelho et al., 2001;  Silva e Oshiro, 2002; IBAMA 2003; 2006; Shinozaki-

Mendes et al., 2013). Após o período de acasalamento, as fêmeas carregadas 

com 103.000 a 1.200.000 ovos iniciam um deslocamento até a água salgada/ 

salobra para a desova. Tal movimento migratório é denominado “andada das 

fêmeas” e ocorre no período chuvoso (abril e maio), como estratégia adaptativa 

para evitar o ressecamento dos ovos (Sankarankutty et al., 1995; Silva- Falcão et 

al., 2007; Shinozaki-Mendes et al., 2013). 

Após a eclosão dos ovos no ambiente aquático, C. guanhumi passa por 

cinco estágios larvais, que duram em média de 23 a 47 dias, dependendo das 

condições de salinidade e temperatura do ambiente, quando alcançam o estágio 

de megalopa (estágio de assentamento). Após alcançarem o estágio de 3◦ juvenil, 
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abandonam o ambiente aquático e iniciam a construção de tocas (Costlow Jr & 

Bookhout, 1968a; Costlow Jr & Bookhout, 1968b; Abrunhosa et al 2000). 

Caranguejos terrestres como C. guanhumi são considerados espécies-

chave para ecossistemas costeiros (Lindquist et al 2009). O comportamento de 

forrageio deste grupo afeta significativamente a composição e a estrutura da 

vegetação de manguezais e florestas costeiras continentais, uma vez que, limitam 

o recrutamento e o estabelecimento de árvores (Green et al 2008; Lindquist & 

Carroll, 2004). Do mesmo modo, a utilização de serapilheira como alimento e a 

remoção desta para suas tocas auxilia a ciclagem e retenção de nutrientes dos 

seus habitats (Lindquist et al 2009). Modelos ecológicos demonstram que a 

retenção de nutrientes aumenta a produtividade desses habitats, que por sua vez 

fornecem um feed-back positivo para a biomassa do caranguejo (Green et al 

2008; Lindquist & Carroll, 2004). Além disso, o comportamento de escavar tocas e 

criar montantes de terra melhora a aeração do solo, que favorece o crescimento 

da floresta (Lindquist et al 2009).  

Cardisoma guanhumi é intensamente explorado como alimento e 

considerado um importante recurso econômico, vendido livremente em feiras, 

restaurantes e beiras de estrada. Em comunidades pesqueiras, a atividade de 

coleta do guaiamum possui um forte apelo sociocultural através da geração de 

empregos e renda (Barboza et al 2008; Firmo et al., 2012). Nas últimas décadas a 

espécie tem experimentado um acentuado declínio populacional (Amaral & 

Jablonski, 2005; Rodríguez-Fourquet & Sabat, 2009). Tal condição impulsionou o 

desenvolvimento de mecanismos para a proteção da espécie, como o período de 

defeso. No Brasil, a espécie foi incluída na Lista Nacional das Espécies 

sobreexplotadas ou ameaçadas de sobreexplotação (MMA, 2004). 



10 
 

Uma das estratégias de conservação deste e de outros recursos vivos 

marinhos/estuarinos é o estabelecimento do período de defeso. Este consiste na 

proibição da captura, da manutenção em cativeiro, do transporte, do 

beneficiamento, da industrialização, do armazenamento e da comercialização da 

espécie. Nas regiões Sul e Sudeste, o período de defeso vigora entre os meses 

de outubro a março, com proibição permanente da caça de espécimes menores 

que 8 cm, fêmeas ovadas e partes individuais (quelas) (IBAMA, 2003). Já no 

Nordeste, o defeso proíbe a pesca da espécie entre os meses de dezembro a 

março, com proibição permanente nos estados do Ceará, Rio Grande do Norte, 

Paraíba, Pernambuco, Alagoas e Sergipe de espécimes menores que 6 cm. Já no 

estado da Bahia, os espécimes abaixo de 7 cm são aqueles com proibição 

permanente (IBAMA, 2006). 

Segundo Shinozaki-Mendes et al. (2013) as diretrizes apontadas nos 

documentos que regularizam os defesos, evidenciam uma grande desarmonia 

entre a informação científica e os gestores. Por exemplo, no Ceará C. guanhumi 

machos atingem a maturidade reprodutiva com 6.9 cm e as fêmeas com 6.1 cm. 

Neste caso, o tamanho mínimo permitido para coleta deveria ser 7 cm para 

machos e 6,2 cm para fêmeas (ou 7 cm para ambos) e não 6 cm como o 

estabelecido no período de defeso para a região. No Rio de Janeiro, o período de 

defeso acaba justamente nos meses de maior ocorrência de fêmeas ovadas 

(março a maio), onde a coleta dos espécimes neste estado pode reduzir a 

proporção de C. guanhumi para a próxima geração e contribuir para a redução da 

população da espécie (Silva e Oshiro, 2002).  

A principal ameaça às populações de C. guanhumi é a sobrepesca. Dados 

de estatística pesqueira revelam uma informação alarmante: a pesca do 
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crustáceo no Brasil aumentou em 514% na última década (CEPENE, 2001; 

Ministério da pesca e aquicultura, 2007, 2008, 2009, 2010, 2011). Deve-se 

considerar que tais dados estão disponíveis apenas para o estado de Sergipe, e, 

quando são incorporados ao Boletim Estatístico da Pesca e Aquicultura, 

elaborado pelo Ministério da Pesca e Aquicultura, levam a uma interpretação 

equivocada e subestimada do patamar de exploração deste recurso pesqueiro no 

Brasil, uma vez que, presumem que os dados são provenientes da pesca para 

todo o Brasil (CEPENE, 2001, 2002, 2003, 2004, 2005, 2006). 

A sobrepesca aliada à perda e/ou degradação do habitat natural têm 

influenciado de forma significativa a abundância e a estrutura populacional de C. 

guanhumi. Rodríguez-Fourquet & Sabat (2009) observaram que abundância e 

tamanho dos espécimes são maiores em áreas protegidas e com menor esforço 

pesqueiro. Em outro estudo, Govender et al. (2008) encontraram uma relação 

negativa entre temperatura do solo e abundância de C. guanhumi. Além disso, a 

transformação de áreas para a agricultura pode ter influenciado o aumento da 

temperatura do solo, que por sua vez pode ter conduzido a redução da população 

em tais áreas. Em áreas que a pesca é permitida, muitas populações da espécie 

têm sido classificadas como juvenis ou adultos jovens, ou seja, a taxa de 

sobrevivência em tais populações é baixa (Botelho et al., 2001; Govender et al., 

2008; Shinozaki-Mendes et al. 2013). 

As alterações na qualidade da água decorrentes do despejo de efluentes 

domésticos, industriais ou da agricultura e aquicultura, podem também causar 

sérios danos às formas mais jovens de C. guanhumi e contribuir para a redução 

da população da espécie. Galli et al. (2012) observaram que baixos índices de pH 

e Oxigênio dissolvido causam mortalidade das formas mais jovens do guaiamum, 
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como zoea I, megalopa e juvenil I  (estes últimos em maior intensidade) e podem 

contribuir para a redução da população da espécie. 

Espécies exploradas comercialmente geralmente experimentam declínios 

populacionais acentuados em função da sobrepesca e/ou degradação do seu 

habitat natural, tornando-se mais sensíveis às mudanças estocásticas 

demográficas (e.g. razão sexual), ambientais (e.g. secas), e genéticas (e.g. deriva 

genética, endogamia), devido à redução do potencial evolutivo em consequência 

da perda de diversidade genética. (Allendorf et al., 2007; Frankhan et al. 2004; 

Markert et al., 2010; Pinsk et al., 2014). Além disso, o tamanho populacional 

reduzido pode limitar as taxas de migração e conduzir à diferenciação genética 

em subpopulações (Allendorf et al., 2008). 

A aplicação de princípios e métodos genéticos para a biologia e gestão da 

pesca (genética pesqueira) pode auxiliar na compreensão mecanismos que 

moldam a abundância e a distribuição das espécies exploradas, bem como a 

identificação de fatores que sustentam a dinâmica e a capacidade de resistência 

em tais espécies (Ward, 2000; Hauser & carvalho, 2008; Ovender et al., 2013). 

Investigações a cerca da conectividade entre populações (Cowen et al., 2006; 

Treml et al., 2008), escala espacial e temporal da diferenciação populacional 

(Jørgensen et al., 2005; Ruzzante et al.,  2006), tamanho efetivo da população 

(Hauser et al., 2002; Waples & Yokota 2007), evolução induzida pela pesca 

(Kuparinen & Merilä 2007; Marshall & Browman 2007) e análise da variação 

adaptativa em populações selvagens (Conover et al 2006; Allendorf et al., 2008) 

têm contribuído substancialmente para a identificação de populações 

diferenciadas (i.e., unidades de manejo) e os limites espaciais de estoques 

pesqueiros (Ward, 2000; Hauser & carvalho, 2008; Ovender et al., 2013). 
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Apesar da sua importância ecológica (Lindquist & Carroll, 2004; Green et al 

2008; Lindquist et al 2009),  econômica e sociocultural (Barboza et al 2008; Firmo 

et al., 2012),  além dos declínios populacionais devido à sobrepesca e perda de 

habitat (Amaral & Jablonski, 2005; Rodríguez-Fourquet & Sabat, 2009), estudos 

genéticos em C. guanhumi são escassos (Oliveira-Neto et al., 2008). Assim, C. 

guanhumi possui um forte apelo de investigação científica objetivando a sua 

conservação, visto que é um importante recurso econômico, sendo explorado 

como alimento, e está incluída na Lista Nacional das Espécies sobreexplotadas 

ou ameaçadas de sobreexplotação (MMA, 2004). Além disso, estudos recentes 

relativos à variação genética (Região controle do mtDNA) da espécie tem 

revelado a falta de estruturação genética na espécie e uma satisfatória variação 

genética, envolvendo amostras pontuais dos estados de Rio Grande do Norte, 

Pernambuco, Sergipe, Rio de Janeiro e Santa Catarina (Oliveira-Neto et al., 

2008). Deste modo, testar a hipótese da ausência de estruturação genética, bem 

como o patamar de variação genética da espécie em uma escala geográfica 

menor, torna-se importante para o diagnóstico da sustentabilidade da exploração, 

sugerir caminhos de conservação da espécie e subsidiar o desenvolvimento de 

planos de gestão desse recurso no estado. 

 

3. Objetivos  

3.1. Objetivo geral 

Inspecionar a variação genética de C. guanhumi em cinco estuários do estado de 

Pernambuco, por meio do uso dos marcadores moleculares de DNA do tipo 

ISSRs. 
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3.2 . Objetivos específicos 

1. Determinar o patamar de variabilidade genética da espécie na região 

estudada; 

2. Localizar as regiões que retém mais variabilidade genética; 

3. Identificar o nível de fluxo genético que C. guanhumi apresenta ao longo 

dos estuários estudados e observar se existe algum padrão demográfico 

de fluxo larval. 

 

4. Material e métodos 

4.1. Área de estudo e amostragem 

Um total de 154 exemplares adultos de C. guanhumi provenientes de cinco 

estuários do litoral de Pernambuco foram coletados junto às comunidades de 

catadores locais, seguindo a maior proximidade possível de linha da costa, 

durante o mês de julho de 2012 (tabela 1, figura 3). Os estuários amostrados 

possuem distância mínima de 10 Km e máxima de 150 Km e foram selecionados 

de forma a representar as diferentes constituições ambientais nas porções do 

litoral Norte (estuário do rio goiana e estuário do rio Jaguaribe), Central (estuário 

do rio Capibaribe) e Sul (estuário do rio Sirinhaém e estuário do rio Formoso) do 

estado de Pernambuco (tabela 1, figura 3). Além disso,  foram considerados os 

diferentes níveis de conservação dos estuários descritos pela Agência Estadual 

de Meio Ambiente de Pernambuco- CPRH/PE.  
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Figura 3. Mapa do Brasil, evidenciando o litoral Pernambucano e os cinco sítios 

amostrais. Os campos hachurados indicam os estuários localizados em Áreas de 

Proteção Ambiental- APAs. 

 

Tabela 1.  Número (N) de C. guanhumi obtidos em cada estuário ao longo do 

litoral de Pernambuco. Coordenadas geográficas e região à qual pertencem são 

mostrados. 

Região Estuário N Latitude Longitude 

Litoral Norte 
Goiana 31 7°32'28.66"S 34°51'20.61"O 

Jaguaribe 30 7°43'45.07"S 34°50'15.98"O 

Litoral Central Capibaribe 30 8° 5'19.09"S 34°55'3.67"O 

Litoral Sul 
Sirinhaém 30 8°35'21.56"S 35° 3'57.49"O 

Rio Formoso 33 8°41'1.04"S 35° 6'13.83"O 
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Litoral Norte 

Os estuários do rio Goiana e do rio Jaguaribe possuem cerca de 4.776 e  212 

hectares, respectivamente. Nas últimas três décadas, atividades antrópicas como 

agricultura, expansão urbana e turismo foram responsáveis por uma redução de 

cerca de 43,3% nas áreas de manguezais destes estuários. Em especial, 

aproximadamente 9,6% deste território foi perdido devido à implantação de 

empreendimentos de carcinicultura, com maior intensidade no estuário do rio 

goiana (Agência Estadual de Meio Ambiente do Estado de Pernambuco-

CPRH/PE, 2012; Guimarães et al., 2010; Barletta & Costa 2009). Apesar dos 

impactos causados pela ação antrópica, o estuário do rio Jaguaribe é considerado 

um estuário conservado e recentemente foi inserido na Área de Proteção 

Ambiental-APA de Santa cruz (Agência Estadual de Meio Ambiente do Estado de 

Pernambuco-CPRH/PE, 2012). 

 

Litoral central 

O estuário do rio Capibaribe está localizado na região metropolitana da capital do 

estado de Pernambuco- Recife, e tem experimentado constantes desmatamentos, 

deposição de resíduos sólidos e emissão de efluentes domésticos e/ou industriais 

(Agência Estadual de Meio Ambiente do Estado de Pernambuco-CPRH/PE, 2012, 

2010). As áreas antes ocupadas por extensos manguezais hoje estão 

completamente urbanizadas, restando apenas poucas manchas de vegetação 

(Agência Estadual de Meio Ambiente do Estado de Pernambuco-CPRH/PE, 2012, 

2010). 

Litoral Sul 
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Inseridos na Área de Proteção Ambiental-APA de Guadalupe, o estuário do rio 

Sirinhaém e o estuário do rio Formoso possuem cerca de 3.335 e  2.724 hectares 

de manguezal bem conservado, respectivamente. As espécies de peixes e 

crustáceos representam a fonte de renda para a maioria da população local, 

sendo a pesca predatória e a especulação imobiliária as principais ameaças à 

biodiversidade nesta área (Agência Estadual de Meio Ambiente do Estado de 

Pernambuco-CPRH/PE, 2012, 2010). A área estuarina do Rio Formoso possui 

nas proximidades da linha da costa uma barreira de arrecifes que garantem a 

baixa amplitude entre as marés, favorecendo condições diferenciadas para o 

desenvolvimento da vegetação e da fauna. Por esta razão, também encontra-se 

inserida na Área de Proteção Ambiental-APA da Costa dos Corais (Ferreira & 

Maida, 2006). 

4.2. Análises moleculares 

A partir da coleta dos exemplares, foram retiradas amostras (cerca de 2cm³) do 

tecido muscular a partir do último pereópode, de forma não letal, como fonte de 

material genético para as extrações de DNA. O DNA total foi extraído através do 

método fenol-clorofórmio, conforme descrito por Sambrook e Russel (2001) e 

modificado por Almeida et al. (2001). A integridade do DNA extraído foi 

visualizado através de eletroforese em gel de agarose e a concentração do DNA 

estimada através da comparação visual das bandas do DNA do fago Lambda.  

Quinze iniciadores do tipo ISSR foram escolhidos a princípio (tabela 2) através de 

pesquisa bibliográfica direcionada a trabalhos que os utilizaram para investigar a 

diversidade genética em crustáceos. O conjunto de iniciadores foi testado, via 

(PCR) Polimerase Chain Reaction, em três espécimes de cada população 

selecionados aleatoriamente. Tal estratégia visou identificar o potencial de 
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amplificação e reprodutibilidade, além de identificar os iniciadores mais 

polimórficos e que apresentassem um padrão nítido de fragmentos, com pelo 

menos 60 loci polimórficos, como recomendado por Telles et al. (2001) e Nelson 

& Anderson (2013). A triagem preliminar permitiu a identificação de nove 

iniciadores informativos e confiáveis, que foram selecionados e amplificados nas 

amostras remanescentes. 

Tabela 2. Iniciadores ISSR testados, suas respectivas sequências e bibliografia a 

partir da qual foram selecionados. Os iniciadores escolhidos para o presente 

estudo estão destacados em negrito. 

Primer Sequência 5' - 3' 
Temperatura de 
anelamento °C 

Referência 

EMBR01 (GACA)8GT 55 Britto et al. 2011 

IT 1 (CA)8GT 60 
Fernández et al 

2011 

IT 2 (CA)8AC 53 
Fernández et al 

2011 

IT 3 (CA)8AG 54 
Fernández et al 

2011 

SAS 1 (GTG)4GC 55 
Pannacciulli et al. 

2009 

SAS 2 (CTC)4GC 51 
Fernández et al 

2011 

SAS 3 (GAG)4GC 55 
Fernández et al 

2011 

SAS 5 (GT)8C 50.3 
Pannacciulli et al. 

2009 
UCB-808 (AG)8C 54 Schulz et al. 2004 

UCB-809 (AG)8G 52-60 Schulz et al. 2004 

UCB-811 (GA)8C 53 
Pannacciulli et al. 

2009 
UBC-815 (CT)8G 52-60 Schulz et al. 2004 

UCB-827 (AC)8G 54.9 
Pannacciulli et al. 

2009 
UCB-841 (GA)8TC 54 Schulz et al. 2004 

UCB-842 (GA)8 CG 54 Schulz et al. 2004 
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As reações de PCRs foram realizadas com volume total de 20 μl contendo 0,2 

unidades de Taq Dna Polimerase (New England/ Biolabs), 10x Tampão (contendo 

MgCl2), 50 μM de primer, 0,2 μM de dNTP e 30 ng de DNA genômico em 

termociclador Modelo Veriti 96 (Applied biosystems ®). Tais reações se deram por 

um passo inicial de 4 minutos a 94 °C, 39 ciclos de 40s a 94 °C, 40s na 

temperatura de anelamento de cada primer (Tabela 1), além de um passo de 

120s a 72 °C, com uma extensão final de 420s nesta mesma temperatura. As 

reações foram acompanhadas por um controle negativo caracterizado pela 

presença de todos os componentes da reação, exceto DNA. 

Os produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

a 1,8 % em cubas horizontais e o tamanho dos fragmentos obtidos com as 

amplificações foi estimado por comparação com marcador DNA Ladder 1 Kb 

(Amresco ®). As amostras de cada localidade foram dispostas no gel de forma a 

serem visualizadas lado-a-lado e assim reduzir o erro padrão devido a atrasos na 

migração dos fragmentos durante a eletroforese. Em seguida, os géis foram 

visualizados em transluminador sobre fonte de luz ultravioleta e 

fotodocumentados. 

4.3. Análise estatística dos dados 

ISSRs são interpretados como marcadores dialélicos dominantes, com herança 

biparental, onde o alelo dominante é caracterizado pela presença da banda. 

Assim, homozigotos dominantes e heterozigotos produzem presença de banda, 

enquanto a ausência de banda é indicativo de homozigotos recessivos. Os 

padrões de ISSR visualizados foram convertidos em uma matriz de similaridade 

binária (0 caracteriza ausência e 1 presença de fragmentos), onde só os 
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fragmentos que apresentavam-se bem resolvidos e bem delineados foram 

contabilizados. 

A diversidade genética de C. guanhumi em escala global e para cada estuário 

amostrado foi estimada através da diversidade genética de Nei (h) (Nei, 1978) 

utilizando o software POPGENE (Yeh, et al., 1999) e por meio do cálculo do 

percentual de loci polimórficos (P) a partir da seguinte fórmula: 

P= k/n.100 

Onde:  

k= número de loci polimórficos, e; 

n= número total de loci investigados. 

O software STATISTICA v.7.0 (STATSOFT, 2004) foi utilizado a fim de testar se 

os índices de diversidade genética diferiam significativamente entre os C. 

guanhumi dos cinco estuários estudados. Para os índices de diversidade genética 

de Nei (h) foi utilizada uma Análise de Variância (ANOVA) e todos os 

pressupostos estatísticos de normalidade e homocedasticidade dos dados foram 

testados. Para o percentual de loci polimórficos (P), um teste g foi utilizado. 

Foram realizados testes de neutralidade a partir método do FST outlier 

implementado pelo software MCHEZA, que permite identificar efeitos locus-

específicos gerados por seleção natural ou deriva genética (Antao & Beaumont, 

2011). Cabe destacar que os parâmetros de genética populacional do tipo FST 

(ou seu análogo, ФST) assumem a neutralidade dos loci analisados, e caso algum 

desses loci esteja experimentando seleção, as estimativas geradas por tais 

parâmetros potencializam as diferenças interpopulacionais (Luikart et al., 2003). 

Deste modo, objetivou-se testar (i) a existência de loci sob seleção positiva, e; (ii) 

o efeito dos eventuais loci sob seleção positiva nas relações genético-evolutivas 
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entre as populações de C. ganhumi nos estuários estudados. Para tal, parâmetros 

de genética populacional e análises de agrupamento foram conduzidas utilizando 

todo o conjunto de dados, bem como utilizando apenas o conjunto de dados 

neutro (sem os loci outliers), a fim de testar se a diferenciação observada deve-se 

à seleção positiva em termos locus-específicos, ou se representam diferenças no 

genoma como um todo. As frequências alélicas dos loci candidatos a estarem sob 

seleção positiva foram obtidas através do Software ARLEQUIN 3.5.1.2 (Excoffier 

et al., 2010). A identificação de loci sob seleção positiva é útil para fins 

conservacionistas especialmente na definição das unidades manejo (para 

detalhes consulte a págs. 118 e 119 de Frankham et al., 2004).  

Uma rede de perfis genéticos foi construída utilizando Haploviewer (disponível 

em: http://www.cibiv.at/greg/haploviewer)  com a finalidade de melhor entender as 

relações entre os C. guanhumi dos estuários estudados. A rede foi construída 

utilizando máxima verossimilhança a partir do software PHYLIP. O resultado é 

expresso em uma rede que apresenta as vias evolutivas entre as populações em 

termos genealógicos. 

Uma simulação Bayesiana foi realizada para inferir o padrão de estruturação 

populacional, inferindo o possível número de K-populações genéticas por meio do 

software STRUCTURE 2.3.3 (Falush et al.,2003, 2007; Hubisz et al.,2009; 

Pritchard et al., 2003). Para cada valor de “K” (1 a 10) assumido a priori, foi 

executado um burn-in de 100.000 interações, seguidas de 1.000.000 simulações 

de Monte Carlo via Cadeias de Markov (MCMC) e 10 runs para cada valor de “K”. 

O “K” com maior valor de DeltaK foi escolhido como sendo o mais verossímil para 

o conjunto de dados analisados. Cabe mencionar que um K= 2 é sempre a 

hipótese nula deste método de estimativa de estruturação populacional, onde se 
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pode observar Ks=2 com estrutura genética ou não, a depender do grau de 

miscigenação genética entre as populações avaliadas (Falush et al., 2003, 2007; 

Hubisz et al., 2009; Pritchard et al., 2000).   

Uma Análise de Escalonamento Multidimensional (MDS) foi utilizada para 

entender a estrutura dos dados em função da sua distribuição espacial em duas 

dimensões. O software PRIMER v.6 (Clarke & Gorley 2006) foi utilizado para 

agrupar as amostras de acordo com os estuários de origem e região de origem 

(litoral Norte/litoral Central/ litoral Sul) a partir de uma matriz de distância 

euclidiana. 

Parâmetros de genética populacional do tipo número de migrantes por geração 

(Nm) e o índice de diferenciação genética (GST) foram obtidos através do 

software POPGENE (Yeh, et al., 1999) e utilizados para estimar o fluxo gênico 

global e entre os C. guanhumi de cada um dos estuários estudados. Padrões 

hierárquicos de estrutura populacional foram explorados através de uma Análise 

de Variância Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) implementada através do 

software ARLEQUIN .3.5.1.2 (Excoffier et al., 2010). Um total de três índices de 

fixação foram calculados [o índice intra-específico de fixação de variância 

genética (ΦST), e os índices de fixação entre os grupos (ΦCT) e dentro dos 

grupos (ΦSC)]. Para esta análise, as populações foram agrupadas em duas 

formas: (i) todas as amostras, e ; (ii) conjunto de dados particionado em duas 

regiões definidas geograficamente: Litoral Norte-Central e litoral Sul. 

Análises de regressão linear entre os parâmetros populacionais descritos acima e 

distâncias geográficas foram realizadas por meio do software BioEstat 5.0, (Ayres 

et al., 2007) com a finalidade de testar a hipótese de isolamento genético-

evolutivo por distância. As distâncias geográficas entre os estuários foram 
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estimadas a partir do contorno do litoral de Pernambuco pelo uso da plataforma 

Google Earth (Google Inc., 2013). Para todas as análises estatísticas foi adotado 

um nível de significância de 5%. 

5. Resultados 

Diversidade genética 

Nove primers selecionados a partir dos dezenove iniciadores ISSRs testados a 

priori amplificaram um total de 106 loci, com fragmentos entre 300- 2000pb (pares 

de bases) como exemplificado na  Figura 4. Destes loci, 99 foram polimórficos e 7 

monomórficos, indicando um polimorfismo (P) de 93,4% e um índice de 

diversidade genética de Nei (h) de 0,2587 para C. guanhumi no litoral de 

Pernambuco (tabela 3). Apesar da variação observada nos valores absolutos de P 

e h para a espécie nos diferentes estuários (tabela 3), as diferenças encontradas 

não foram significativas (p= 0.967 e p= 0.927, respectivamente).   

 

Figura 4. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1,8% do iniciador EMBR01, 

exemplificando os polimorfismos presentes entre espécimes de C. guanhumi. L= 
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marcador DNA Ladder 1 Kb; CA= Estuário do rio Capibaribe ; GO= Estuário do rio 

Goiana; JA= Estuário do rio Jaguaribe; SH= Estuário do rio Sirinhaém; RF= 

Estuário do Rio formoso. 

 

Tabela 3. Diversidade genética observada em C. guanhumi em cada um dos 

estuários estudados. n= total de loci amplificados; k= total de loci polimórficos; P= 

percentual de loci polimórficos; h= diversidade genética de Nei.  

 

ESTUÁRIO N k P H 

Goiana 82 72 87,8 0,2234 

Jaguaribe 90 79 90,4 0,2218 

Capibaribe 83 75 87,8 0,2252 

Sirinhaém 91 81 89 0,2317 

Rio Formoso 101 90 89,1 0,2381 

Global 106 99 93,4 0,2587 

 

 

Teste de neutralidade de seleção para marcadores dominantes 

Foram detectados 11 loci candidatos à seleção positiva ou ligados a genes 

sob seleção, que apresentaram frequências alélicas distribuídas diferencialmente 

entre as  regiões Norte (loci 94, 99 e 101), Central (loci 93,99 e 101) e  Sul (loci 

23, 26, 89, 90, 97, 100) figura 5, tabela 4).  
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Figura 5. Gráfico mostrando os marcadores com FST para seleção positiva 

identificados através das comparações entre os C. guanhumi estudados. A área 

em vermelho representa os marcadores sobre seleção positiva, a área em cinza 

aqueles sob seleção neutra e a área em amarelo para seleção balanceadora. 

 

Tabela 4. Frequências dos marcadores sob seleção (representadas pela 

presença da banda no gel de agarose) e ФST para cada um dos loci outliers 

detectados a partir das populações de C. guanhumi estudadas. Os valores mais 

elevados das frequências alélicas para cada para cada loci são destacadas em 

negrito. 

Estuário Região 19 23 26 89 90 93 94 97 99 100 101 

Goiana 
Norte 

0 0 0.41 0.03 0.12 0.03 0.87 0.03 0.73 0 0.87 

Jaguaribe 0.86 0 0.16 0.16 0.30 0.13 0.80 0.03 0.53 0 0.73 

Capibaribe Centro 0 0 0.23 0.16 0.23 0.86 0 0.03 0.73 0 0.83 

Sirinhaém 

Sul 

0.03 0 0.13 0.66 0.63 0.16 0.06 0.8 0.03 0.86 0.1 

Rio 

Formoso 
0.63 0.84 0.84 0.87 0.96 0 0.21 0.8 0.12 0.90 0.09 

ФST  0,67 0,84 0,33 0,5 0,43 0,6 0,61 0,67 0,4 0,8 0,54 

 

 

Parâmetros de genética populacional 

A análise de variância molecular global revelou que a maior porcentagem 

da variação foi encontrada dentro das populações estudadas (80,95%) e apenas 

19,05 % foi referente à variação entre as populações, com um índice de fixação 

da variação genética intraespecífica (ФST) igual a 0,19 , p< 0,000 (Tabela 5).  Um 

valor menor, porém significativo, foi obtido ao simular o ФST para os loci “neutros” 

(ФST= 0,11) (Anexo V).  
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Tabela 5. Análise da variância molecular para C. guanhumi nos estuários 

estudados. ФST indica a variação entre os estuários estudados. 

Fonte de 

variação 

Graus de 

liberdade 

Soma dos 

quadrados 

Componentes 

da variância 

Porcentagem 

da variação 

Entre os 

estuários 
4 440,763 3,14490 Va 19,05 

Dentro dos 

estuários 
149 1,991,022 13,36257 Vb 80,95 

Total 153 2,431,786 1,650,747 100 

Índice de fixação: 
   

ФST = 0,19 (p< 0,001) 
  

 

 

A AMOVA assumindo os dois grupos geográficos (litoral Norte-Central/ litoral Sul) 

não indicou diferenças significativas entre os dois grupos (ФCT= 0,12; p= 0,1) 

(tabela 6). 

 

Tabela 6. Medidas de diferenciação populacional de C. guanhumi baseadas na 

análise de variância molecular para os dois grupos assumidos (litoral Norte/ Litoral 

Sul) de C. guanhumi ao longo do estado de Pernambuco. ФCT: Índice de fixação 

da variação genética entre grupos/ regiões (Norte-Central/Sul) ФSC: Índice de 

fixação da variação genética entre os estuários do mesmo grupo ФST: Índice de 

fixação da variação genética dentro dos estuários. 

Fonte de 

variação 

Graus de 

liberdade 

Soma dos 

quadrados 

Componentes 

da variância 

Porcentagem 

da variação 

Entre os grupos 

(Norte/Sul) 
1 229,510 2,12748 Va 12,26 

Entre os 

estuários do 

mesmo grupo 

3 211,253 1,85872 Vb 10,71 

Dentro do 

estuários 
149 1,991,022 13,36257 Vc 77,02 

Total 153 2,431,786 1,650,747 100 

Índices de 
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fixação: 

ФCT =      0,12263 (p= 0,1) 
   

ФSC =     0,12211 (p< 0,001) 
   

ФST =      0,22977 (p< 0,001) 
   

 

 

A espécie apresentou um alto fluxo gênico ao longo da região estudada (Nm = 

3,8) e um índice de diferenciação genética (GST) global de 0,11. 

Em comparações pareadas dos valores de  ФST , GST e Nm (Tabelas 7 e 8) entre 

os espécimes dos diferentes estuários percebe-se um aumento gradual da 

diferenciação genética de Norte para Sul do litoral.  

 

Tabela 7. Valores de ФST pareados para C. guanhumi nos estuários estudados. 

(p< 0,001).  

 
Goiana Jaguaribe Capibaribe Sirinhaém Rio Formoso 

Goiana - 
    

Jaguaribe 0,09818 - 
   

Capibaribe 0,09100 0,15404 - 
  

Sirinhaém 0,19772 0,16154 0,18748 - 
 

Rio Formoso 0,27359 0,23730 0,29187 0,13646 - 

 

Tabela 8. Valores de GST (acima da diagonal) e Nm (abaixo da diagonal) entre as 

amostras de C. guanhumi estudadas. 

 
Goiana Jaguaribe Capibaribe Sirinhaém Rio Formoso 

Goiana - 0,0411 0,0456 0,0719 0,1105 

Jaguaribe 11,6773 - 0,0668 0,062 0,1004 

Capibaribe 10,4752 6,9845 - 0,0747 0,1187 

Sirinhaém 6,458 7,563 6,1909 - 0,059 

Rio Formoso 4,0256 4,4782 3,7112 7,9788 - 

 

 

Análises de agrupamento 
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O teste de estruturação populacional através da simulação bayesiana revelou K=2 

populações genéticas. A primeira população constituída principalmente pelos C. 

guanhumi do litoral norte e central (Goiana, Jaguaribe e Capibaribe) e uma 

segunda população composta principalmente pelos espécimes procedentes dos 

estuários do litoral Sul (Sirinhaém e Rio Formoso) (figura 6).  

Além disso, é observada uma estruturação populacional clinal onde os estuários 

mais próximos mostram-se mais geneticamente similares e a proporção da 

participação dos indivíduos para a composição destes dois clusters aumenta e 

diminui de Norte para Sul e vice-versa. Este padrão também foi recuperado pela 

análise de escalonamento multidimensional (figura 7 a e b) (stress= 0,25) e pela 

rede de perfis genéticos (Figura 8). Adicionalmente, esta última análise  demostra 

que o marcador genético utilizado gerou uma impressão digital genômica (DNA 

Fingerprint) única para cada exemplar estudado.  

 

 

Figura 6. Estruturação bayesiana mostrando a existência de duas populações 

genéticas (K=2) geograficamente estruturadas para C. guanhumi ao longo dos 

estuários estudados. Cada barra vertical representa um dos 154 indivíduos 

analisados. Grupo 1 (regiões Norte/Central) é representado na cor vermelha, e 

Grupo 2 (região Sul) é mostrado na cor verde. O comprimento da barra 

corresponde à proporção do perfil genético de cada indivíduo que é atribuído a 

cada uma das populações. 
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Figura 7. Análise de escalonamento multidimensional (2 dimensões) com 

exemplares de C. guanhumi dos estuários estudados. a) demonstrando a 

existência de dois grupos (Litoral Norte-Central/ Litoral Sul) com certa 

sobreposição, e; b) relação de similaridade entre os C. guanhumi de cada um dos 

estuários. As cores na legenda indicam a região e estuário de  origem dos 

espécimes. 



30 
 

 
 

Figura 8. Rede de perfis genéticos para C. guanhumi ao longo dos estuários 

estudados. As cores identificam os perfis genéticos observados em cada estuário. 

As cores na  legenda na porção superior esquerda da figura indicam o estuário de 

origem de cada um dos perfis genéticos. 

 

Isolamento por distância (IBD) 

Análises de regressão linear realizadas entre as médias de GST e distância 

geográfica (Km) (p=0,0563; R2= 0,37) não foram significativas. Contudo, parece 

haver um efeito da distância geográfica (Km) sobre a diferenciação genética (ФST) 

(p= 0,02; R2= 0,4629) (figura 9). 
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Figura 9. Regressão linear entre o índice de fixação da variação genética 

intraespecífica (ФST) e distâncias geográficas (Km) para C. guanhumi nos 

estuários estudados 

Conjunto de dados “neutro” 

Ao comparar os resultados obtidos ao empregar todos os loci com aqueles 

aferidos apenas com os loci considerados neutros, observou-se o mesmo padrão 

geral em ambos os conjuntos de dados, exceto pela redução na diferenciação 

genética observada entre os estuários e regiões ao retirar os loci sob seleção 

(Anexos I,II,III,IV,V,VI,VII,VIII). Além disso, não foram identificados efeitos da 

distância geográfica sob a variação genética neutra. 

6. Discussão 

Variabilidade genética de Cardisoma guanhumi no litoral de Pernambuco 

A diversidade genética global observada pelos marcadores ISSR em C. 

guanhumi no litoral de Pernambuco foi considerada alta (Tabela 3). Tal patamar é 

condizente com aquele verificado ao longo da costa brasileira, utilizando um 

fragmento parcial da região controle e do gene 12S (mtDNA) (Oliveira-Neto et al. 
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2008). O percentual de loci polimórficos aqui observados em C. guanhumi (P= 

93,4%) foi notavelmente mais elevado do que aqueles relatados para outras 

espécies a partir de marcadores moleculares dominantes, como Ucides cordatus 

(Ocypodidae) (ISSR: P=80% - Brito et al. (2011); RAPD: P=72,5% - Oliveira-Neto 

et al. (2007), Artemia urmiana (Artemiidae) no lago Urmia, Irã (ISSR: P=65,8% - 

Eimanifar & Wink, 2013), Cancer setosus (Cancridae) ao longo da costa Chilena 

(AFLP: P=52% - Gomez-Uchida et al., 2003) e em amostras globais de Caprella 

penantis  (Caprellidae) (RAPD:  P=85% - Cabezas et al., 2010).  

Similarmente, o índice de diversidade genética de Nei para C. guanhumi foi 

considerado alto (tabela 3, h= 0,2587) quando comparado à média de diversidade 

genética observada em 19 espécies de outros crustáceos (h= 0,088 - Ward et al., 

1992), além de outras espécies de crustáceos explorados comercialmente 

[Aristaeomorpha foliacea- ISSR: h= 0,1  (Fernández et al., 2011); Tesseropora 

atlântica e Chthamalus stellatus- ISSR: h= 0,12 (Pannacciulli et al., 2009); 

Crangon crangon- AFLP: h=0,18 (Weetman et al., 2007)]. Contudo, inferior aos 

valores aferidos no caranguejo explorado comercialmente Ucides cordatus na 

costa do Brasil (ISSR: h= 0,30 - Brito et al., 2011).  

Apesar das evidências de que Cardisoma guanhumi  tem experimentado 

reduções populacionais devido à sobrepesca e perda de habitat (MMA, 2004; 

Amaral & Jablonski, 2005; Rodríguez-Fourquet & Sabat 2009; Govender et al., 

2008), a elevada diversidade genética observada nesta espécie parece refutar a 

hipótese da direta relação entre rápidas transformações dos ecossistemas, 

sobrepesca  e diminuição do repertório genético, uma vez que, não foram 

encontradas diferenças significativas entre os índices de  diversidade genética da 

espécie em cada um dos estuários amostrados, apesar dos diferentes níveis de 
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conservação observados nestas áreas. Esta espécie já foi diagnosticada como 

“resiliente” perante dados de abundância relacionados à transformações do seu 

habitat natural (Govender et al., 2008). Assim, os resultados obtidos corroboram o 

status de resiliente de C. guanhumi e atestam para um bom estado de 

conservação da espécie no litoral de Pernambuco. 

Estruturação genética de Cardisoma guanhumi no litoral de Pernambuco. 

O marcador molecular utilizado rejeitou a hipótese nula de panmixia em 

favor de uma distribuição heterogênea dos genótipos de C. guanhumi ao longo da 

região estudada, sugerindo um padrão de estruturação genética em fina escala 

geográfica. A estimativa do ФST global (ФST = 0,19; tabela 5) é indicativa de uma 

alta diferenciação genética, uma vez que os valores de referência para alta 

diferenciação estão entre 0,15 e 0,25 (Hartl & Clark, 2010). Os valores pareados 

de ФST (Tabela 7), GST (Tabela 8), e fluxo gênico histórico (Nm; Tabela 8) 

atribuem uma variação genética significativa e gradual entre C. guanhumi nos 

habitats dos estuários do litoral Norte, Central e Sul de Pernambuco, onde os C. 

guanhumi do litoral Central possuem uma estreita relação com aqueles coletados 

nos estuários do litoral Norte. Este padrão foi recuperado pelas análises de 

agrupamento aqui desenvolvidas (Figuras 6,7 e 8) e sugerem isolamento 

populacional por distância (IBD), corroborado pela correlação positiva entre ФST e 

distância geográfica (Figura 9) .  

Em geral, IBD vem sendo categorizado como o modelo de isolamento 

menos frequente entre as populações de diversas espécies e é determinado por 

um aumento na diferenciação genética entre populações com o aumento da 

distância geográfica e consequente limitação na dispersão, afetando 
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principalmente a variação genética neutra (Wright 1943; Nosil et al., 2009; Sexton 

et al. 2014). Contudo o aparente padrão de IBD não é  não é consistente, uma 

vez que a espécie apresentou um alto fluxo gênico ao longo das regiões 

estudadas (tabela 8). Além disso, não houve correlação entre ФST e distância 

geográfica ao analisar apenas o conjunto de dados neutro, indicando que outras 

forças além da distância geográfica têm contribuído para a diferenciação genética 

encontrada.  

A seleção natural pode agir em direções opostas nas extremidades de uma 

área geográfica e gerar um padrão de clina geográfica, que se assemelha ao IBD. 

A detecção e a distribuição dos loci sob seleção (figura 5, tabela 4), assim como a 

correlação entre ФST e distância geográfica para as análises considerando todos 

os loci (figura9) sugerem um padrão de Clina geográfica mediada por seleção 

para C. guanhumi ao longo do litoral de Pernambuco (Hellberg et al., 2002). Além 

disso, os diferentes marcadores sob seleção positiva observados para C. 

guanhumi dos estuários do litoral Norte- Central (marcadores 93, 94, 99 e 101, 

Tabela 4) e Sul (marcadores 23, 26, 89, 90, 97 e 100, Tabela 4) e a clara 

estruturação genética Norte-Central/Sul, revelada pela simulação Bayesiana 

(Figura 6), reforçam a ideia de que as populações podem estar experimentando 

diferentes pressões seletivas. Estudos têm demonstrado que loci de 

microssatélite (onde os marcadores ISSRs ancoram) podem se fixar sob seleção 

positiva (Vasemägi et al., 2005; Pampoulie et al 2006; Hemmer-Hansen et al., 

2007), perante pressões seletivas díspares (Case et al., 2005).  

Em suma, os dados discutidos nesta seção indicam que as populações de 

Cardisoma guanhumi do litoral de Pernambuco estão estruturadas geneticamente 

e se comportam com unidades de manejo diferentes, especialmente entre o 
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Norte-Centro e o Sul do litoral, apresentando um padrão de estruturação em fina 

escala geográfica, compatível com cenários de clina geografica mediada por 

seleção. O padrão aqui observado difere daquele descrito para a espécie a partir 

de amostras pontuais ao longo da Costa do Brasil, utilizando um fragmento parcial 

da região controle e do gene 12S (mtDNA), onde não foram observadas 

diferenças genéticas significativas entre as amostras estudadas (Oliveira-Neto et 

al., 2008). Em termos globais, a natureza dos marcadores utilizados (DNA nuclear 

[ISSRs] e mtDNA), as características inerentes aos ambientes estuarinos 

estudados, além falta de evidências de seleção positiva nas diferentes áreas 

estudadas previamente, podem sustentar os diferentes padrões de estruturação 

populacional de C. guanhumi.  

Seleção natural e unidades de manejo: perspectivas na exploração/conservação 

de Cardisoma guanhumi no litoral de Pernambuco  

O conhecimento da estrutura genética de estoques pesqueiros é crucial 

para desenvolver e implementar estratégias de manejo efetivas que auxiliem na 

conservação e uso sustentável dos recursos pesqueiros visando a manutenção 

em longo prazo das espécies-alvo (Laikre et al., 2005; Allendorf et al., 2008). 

Todavia, estudos genéticos em populações de invertebrados explorados 

geralmente têm falhado em detectar estruturação genética entre populações 

aparentemente isoladas ou provenientes de diferentes ambientes (Oliveira-Neto et 

al., 2008; Oliveira –Neto et al 2007). Estudos têm descoberto regiões do genoma 

que podem estar influenciadas pela seleção natural e que podem resultar em uma 

grande diferenciação genética entre estoques pesqueiros, mesmo que a variação 

genética neutra indique ausência de diferenciação genética (Vasemägi et al., 

2005; Pampoulie et al 2006; Hemmer-Hansen et al., 2007). Desta forma, estes 
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genes adaptativos podem ser utilizados para descrever a estrutura genética de 

populações em que os marcadores genéticos neutros não têm sido informativos 

(Allendorf et al., 2008). Tal diferenciação deve ser ponderada, uma vez que 

populações diferenciadas como resultado da adaptação a diferentes habitats 

podem mostrar um valor adaptativo reduzido quando cruzadas, uma vez que, os 

híbridos podem não ser adaptados a nenhum dos ambientes (Frankham et al., 

2004). 

Para as parcelas das espécies que se diferenciam de outras por 

apresentarem setores genômicos que estão sob efeito da seleção, se denominam 

de Unidades de Manejo (Moritz 1994). Nesse sentido, perante os as evidências 

aqui obtidas, as populações de C. guanhumi do litoral Norte-Central (Goiana, 

Jaguaribe e Capibaribe) e Sul (Sirinhaém e Rio Formoso) de Pernambuco 

comportam-se como diferentes unidades de manejo (figuras 6, 7 e 8) e devem ser 

gerenciadas de forma independente.  Tal sugestão é sustentada pelos loci 

candidatos a estarem sob seleção positiva (tabela 4). As evidências sobre a 

diferenciação significativa entre C. guanhumi ao longo do litoral de Pernambuco 

invocam a necessidade de outros estudos populacionais, genético-evolutivos 

(e.g., de expressão gênica) e ecológicos a fim de testar as hipóteses aqui 

defendidas e identificar um cenário mais completo de diferenciação biológica e 

adaptação local (Waples, 1998; Wilding et al., 2001; Cooke et al., 2012ab), posto 

que, diferenças morfológicas (Duarte et al., 2008) e reprodutivas (Botelho et al., 

2001; Silva e Oshiro, 2002; Shinozaki-Mendes et al. 2013) já foram descritas para 

a espécie em diferentes localidades. Informações sobre a estrutura genética 

aliadas a estudos sobre o tamanho efetivo da população, taxa de sobrevivência, 

idade da primeira maturação e exploração diferencial pela pesca entre as 
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populações podem auxiliar o desenvolvimento de estratégias para a conservação 

da espécie em longo prazo, como a proibição da pesca em estuários que 

exportam colonizadores para as demais áreas (áreas de exclusão de pesca, no-

take zones) ou para ações de reintroduções e translocações (Allendorf at al., 

2008; Ovenden et al., 2013; Pinsky et al., 2014). Tais estratégias são de suma 

importância uma vez que a pesca da espécie é totalmente dependente dos 

estoques naturais, que se exauridos, implicarão em graves impactos ecológicos e 

socioculturais. 

7. Conclusões 

Os resultados obtidos corroboram o status de resiliente de C. guanhumi e 

atestam para um bom estado de conservação da espécie no litoral de 

Pernambuco.  

A hipótese nula de panmixia foi rejeitada em favor de uma distribuição 

heterogênea dos genótipos de C. guanhumi ao longo da região estudada, 

evidenciando um padrão de estruturação genética em fina escala geográfica, 

compatível um padrão de clina geográfica mediada por seleção para a espécie  

ao longo do litoral de Pernambuco. 

As análises de agrupamento e os loci candidatos a estarem sob seleção 

positiva apontam que as populações de C. guanhumi do litoral Norte (Goiana, 

Jaguaribe e Capibaribe) e Sul (Sirinhaém e Rio Formoso) de Pernambuco 

comportam-se como diferentes Unidades Evolutivamente disjuntas e devem ser 

manejadas independentemente. Este resultado sugere a premente necessidade 

de estudos em C. guanhumi e nas áreas de manguezal em Pernambuco a fim de 

identificar se as diferenças genéticas entre as populações refletem um cenário de 

diferenciação biológica e adaptação local, uma vez que a pesca da espécie é 
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totalmente dependente dos estoques naturais, que se exauridos, implicarão em 

graves impactos ecológicos e socioculturais. 
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ANEXO I 

 
Rede de perfis genéticos para C. guanhumi ao longo dos estuários estudados, 

com base no conjunto de dados neutro. As cores identificam os perfis genéticos 

observados em cada estuário. As cores na  legenda na porção superior esquerda 

da figura indicam o estuário de origem de cada um dos perfis genéticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



52 
 

ANEXO II 

 

 
Estruturação bayesiana mostrando a existência de duas populações genéticas 

(K=2) geograficamente estruturadas para C. guanhumi ao longo dos estuários 

estudados com base no conjunto de dados neutro. Cada barra vertical representa 

um dos 154 indivíduos analisados. Grupo 1 (regiões Norte/Central) é 

representado na cor vermelha, e Grupo 2 (região Sul) é mostrado na cor verde. O 

comprimento da barra corresponde à proporção do perfil genético de cada 

indivíduo que é atribuído a cada uma das populações. 
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ANEXO III 

 

 
Análise de escalonamento multidimensional (2 dimensões) com exemplares de C. 

guanhumi dos estuários estudados. a) demonstrando a existência de dois grupos 

(Litoral Norte-Central/ Litoral Sul) com certa sobreposição, e ; b) relação de 

similaridade entre os C. guanhumi de cada um dos estuários. As cores na legenda 

indicam a região e estuário de  origem dos espécimes. 
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ANEXO IV 

 

 
Regressão linear entre o índice de fixação da variação genética intraespecífica 

(ФST) e distâncias geográficas (Km) para C. guanhumi nos estuários estudados 

(p=0.2). 
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ANEXO V 

 

Análise da variância molecular para C. guanhumi nos estuários estudados. ФST 

indica a variação entre os estuários estudados. 

Fonte de 

variação 

Graus de 

liberdade 

Soma dos 

quadrados 

Componentes 

da variância 

Porcentagem da 

variação 

Entre os 

estuários  
4 235.863 1.51885 Va 11.07 

Dentro dos 

estuários 
149 1818.117 12.20213 Vb 88.93 

Total 153 2053.981 13.72098 100 

Índice de 

fixação:       
        

  ФST = 0.11 (p< 

0,001) 
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ANEXO VI 

 

Valores de ФST pareados para C. guanhumi nos estuários estudados. (p< 0,001).  

  Goiana Jaguaribe Capibaribe Sirinhaém Rio Formoso 

Goiana - 
    

Jaguaribe 0.07694 - 
   

Capibaribe 0.04256 0.10685 - 
  

Sirinhaém 0.10318 0.07012 0.10644 - 
 

Rio Formoso 0.15511 0.1419 0.17694 0.09589 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 

ANEXO VII 

Medidas de diferenciação populacional de C. guanhumi baseadas na análise de 

variância molecular para os dois grupos assumidos (litoral Norte- Central/ Litoral 

Sul) para C. guanhumi ao longo do estado de Pernambuco. ФCT: Índice de fixação 

da variação genética entre grupos/ regiões (Norte-Central/Sul) ФSC: Índice de 

fixação da variação genética entre os estuários do mesmo grupo ФST: Índice de 

fixação da variação genética dentro dos estuários. 

Fonte de variação 
Graus de 

liberdade 

Soma dos 

quadrados 

Componentes 

da variância 

Porcentagem 

da variação 

Entre as regiões 

(Norte-Central/Sul) 
1 97.883 0.69143 Va 4.94 

Entre os estuários 

do mesmo grupo 
3 137.981 1.10084 Vb 7.87 

Dentro do 

estuários 
149 1818.117 12.20213 Vc 87.19 

Total 153 2053.981 13.9944 100 

Índices de fixação: 

ФCT :     0.04941 (p=  0,1) 

ФSC :  0.08275 (p< 0,001) 

ФST :  0.12807 (p< 0,001) 
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ANEXO VIII 

Valores de GST (acima da diagonal) e Nm (abaixo da diagonal) entre as amostras 

de C. guanhumi estudadas. 

Goiana Jaguaribe Capibaribe Sirinhaém Rio Formoso 

Goiana - 0.0344 0.0324 0.0395 0.061 

Jaguaribe 14.0336 - 0.0516 0.0314 0.0602 

Capibaribe 14.9407 9.1901 - 0.0481 0.0714 

Sirinhaém 12.1556 15.4217 9.885 - 0.0447 

Rio Formoso 7.7019 7.8059 6.4992 10.6966 - 

GST global 6.2465 

Nm global 0.0741 
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