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Resumo

Os sistemas estuarinos da costa brasileira e sua fauna tém sido severamente
impactados ao longo das ultimas décadas. O Cardisoma guanhumi é um crustaceo
difundido na culinaria local do Nordeste do Brasil apresentando um grande valor de
mercado, mas tem mostrado significativa diminuicdo nos seus estoques
populacionais. A intensa captura de espécimes e a destruicdo de seus habitats
incluiu C. guanhumi na Lista de Espécies da Fauna Ameacadas de Extingédo
publicada em dezembro de 2014. Objetivando aferir a impactacdo sobre as
populacdes de guaiamuns e sobre seus habitats ao longo de cinco estuarios da
costa pernambucana duas metodologias foram utilizadas: (i) analise de danificacao
gendmica ao longo dos periodos de inverno e verdo dos anos de 2012 e 2013, e (ii)
avaliacdo de possiveis alteracbes da estrutura genética de C. guanhumi em um
contexto espaco-temporal nos anos de 2012 e 2014. Os resultados das analises
genotoxicas evidenciaram dano gendmico no inverno do ano de 2012 que coincidiu
com um rigoroso inverno e intensas chuvas atipicas para regido. A avaliacdo da
estruturacdo genética das populacdes nos dois anos ndo mostrou alteracdes
significativas da diversidade genética nem mudanca na estrutura da espécie. Os
resultados obtidos sugerem que 0s manguezais/estuarios pernambucanos tém
recebido o aporte de componentes téxicos, tendo em vista os danos gendmicos
detectados. Tais resultados alertam para a necessidade de uma maior atencao
acerca da conservacdo dos manguezais/estuarios pernambucanos.

Palavras-chave: ecotoxicologia; ensaio cometa; espécies ameacadas; estrutura de
populacdes; genotoxicidade; teste do micronucleo.



Abstract

Estuarine systems along the Brazilian coast and its wildlife have been severely
impacted over the past decades. Cardisoma guanhumi is a crustacean widespread in
local gastronomy of northeastern Brazil presenting a great market value, but has
shown significant decrease in their population stocks. Intense capture of specimens
and the destruction of their habitats included C. guanhumi in the Endangered Fauna
Species List published in December 2014. In order to assess the impaction on the
populations of blue crabs and about their habitats over five estuaries of the coast
Pernambuco two methodologies were used: a genomic damage analysis over the
winter and summer periods of the years 2012 and 2013 and an assessment of
possible changes in the genetic structure of C. guanhumi in a space-time context in
the years 2012 and 2014. The results of the analysis showed genomic genotoxic
damage in the winter of 2012 year coincided with a harsh winter and heavy rains
atypical for the region. The genetic structure of populations in both years showed no
significant changes in the genetic diversity of the species or change in structure. The
results suggest that mangroves / estuaries have received the injection of toxic
components, considering the identified genomic damage. These results emphasize
the need for greater attention on the conservation of Pernambuco estuaries.

Key words: ecotoxicology; comet assay; endangered species; population structure;
genotoxicity; micronucleus.
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1. Introducéo

A grande preocupacdo com o status de conservacdo dos ambientes naturais
resultou no crescente interesse do monitoramento da poluicdo dos ecossistemas
aguaticos. A costa litoranea do Brasil € formada por ambientes diversificados, dentre os
guais se destacam os ambientes estuarinos, ricos em biodiversidade e produtividade
biolégica. No entanto, o crescimento desorganizado das populacdes humanas e suas
atividades associadas com agricultura, industria e comércio tém acarretado grande dano a
biodiversidade e sobrevivéncia das populacées locais.

Ao longo das ultimas décadas muitos estudos se esforcaram para identificar e
guantificar danos decorrentes de compostos quimicos liberados na natureza que
conduzissem a mortalidade e morbidade de populacfes e espécies. Mais recentemente
0S pesquisadores comecgaram a tentar identificar com maior especificidade os efeitos sub-
letais dos compostos que exercem dano gendmico liberados na natureza. Deseja-se
estimar as consequéncias da interacdo de tais compostos com células somaticas e
reprodutivas que ndo conduzam a morte, mas diminuam o potencial de sobrevivéncia dos
individuos. A interacdo entre os compostos quimicos e o genoma pode conduzir a
diminuicdo da variabilidade e diversidade genética das popula¢gdes e consequentemente
das espécies.

Embora muitos fatores estejam associados com a perda da biodiversidade, a
contaminagdo quimica dos ambientes, incluindo os efeitos das exposi¢des cronicas e
agudas aos mais variados compostos, tém contribuido para o declinio e desaparecimento
de muitas populacdes. As alteracdes nas frequéncias alélicas e genotipicas das
populacbes podem estar direta ou indiretamente relacionadas a exposicdo de

contaminantes. Pesquisas recentes tém se investigado a conexao entre a exposicao aos
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contaminantes e a potencial perda de variabilidade genética nas popula¢cfes naturais. A
perda da variabilidade genética, por sua vez, esta intimamente relacionada com o declinio
da diversidade e consequente vulnerabilidade as mudangas ambientais com aumento da
probabilidade de extingdo das espécies ou de parte das suas populacdes.

Os estudos de espécies naturais residentes em habitats especificos tém sido
amplamente utilizados como modelo de avaliacdo da salude do ecossistema em questao.
Entender o nivel de agressao a que tém sido submetidas as espécies animais e vegetais
permite inferir o grau de impacto e nivel de degradacado ambiental local.

O guaiamum (Cardisoma guanhumi) é um crustdceo de ampla distribuicdo nos
ecossistemas estuarinos ao longo da costa do Atlantico Ocidental de todo o continente
americano. No Brasil, e mais especificamente no Nordeste, a pesca e comercializacdo do
guaiamum s&o importantes fontes de renda de muitas populacdes ribeirinhas e, por
vezes, Unica fonte de subsisténcia de comunidades de pescadores/catadores. Devido a
grande pressao de pesca a que tém sido submetidas, as populagdes de guaiamum tém
apresentado significativa reducédo dos seus estoques populacionais ao ponto da espécie
ser incluida na Lista Brasileira de Espécies da Fauna sob Ameaca de Extin¢do divulgada
em dezembro de 2014.

A utilizacdo de metodologias capazes de inferir diferentes graus de danificacéo
gendmica dos individuos de guaiamum é capaz de evidenciar ndo apenas a ‘saude’ das
populacdes de C. guanhumi, mas também fornece um panorama dos sistemas estuarinos
habitados pelos animais. Neste sentido, a utilizacdo de testes especificos capazes de
detectar macro e microlesbes no genoma dos animais é de absoluta importancia e
utilidade. Destacam-se nesta abordagem, o Ensaio Cometa e o Teste do Micronucleo.

Além da abordagem relativa aos parametros de dano ao genoma, destaca-se a

importancia do conhecimento da diversidade genética das populacbes e as possiveis



16

alteracdes na estrutura espago-temporal frente a episédios de danificacdo gendmica.
Compreender a riqueza genética das populagbes de guaiamum ao longo dos estuarios
pernambucanos nos permite entender acerca da saude dos ambientes estuarinos. Além
disso, tal abordagem possibilita entender melhor o padrdo da conectividade entre
populacbes em pequena escala geografica, e se 0 cenério observado se associa com
fendbmenos de dano ao genoma. Tais fatores se apresentam como essenciais para 0s
planos de conservagdo da espécie localmente. Além disto, o conhecimento dos limites
genéticos das populacdes € fundamental para os planos de reposicdo de estoque das
populacdes ameacadas a partir das populagdes vizinhas.

Tendo em vista que a compreensdo dos mecanismos e efeitos que interferem na
estabilidade gendmica devem contribuir para a tomada de decisbes relativas a
manutencdo da homeostase ambiental e das espécies, o presente estudo vem de
encontro a necessidade do incremento no monitoramento e gestao aplicados a ambientes
ameacados testando as seguintes hipoteses: (i) Cardisoma guanhumi ndo esta submetido
a dano gendmico espaco-temporalmente nos estuarios pernambucanos e ii) Cardisoma
guanhumi ndo apresenta alteracdo da estrutura genético-populacional espaco-
temporalmente nos manguezais pernambucanos. Cabe destacar que tais hipoteses foram
testadas frente a um cenario de perturbacdo sobre a paisagem adaptativa, perante a
ocupacéao das zonas proximas aos sistemas de manguezais pela populacdo humana. Tais
achados séo de suma importancia para a elaboracéo e efetivacdo de medidas preventivas
e preditivas, de remediacdo e preservacao ambiental, conservacdo de espécies e saude

publica.
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2. Revisao da Literatura

2.1 Ambientes estuarinos: importancia e ameacas

Com cerca de 11.000 quildmetros de extenséo, a costa litoranea do Brasil € uma
das maiores entre todos os paises do mundo e apresenta, ao longo de sua extensao,
grande diversidade de ambientes e caracteristicas fisiondmicas e fisiograficas. Dentre os
mais importantes, destacam-se 0s sistemas estuarinos. Estudrios sdo ecossistemas
costeiros de transicao entre terra, rio e mar encontrados em regides tropicais, subtropicais
e temperadas ao redor do globo. Sua distribuicdo geografica inclui as Américas, Africa,
Asia e Oceania. Os estudrios estdo entre os ecossistemas biologicamente mais
produtivos do mundo e apresentam imensuravel importancia ecolégica e econbémica
(Ghizelini et al., 2012; Kalesowski and Adams, 2013; Scherer, 2013).

Ambientes estuarinos provéem grande diversidade de habitats, incluindo
manguezais, gramineas marinhas, bancos de areia e lama, canais hidricos profundos,
afloramentos rochosos e ambientes de mar aberto. Esta variedade de habitats favorece
uma vasta gama de nichos para colonizacdo de diversas comunidades de organismos.
Estuarios sdo, portanto, ambientes complexos que apresentam grande biodiversidade,
alta produtividade biologica, diversidade de habitats e uma complexa teia de interagfes
entre fatores bioticos e abioticos (Sheaves, 2006; Barletta and Costa, 2009; Barbier et al.,
2011).

Além disso, os estuarios tém demonstrado seu papel fundamental para os

ecossistemas oceanicos, especialmente as plataformas costeiras, funcionando como local
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de reproducao, desova e crescimento de muitas espécies marinhas e como habitat para
espécies residentes (Martinho et al., 2012; Costa et al., 2013).

Apesar de toda riqueza e importancia em biodiversidade, nas Ultimas décadas os
estudarios tém sofrido grande pressao antropica. A maior parte dos ambientes estuarinos
encontra-se em paises em desenvolvimento que tem experimentado um acelerado
processo de desenvolvimento costeiro. Ao longo da historia de ocupacédo populacional no
Brasil, o crescimento demografico concentrou-se nas areas litoraneas. Os grandes
centros urbanos brasileiros, bem como os polos industriais, de distribuicdo e recepcao de
mercadorias (refinarias e portos, entre outros) ocupam as grandes planicies litoraneas.
Além disto, a especulacao imobiliaria e a constru¢cdo de complexos residenciais e de lazer
tiveram crescimento exponencial nas Ultimas décadas (Araudjo et al., 2007; Bonfim et al.,
2012; Passos, 2013).

Devido a sua localizacdo estratégica, os estuarios acabaram por tornarem-se locais
de grande importancia econémica como fonte de provisdes de produtos e servigos as
populacdes costeiras. No entanto, juntamente com o0 crescimento econdmico e
populacional, os estuarios tém sido severamente impactados tanto pela destruicdo direta
causada pela destruicdo dos manguezais, bem como pela deposicdo de compostos
guimicos que culminam em efeitos bioldgicos, bioquimicos e até mesmo genéticos,
causando graves distlrbios que ameagam 0s processos ecoldgicos e, consequentemente,
a exploracdo econdmica dos recursos biolégicos. Em dltima insténcia, a saude humana
também pode ser afetada pelo consumo de recursos pesqueiros contaminados (Dachs
and Méjanelle, 2010; Seriani et al., 2013).

A zona costeira pernambucana apresenta 187 km de extenséo, distribuida por 21
municipios e abriga quase 45% da populacdo do estado. Segundo o Programa de

Gerenciamento Costeiro de Pernambuco - GERCO-PE (www.cprh.pe.gov.br) a zona
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costeira do estado € dividida em trés setores: NORTE (Goiana, Itamaraca, lgarassu,
Abreu e Lima, Paulista, Itapissuma e Itaquitinga), METROPOLITANO (Olinda, Recife,
Jaboatdo dos Guararapes, S&o Lourenco da Mata, Camaragibe e Moreno) e SUL (Cabo
de Santo Agostinho, Ipojuca, Sirinhaém, Rio Formoso, Tamandaré, Barreiros e Sao José

da Coroa Grande) (Araujo et al., 2007).

2.2 Dano genémico e 0 monitoramento de espécies e ecossistemas

Devido a grande importancia dos sistemas estuarinos, muitos estudos tém
objetivado avaliar as agressfes antropogénicas nestes ecossistemas costeiros. A
crescente preocupacao pela qualidade dos ambientes tem resultado no crescimento do
monitoramento da poluicdo nos ambientes marinhos (Bickham et al., 2000; Picado et al.,
2007; Pinheiro et al., 2013).

A grande quantidade de efluentes contaminados que desaguam nas regides
estuarinas pode causar danos diretos e indiretos as moléculas de DNA. Segundo Ohe et
al., (2004), a presenca de compostos quimicos dissolvidos nas aguas costeiras pode
produzir efeitos genotdxicos e mutagénicos nas espécies residentes. E sabido que a
investigagdo dos danos as moléculas de DNA é de extrema importancia, visto a
necessidade da integridade destas moléculas para a homeostase celular e para a
transmissao da informacao genética a descendéncia (Klobucar et al., 2012).

A genotoxicidade, ou seja, o0 efeito de causar danos ao genoma ocorre como
consequéncia da acdo de um agente toxico que pode: (i) alterar a estrutura dos
cromossomos conduzindo a quebra (clastogenicidade); (ii) alterar a sequéncia de pares
de bases do DNA (mutagenicidade), ou ainda (iii) conduzir a segregacdo cromossomica

anormal (aneugenicidade). Os compostos genotoxicos presentes na agua Ssao
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caracterizados por possuirem atividade capaz de alterar informacdes codificadas no DNA
(McGregor, 2000; Di Paolo, 2006).

Entre as mais proeminentes consequéncias dos efeitos dos danos genémicos
causados por poluentes estdo a reducdo na sobrevivéncia e no recrutamento, a
diminuicdo do sucesso reprodutivo, a alteracdo das taxas de mutacdo e migragdo com
possiveis efeitos ha composicdo genética da populacdo e, em Ultima instancia, a ameaca
a continuidade das espécies (Waters, Stack and Jackson, 1999; Whitehead et al., 2003;
Ohe et al.,, 2004; Frenzilli, Nigro and Lyons, 2009, Adam et al.,, 2010). Mesmo
concentragfes muito baixas dos agentes genotdxicos nos ecossistemas sdo capazes de
afetar diversos momentos na vida dos individuos, desde reproducdo, embriogénese,
desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia dos organismos, além de poderem estar
envolvidos em processos carcinogénicos, defeitos hereditarios e teratogénese (Di Paolo,
2006).

Devido ao crescente interesse na utilizagcdo de marcadores capazes de medir e
estimar os efeitos causados pela exposicdo aos agentes contaminantes, diferentes
metodologias de testes de sub-letalidade tém sido desenvolvidas, com destaque para
abordagens genéticas. De forma geral, as metodologias para analise de danos no
genoma utilizam dois parametros de danificacdo gendmica nos individuos: as
macrolesdes e as microlesodes.

As macrolesbes sao relativas ao efeito visivel ao nivel cromossémico. As
metodologias para a analise de macrolesdes requerem células em divisdo e investigam a
presenca de alteracbes cromossdmicas numeéricas e estruturais, a troca de cromatides
irmas e micronucleos.

Na categoria de microlesdes, os efeitos operam nos niveis bioquimicos e

moleculares. Os métodos de deteccdo das microlesdes, que podem ser aplicados em
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células interfasicas, incluem o ensaio cometa, a eletroforese em gel de agarose, a eluicdo
alcalina, aloenzimas, e as mais diversas abordagens de andlise de DNA (RAPD, RFLP,
SSP, DNA fingerprint, SNPs, microarranjos de DNA, entre outros) (Brusick, 1978; Tice et
al., 2000; Belfiore e Anderson, 2001; Dixon et al., 2002; Newton et al., 2004; Aubrecht e
Caba, 2005; Brendler-Schwaab et al., 2005; Muller, 2006; Atienzar e Jha, 2006; Park e
Choi, 2007).

O teste do micronucleo se destaca entre as metodologias que detectam danos no
genoma por ser um método que apresenta alta sensibilidade, baixo custo, amplo espectro
de atuacdo em diferentes organismos, além de ser uma metodologia ndo invasiva e nao
letal (Lohmann, 1995; Carvalho et al., 2002; Adam et al., 2013). O referido teste tem sido
utilizado em analises de dano genémico em espécies residentes nas zonas costeiras,
incluindo ambientes estuarinos e manguezais por sua relativa rapidez, simplicidade e
capacidade de identificar macrolesbes no genoma (Heddle, 1973; Schmid, 1975; Siu et
al., 2004; Pinheiro et al. 2013). No entanto, é necessario um ciclo celular completo para
gue os micronucleos sejam expressos. De modo geral, 0os micronucleos podem se originar
de regides cromossémicas (cromossomos acéntricos, fragmentos cromatidicos
produzidos por quebra cromossémica e cromossomos inteiros) que se atrasam e/ou
migram irregularmente durante a anafase devido a disturbios do fuso mitético (Figura 1)
(Lindholm et al., 1991; Ford and Corell, 1992; Catalan et al., 1995; Falck et al., 2002;
Norppa and Falck, 2003).

Alguns micronucleos podem também se originar de fragmentos derivados de
pontes anafasicas quebradas, formadas por rearranjos cromossomicos, por exemplo,
cromossomos dicéntricos (Comforth and Goodwin, 1991; Saunders et al., 2000). Durante
a telofase, essas regides podem se fundir com o nudcleo principal ou podem formar um ou

mais nucleos secundarios (micronucleos) menores que o principal (Kehdy, 2003).
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Figura 1. Célula micronucleada de Cardisoma guanhumi. Fonte: LAGEA.

Por outro lado, o ensaio cometa é uma técnica de maior sensibilidade para detectar
microlesbes gendmicas. Esta metodologia permite a identificacdo de danos na maioria
das células eucarioticas de forma individualizada (Singh et al., 1988) e vem sendo
utilizada como indicador ecoldgico para o diagnostico e monitoramento de areas costeiras
(Davanso et al., 2013; Rocha et al., 2015). Tais testes tém sido utilizados com sucesso no
monitoramento ambiental em mamiferos, anfibios, peixes e crustaceos possuindo uma
ampla utilizacdo estratégica no biomonitoramento de agentes genotoxicos (White et al.,
1998; Hartmann et al., 2003; Frenzilli et al., 2009; Nudi et al., 2010; Arcaute et al., 2014).

As vantagens do Ensaio Cometa incluem sua simplicidade, rapido desempenho e
alta sensibilidade para varios tipos de danos no DNA (Silva et al., 2003). Esta metodologia
se baseia no fato de que o DNA danificado tera o seu padrdo de migracdo em gel de
eletroforese alterado. O DNA, contido em células de organismos eucariotos, possui alguns
centimetros de comprimento, e para que seja acomodado no interior do nucleo, o qual
possui entre 5 e 10 um de largura, essa molécula tem que ser fortemente condensada.
Danos impostos a molécula de DNA provocam um relaxamento desta condensacéo e,

ocasionalmente, podem ocorrer quebras na estrutura molecular (Rojas et al., 1999). Os
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fragmentos de diversos tamanhos resultantes de tais quebras migrarao diferencialmente
no gel em lamina. A célula onde o DNA ndo se encontrar danificado, terd seu nucleo
preservado durante a migracdo eletroforética e, portanto, mantera sua forma circular.
Danos menores no DNA tenderdo a migrar mais rapidamente do que 0s maiores.
Ocorrendo um dano muito intenso, muitos fragmentos de diversos tamanhos serao
formados e migrardo em velocidades diferentes, formando-se, entdo, a figura tipica de

uma cauda de cometa (Figura 2) (Olive et al., 1990).

0 1 2 3 4

Figura 2. Diferentes niveis de danificacdo gendmica em células submetidas a técnica de

Ensaio Cometa (Birimi, 2007).

2.3 Eroséo genética

A diversidade genética das espécies, definida como a magnitude da variabilidade
genética nas populacdes, € fator essencial no processo evolutivo, uma vez que é a
matéria-prima da adaptacédo as imposicdes seletivas dos ecossistemas. Além disso, se
existe algum componente biolégico mais importante a ser preservado, esse é a variacao
genética (Moritz, 2002), uma vez que esta relacionada ao ‘fitness’ dos individuos e atua
no potencial evolutivo das espécies. As diferencas nas sequéncias codificadas nos genes
dos individuos sdo capazes de alterar a capacidade e a forma de adaptacdo das

populacdes as alteracdes ambientais (Hughes et al., 2008).
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Segundo Van Straalen and Timmermans (2002), a poluicdo pode interferir na
diversidade genética afetando os quatro principais processos evolutivos: deriva genética,
selecdo, mutacdo e migracdo. Esta diminuicdo na diversidade genética das populacdes
induzida por agentes téxicos € conhecida como eroséo genética. Os impactos da poluicdo
na diversidade genética das espécies, no entanto, estdo relacionados, também, a fatores
como tamanho populacional, fluxo génico entre diferentes popula¢des e tamanho da area
de ocupacdo (Giska et al., 2015). Populacdes submetidas a impactos genotdxicos podem
restabelecer seus niveis ecologicos de forma relativamente rapida a partir da remocéo da
fonte poluidora. Os danos citolégicos podem retornar aos seus indices normais em
periodos relativamente curtos, no entanto, os danos genéticos podem apresentar efeitos
em longo prazo com perda de variabilidade e colapso das populagdes (Frankham, 2005;
Chapman et al., 2009; Pauls et al., 2013).

A exposicao de populacgdes naturais a compostos quimicos com agdo genotdxica
por longos periodos de tempo ou durante geragcfes consecutivas pode conduzir a reducao
na diversidade genética das populacdes. Nos casos de exposicdo crénica pode haver
selecao de gendtipos com tolerancia quimica e consequente declinio de gendtipos menos
adaptados (Bickham et al., 2000; Matson et al., 2006; Nowak et al., 2009).

A eliminacdo de gendtipos menos adaptados a contaminacdo ambiental conduz,
invariavelmente, a morte de individuos e diminuicdo do tamanho das populacdes. O
aumento da morte de individuos de uma populacao e a reducado do tamanho populacional
efetivo com diminuicdo da diversidade genética podem conduzir as populacdes a
processos de deriva genética e/ou gargalo génico, contribuindo ainda mais para a
reducdo na diversidade genética e consequente colapso das populacdes (Bickham et al.,

2000; Matson et al., 2006; Nowak et al., 2009).
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Por outro lado, a exposi¢ao dos individuos de uma populacdo a contaminantes com
acdo genotoxica pode conduzir ao aumento da taxa de mutagédo de forma a compensar a
perda de diversidade genética. Os padrdes de haplotipos encontrados nestas populacdes
podem ser informativos na determinagdo se estas populacées passaram por pontos de
estrangulamento e/ou possuem taxas de mutacdo elevadas (Matson et al., 2006; Giska et

al., 2015).

2.4 Cardisoma guanhumi

Cardisoma guanhumi (Latreille, 1825), também conhecido como caranguejo azul
terrestre, € um crustaceo com ampla distribuicdo geografica nas regides tropicais ao longo
da costa atlantica, desde os Estados Unidos ao sul do Brasil. Encontrado nas regides de
manguezais e estudarios, este caranguejo constrdi suas tocas nas regidées mais afastadas
das fontes de agua, ocupando as regibes de campos abertos e até mesmo florestas
costeiras, sendo observados a até 5 km de distancia dos rios. Apesar disso, a espécie €
dependente da agua salobra para completar o seu ciclo reprodutivo, onde fémeas
ovigeras (com cerca de 300.000 — 700.000 ovos) podem ser observadas nos periodos de
reproducédo (Gifford, 1962; Branco, 1991; Hostetler et al., 1992).

Os individuos de C. guanhumi apresentam limitada capacidade de dispersao
geografica durante a vida adulta, tendo grande fidelidade as suas tocas durante a vida.
Por este motivo, a dispersdo da espécie € dependente dos estagios larvais iniciais,
denominados de zoéas, que sao carreados por centenas de quildbmetros antes de serem
recrutados em uma zona estuarina, ja na forma de megalopa (Costlow Jr and Bookhout,
1968a; Costlow Jr and Bookhout, 1968b; Abrunhosa et al., 2000; Forsee and Albrecht,

2012). Os individuos da espécie apresentam habito seminoturno e seus habitos
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alimentares sdo compostos, em sua maioria, por folhas, frutos e sementes das arvores
gue habitam os estuarios e pequenos insetos e restos de outros animais em
decomposicdo (Shimasaki et al., 2012).

Os habitos de C. guanhumi, assim como acontece para outros caranguejos, Sao
essenciais para os ambientes em que se encontram. O habito de forrageio influencia
diretamente a composicdo e a estrutura da vegetacdo dos ambientes estuarinos. Além
disso, a escavacao de tocas para construcao de abrigos e o revolver da serrapilheira em
busca de alimentos influenciam nos padrbes de aeragéo do solo e ciclagem dos nutrientes
gue favorecem o crescimento e estabelecimento da vegetacdo (Green et al., 2008;
Lindquist et al., 2009).

Devido ao seu grande tamanho, que frequentemente excede 11 cm de largura de
carapaca, e sabor agradavel de sua carne, a espécie € um importante recurso pesqueiro
de subsisténcia para inUmeras familias que vivem nos entornos estuarinos e manguezais.
Por conta disso, a espécie tem sido alvo de sobre-explotacdo. A grande pressao
pesqueira sobre a espécie aliada a continua degradacdo e destruicdo das areas de
manguezais tem causado uma notavel e significativa redu¢cdo no tamanho e na
abundancia de espécimes no litoral brasileiro. No Brasil, a espécie foi incluida na Lista
Nacional das Espécies de Invertebrados Aquéticos e Peixes Sobreexplotados ou
Ameacados de Sobreexplotacdo no ano de 2004 e, no fim de 2014, passou a integrar a
Lista Brasileira de Espécies da Fauna sob Ameaca de Extingdo — Peixes e Invertebrados
Aquaticos na categoria Criticamente em Perigo (CR) de acordo com a Portaria n°® 445 do
Ministério do Meio Ambiente. Além disso, os estagios larvais iniciais de megalopa e
juvenis da espécie mostraram-se sensiveis as descargas de contaminantes provenientes

de carcinoculturas (Galli et al., 2012).
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Tendo em vista os atributos biolégicos de C. guanhumi relacionados a sua
capacidade sensitiva a perturbacbes ambientais, aos servicos ambientais de detritivoria
(Bright and Hogue, 1972) e aqueles sobre a sua exploragcdo, em meio a uma realidade de
degradacdo dos ecossistemas de manguezal, € fundamental monitorar espaco-
temporalmente uma espécie para o planejamento de conservacdo da espécie e de seus
habitats. Além disso, o monitoramento temporal associado a diferentes regimes
pluviométricos permite estabelecer possiveis ‘valores de referéncia’ para identificacao de
dano gendémico como indicador ecolégico. Além disso, tais indicadores permitem distinguir
a influéncia de fatores ambientais (temperatura, altura de marés, indices pluviométricos)

causados por exposicdo aos agentes genotoxicos (Lacaze et al., 2011).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar espaco-temporalmente a ocorréncia de dano gendémico e de possivel
modificacdo da estrutura genético-evolutiva de Cardisoma guanhumi de cinco estuarios
do Estado de Pernambuco com a utilizacdo de parametros de danificagdo gendémica e

genética de populacoes.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o dano genémico em hemolinfa de Cardisoma guanhumi pela metodologia do
Teste do Microndcleo e Ensaio Cometa, nos diferentes estuarios, no periodo
chuvoso (outono/inverno) e seco (primavera/verdo) ao longo de dois anos

consecutivos;

2. Avaliar a variabilidade genética de Cardisoma guanhumi por meio da analise do

sequenciamento da regido controle do DNA mitocondrial;

3. Avaliar a existéncia de correlagdo entre os indices de dano genémico e variabilidade

genética de Cardisoma guanhumi;

4. Comparar/associar os diferentes niveis de impacto ambiental dos estuérios

pernambucanos, com os resultados de dano gendémico e variacao genética.
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4. Capitulo |

Genotoxicidade espaco-temporal em sistemas estuarinos tropicais do Atlantico Ocidental: O
uso potencial do caranguejo azul (Cardisoma guanhumi) como indicador ecoldgico perante

uma perspectiva de flutuagdes climaticas

Spatial-temporal genotoxicity in tropical estuarine systems of the Western Atlantic: Potential
use of the blue crab (Cardisoma guanhumi) as ecological indicator for monitoring tropical

mangroves from Northeastern Brazil front a prospect of climate oscillations
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Abstract

Estuarine systems comprise one of the most threatened ecosystems in the world, mainly due to
population and industrial growth in their areas of occurrence. In these environments a lot of
contaminants have been released which can lead to increase in genomic damage to the resident
species with ensuing mutagenic and clastogenic effects. This study evaluates spatio-temporal
possible genomic damage in Cardisoma guanhumi in order to infer the current status of
conservation of this species, as well as environmental quality in five mangroves of northeastern
Brazil. DNA damage was quantified by the micronucleus test and comet assay for analysis of macro
and micro-lesions, respectively. The diagnosis of the species' conservation status, as well as the
quality of the ecosystem where it lives, was assessed in two consecutive years (2012-2013),
seasonal sampling (winter and summer), using two genetic tests (micronucleus, n = 1,000 Cels. / ind
., and comet, n = 100 cells. / ind.). Only in winter / 2012 there was a significant increase in the
frequency of micronucleated cells and genomic damage index in estuaries, something that did not
occur in other seasons analyzed. The genomic damage coincided with the harsh winter / 2012,
atypical for the region under study, because of the water supply coming from the coastal rivers,
which may have taken pollutants (industrial / household), significantly affecting this species in
estuarine systems evaluated. The results confirm the resilience of this species and its environment to
an atypical climatic episode, providing the environment an excessive amount of waste. Such
evidence strengthens the power of genomic damage detection methods with use of this kind of
crustacean, allowing a quick diagnosis, monitoring and prediction of the effects caused by climate
oscillations over the estuarine systems in the Western Atlantic.

Keywords: blue crab, comet assay, estuaries, genomic damage, micronucleus test.
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1. Introducéo

Os sistemas estuarinos representam ecossistemas costeiros extremamente ameagados,
detendo expressiva importancia econdémica e localizagdo estratégica para o estabelecimento humano
e implantacdo de diversas atividades antropicas. Devido as suas caracteristicas geograficas os
estuarios sdo locais ideais ao estabelecimento e desenvolvimento de grandes centros urbanos, para
atividades industriais e portuérias, marinas, fazendas de aquicultura, entre outros. Apesar disso,
detém expressiva fragilidade bioldgica, por ser um ecétono dotado de consideravel diversidade
bioldgica, com uso como sitio reprodutivo, tréfico e para o crescimento de diversas espécies de
agua doce e marinhas. O desenvolvimento populacional e econémico humano tem promovido
alteracGes aos estuarios, seja por conversao de uso, perda da qualidade ambiental pela crescente
contaminacédo por diversas fontes poluentes, ou mesmo por sua completa supressdo (Anderson et
al., 1994; Kennish, 2002; Barbier, 2011; Elliott and Whitfield, 2011; Teichert et al., 2016).

A regido costeira do Brasil apresenta um longo historico de adensamento populacional
humano, que ocorreu de forma cadtica e nao planejada, particularmente associado aos estuarios e
seus manguezais. A zona costeira do Estado de Pernambuco (Nordeste do Brasil), por exemplo,
apresenta 187 km de extensao, distribuidos por 21 municipios, que abriga aproximadamente 45% da
populacdo do estado (Aradjo et al., 2007). Tal fato promoveu uma elevada pressao antropica sobre
0S manguezais, em especial as areas de apicum, uma das principais feicdes deste ecossistema que
vem sendo sistematicamente suprimidas, apesar de sua relevancia biolégica. Importante destacar
que o apicum atua como importante area de amortizacdo dos manguezais, detendo uma flora e fauna
particular, muito sensivel as alteracdes por pressdes antrépicas. Entre as principais fontes de
agressdo ambiental estdo sua conversdo como Vviveiros escavados de carcinicultura e para

construcdes de veraneio e turisticas (Kennish, 2002).
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A grande quantidade de efluentes contaminados que desaguam nas regides estuarinas podem
aumentar a probabilidade de danos (diretos e/ou indiretos) as moléculas de DNA, evidenciando
efeitos mutagénicos (alteracdo na sequéncia de bases da molécula de DNA), clastogénicos
(alteracdo na estrutura dos cromossomos) e aneugénicos (segregacdo cromossomica anormal). Entre
as mais proeminentes consequéncias desses efeitos estdo: a reducdo na sobrevivéncia e no
recrutamento; diminuicdo do sucesso reprodutivo; alteracdo das taxas de mutagdo, migracdo e
composicdo genética da populacdo; e ameacas a conservagao e continuidade das espécies (Waters,
Stack and Jackson, 1999; Whitehead et al., 2003; Ohe et al., 2004; Frenzilli, Nigro and Lyons,
2009, Adam et al., 2010; Thomas et al., 2014).

Nos ultimos anos percebe-se um crescente interesse na utilizacdo de marcadores genéticos
capazes de quantificar os efeitos de exposi¢do aos contaminantes, com diferentes métodos de sub-
letalidade. No caso do teste por micronucleos, tais analises de dano genémico tém sido frequentes
em zonas costeiras, em especial em estuarios e manguezais, devido a sua relativa rapidez,
simplicidade, baixo custo e Otima capacidade discriminante na identificagdo de macrolesdes
genémicas (Heddle, 1973; Schmid, 1975; Siu et al., 2004; Pinheiro et al., 2013). No entanto, é
necessario um ciclo celular completo para que os micronucleos sejam expressos, ao contrario do
ensaio cometa, que apresenta maior sensibilidade a deteccdo de microlesées genémicas. Assim, 0
ensaio cometa permite identificar danos na maioria das células eucarioticas de forma
individualizada (Singh et al., 1988), com validacdo de seu uso como indicador ecoldgico na
diagnose e monitoramento de areas costeiras (Davanso et al., 2013; Rocha et al., 2015). Pelo
exposto, estes testes tém sido utilizados com sucesso no monitoramento ambiental em varios
animais vertebrados, como mamiferos, anfibios e peixes (Frenzilli et al., 2009; Arcaute et al., 2014;
Thomas et al., 2014), como também em invertebrados, como os crustaceos (Nudi et al., 2010;

Pinheiro et al., 2013).
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Cardisoma guanhumi (Latreille, 1825), também conhecido como caranguejo azul terrestre, é
um crustaceo com ampla distribuicdo geogréafica tropical no Atlantico Ocidental, desde os Estados
Unidos ao sul do Brasil. Ocorre em regides arenosas dos sistemas estuarinos, seja na transi¢ao entre
0S manguezais e as areas mais emersas (apicum de manguezal), onde ocorre rarefagdo arbdrea (p.
ex., areas de restinga), ou mesmo dentro de bosques de Mata Atlantica. Ali escava tocas até 150 m
de distancia dos rios, onde ainda recebe seu efeito, embora tenha dependéncia da agua salobra para
o0 desenvolvimento de seus ovos e larvas onde fémeas ovigeras com 300.000 — 700.000 ovos podem
ser observadas nos periodos de reproducdo (Gifford, 1962; Hostetler et al., 1992). Cardisoma
guanhumi apresenta reduzida capacidade de dispersdo geogréfica durante sua vida adulta, tendo
grande fidelidade as suas tocas durante a vida. Por este motivo, a dispersao é dependente de seus
estagios larvais iniciais (zoeas), que sdo carreados por centenas de quildmetros até que o
recrutamento ocorra em areas estuarinas no Ultimo estdgio larval (megalopa) (Costlow Jr. and
Bookhout, 1968a,b; Abrunhosa et al., 2000; Forsee and Albrecht, 2012).

Devido ao grande tamanho na fase adulta, que geralmente excede 11 cm de largura de
carapaca (Brasil/ Ibama, 2011), bem como o sabor agradavel de sua carne, C. guanhumi detém
importancia pesqueira de subsisténcia para inumeras familias que habitam areas estuarinas (Amaral
and Jablonski, 2005; Amaral et al., 2015). Assim, a grande pressdo pesqueira sobre esta espécie,
aliada a continua degradacéo e supressdo de seu habitat, tem promovido uma notavel reducdo no
tamanho e estogque deste recurso no litoral brasileiro. Em 2004 esta espécie foi incluida na Lista
Brasileira de Invertebrados Aquaticos e Peixes Sobreexplotados ou Ameacgados de Sobreexplotacéo,
passando, em 2014, a categoria “Criticamente em Perigo” (CR), figurando da Lista Brasileira de
Espécies da Fauna sob Ameaca de Extincdo (MMA, 2014).

Sabe-se que os estagios larvais (zoeas e megalopas), bem como os estagios juvenis da
espécie sdo mais sensiveis as descargas de contaminantes provenientes de complexos industriais,

portuarios, de esgotos domésticos ndo tratados e, sobretudo, oriundos de carciniculturas (Galli et al.,
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2012). Mesmo os adultos de C. guanhumi podem se mostrar sensiveis as perturbagdes relacionadas
a contaminacdo terrestre, de onde provém seu alimento (Bright and Hogue, 1972), assim como
decorrentes da degradacao dos sistemas estuarinos pelos varios impactos antropicos. Neste sentido
esta espécie assume relevancia notavel em monitoramentos espago-temporais, com vistas a sua
conservacdo e dos habitats que ocupa, particularmente associando diferentes regimes
pluviométricos aos “valores de referéncia” de danos gendmicos. O uso destes indicadores
ecoldgicos permite distinguir a influéncia de alguns fatores ambientais (p. ex., térmicos, de
amplitude de maré e pluviométricos) causados por exposicdo aos agentes genotoxicos (Lacaze et
al., 2011).

O presente estudo objetivou obter indicativos ecolégicos de natureza genémica a fim de
diagnosticar e monitorar o status de conservacdo de Cardisoma guanhumi (Latreille, 1825) de cinco
sistemas estuarinos tropicais do estado de Pernambuco, no Nordeste do Brasil. A utilizagdo de uma
espécie residente na paisagem adaptativa dos estuarios é importante também para evidenciar o
status de conservagdo dos proprios manguezais. Além disso, este estudo permitiu predizer a
magnitude dos indicadores ecoldgicos de dano genémico a serem esperados na comunidade de
organismos aquaticos da zona costeira, tomando como exemplo C. guanhumi, ao longo de ciclos

climaticos contiguos e oscilantes, e com diferentes regimes de intervencdo antropica.

2. Metodologia

2.1. Areas de estudo e amostragem

Cinco sistemas estuarinos tropicais do Estado de Pernambuco, nordeste brasileiro, foram

selecionados e distribuidos em trés regibes litoraneas: 1) Litoral Norte, representado pelo Rio



35

Goiana e Rio Jaguaribe; 2) Litoral Centro, com o Rio Capibaribe (regido metropolitana do Recife;
marco central do litoral pernambucano) e 3) Litoral Sul, compreendendo o Rio Sirinhaém e Rio
Formoso (Figura 1). Estes foram selecionados por apresentarem diferentes graus de conservacao,
seguindo informacdes disponibilizadas pela Agéncia Estadual de Meio Ambiente de Pernambuco
(CPRH, 2010).

No litoral norte do Estado de Pernambuco existem areas preservadas, com manutencao de
sua biodiversidade, apesar da crescente poluicdo industrial/doméstica e supressdo/aterro de seus
manguezais (Rio Goiana), exploracdo pesqueira predatéria (Rio Jaguaribe) e ameaca pela
carcinocultura e inddstria automobilistica. No litoral centro, por efeito da malha urbana do Recife
(capital do Estado de Pernambuco), os sistemas estuarinos e de manguezal (Rio Capibaribe)
historicamente sdo os mais afetados por desmatamentos, aterros, crescimento imobiliario e
implantagdo de vias publicas. E por fim, no litoral sul do estado sdo detectados bons indices de
conservagdo da fauna e flora, como constatado no Rio Sirinhaém e Rio Formoso, embora neste
ultimo esteja ameacado pela crescente exploracdo pesqueira predatoria (CPRH, 2010). Para
composicgédo do grupo controle foram amostrados 10 espécimes no Estuario do Rio Una, na Estacdo
Ecoldgica Juréia-Itatins, uma Unidade de Conservacdo (UC) localizada no litoral centro-sul do
Estado de S&o Paulo, Sudeste do Brasil, como parte de um Mosaico de UCs (Lino and
Albuquerque, 2007). Por conta de tal situacdo, a area é colonizada por comunidades tradicionais,
totalizando cerca de 200 familias e 2.000 pessoas, detendo conservacdo ambiental impar e isenta de
contaminantes (Pinheiro et al., 2013).

Foram amostrados, para analise, 200 exemplares de Cardisoma guanhumi, sendo 10 para
cada sistema estuarino, em duas estagcdes climaticas (inverno: julho-agosto; e verdo: dezembro-
janeiro), em dois anos amostrais (2012 e 2013). Os animais foram capturados com auxilio de
pescadores locais, empregando armadilhas artesanais do tipo “ratoeiras” contendo frutas citricas

como isca atrativa. Os animais selecionados foram conduzidos ao laboratério e a coleta da
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hemolinfa foi realizada em um periodo inferior & 24 h apds a coleta, a fim de minimizar possiveis

alteracdes decorrentes do afastamento das condi¢es do habitat natural da espécie.
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Figura 1. Localizacdo dos cinco sistemas estuarinos em estudo onde foram coletados os individuos
de Cardisoma guanhumi ao longo dos anos de 2012 e 2013, a saber: Litoral Norte (Rios Goiana e
Jaguaribe), Litoral Centro (Rio Capibaribe) e Litoral Sul (Rios Sirinhaém e Formoso), no estado de
Pernambuco, Brasil. Direito de utilizacdo da imagem gentilmente cedido por Gama-Maia and
Torres, 2016. Retirada de Gama-Maia and Torres, 2016.

2.2. Teste do Microntcleo (MN)

O teste do micronucleo (MN) e a analise dos dados foram conduzidos segundo os protocolos

de Siu et al., (2004) e de Heddle (1973)/Schmid (1975), respectivamente, com algumas poucas
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modificacBes para o0 crustaceo em questdo. A avaliacdo dos hemocitos foi realizada ap6s a
confeccdo de esfregacos de hemolinfa obtida pela puncéo por uma seringa (1 mL com agulha 29G),
na membrana de articulacdo entre o carpo e propodo do terceiro par de pereidépodos. Para cada
exemplar foram produzidas duas laminas de esfregaco de hemolinfa, que foram secas em
temperatura ambiente (20 min), fixadas com metanol absoluto e coradas com Giemsa (puro), com
duracdo de 5 min para cada procedimento. Foram considerados micronlcleos os fragmentos
nucleares sem conexdo com o ndcleo principal, possuindo mesma coloracgao/intensidade do nucleo e
com tamanho inferior ao terco do tamanho nuclear, de acordo com os critérios indicados por Moron
et al. (2006). Foram analisadas 1.000 células por individuo, em microscépio 6ptico, sendo

contabilizadas com contador manual aquelas micronucleadas em relagdo ao total (MN%o).

2.3. Ensaio Cometa

O ensaio cometa foi conduzido de acordo com o protocolo adaptado de Singh et al., (1988).
Antes da coleta da hemolinfa foi preparada uma solucao anticoagulante (0,49 M de NaCl, 30 mM
de citrato trisodico e 10 mM EDTA — de acordo com Klobucar et al., 2012). Seringas (1 mL com
agulha 29G), foram preenchidas com 200 pL de solugdo anticoagulante e 400 puL de hemolinfa de
cada animal, sendo a mistura transferida para um tubo coletor de 1,5 mL. Desta solucao, cerca de 70
pL foram homogeneizados com 100 pL de agarose (0,5%) de baixo ponto de fusdo (low melting), a
37°C. Cerca de 170 pL dessa solucdo (hemolinfa + anticoagulante + 0,5% agarose de baixo ponto
de fusdo) foram espalhados sobre duas laminas previamente cobertas com 1,5% agarose diluida em
PBS (KCI + KH,PO,4 + NaCl + Na,HPOQO,) e deixadas em descanso por 24 h, sendo cobertas com
laminulas e colocadas em refrigerador (15 min). Apo6s a polimerizacdo da agarose as laminulas
foram retiradas e as laminas imersas em solucdo de lise [1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO e

89 mL de solucéo de lise, com pH 10, contendo: 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 8 g de
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NaOH em 890 mL de &gua ultrapura], no minimo durante 24 h em geladeira. Apdés a lise, as laminas
foram incubadas em 300 mM NaOH + 1 mM de tampéo de EDTA (pH>13) por 20 min, para
desnaturacdo das moléculas de DNA, sendo, em seguida, submetidas a uma eletroforese (40 V a
~300 mA, por 20 min). Apos a corrida, as ldminas foram neutralizadas em uma solugéo de 0,4 M de
Tris (15 min) e fixadas em etanol 96~100% (5 min). ApGs secarem as laminas foram coradas com
GelRed e analisadas em microscépio de fluorescéncia, sob aumento de 400x. Um total de 100
nucledides celulares foram analisados para cada individuo, com o dimensionamento do dano celular
estabelecido segundo cinco classes: 0 (sem danos) ou variando de | a IV (diferentes niveis de
danos), de acordo com a migracdo do material nuclear fragmentado em relacdo ao tamanho do
nicleo restante. Assim, foi estabelecido o indice de Dano Gendémico (ID), determinado pela
multiplicagdo do nimero de células de cada classe pelo valor da classe, dividido pelo nimero de
individuos analisados em cada ponto de coleta, onde: ID = (n° de células com nivel de danificacdo
0 x 0 + n° de células com nivel de danificagdo I x 1 + ... + n° de células com nivel de danificagéo IV

x 4) / n® de individuos amostrados (Collins, 2004).

2.4. Monitoramento Pluviométrico

O registro pluviométrico diario foi obtido em estagdes meteoroldgicas proximas (<60 Km) a
cada um dos sistemas estuarinos e seus manguezais, durante o periodo de estudos (janeiro/2012 a
dezembro/2013). Estes dados foram obtidos no site da Agéncia Pernambucana de Aguas e Climas
(APAC, 2015), referentes a sete postos de monitoramento para quatro dos manguezais estudados:
Rio Goiana (Posto Itapirema), Rio Jaguaribe (Postos de lgarassu, Barra do Catucd e Usina S&o
José), Rio Capibaribe (Postos do Alto da Brasileira e Varzea) e Rio Formoso (Posto da Usina

Cucau). Nao foi possivel obter dados para o estuario do Rio Sirinhaém.
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A pluviosidade em cada ano (2012 e 2013) foi calculada pela média dos valores mensais de
cada um dos sete postos de monitoramentos e serviu para confrontar a oscilagcdo anual durante o
periodo de estudo. Os valores mensais foram obtidos pelo somatério dos dados diarios obtidos
mensalmente, visando avaliar possiveis refinamentos na oscilacdo pluviomeétrica mensal. A
pluviosidade sazonal também foi avaliada pelo agrupamento do volume de chuvas para o inverno e
verdo, com o célculo da média para cada estacdo climatica, utilizando os dados obtidos nos sete

postos de monitoramento.

2.5. Analises estatisticas

Os dados obtidos pelo teste do micronucleo e ensaio cometa foram analisados com o
software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). A normalidade dos
dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, enquanto a homocedasticidade das variancias foi
executada pelo teste de Bartlett. Os dados com distribuicdo normal foram avaliados por ANOVA,
com o confronto entre as médias “a posteriori” por Tukey. Nos casos de distribuicdo ndo-normal e
variancia ndo-homogénea os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, seguido de
aplicacao do teste de comparacdo multipla de Dunn. Todos os testes estatisticos foram baseados nos
indicativos apresentados por Sokal and Rohlf (2012). As diferencas foram consideradas

estatisticamente diferentes quando os valores foram significativos a 5, 1 e 0,1%.

3. Resultados

3.1. Teste do Micronucleo (MN)
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Uma analise holistica dos dados obtidos, independente da estacdo climatica ou ano de
amostragem, ndo evidenciou diferenga significativa das médias de frequéncias de células
micronucleadas (MN%o) para C. guanhumi entre os estuarios em estudo (F = 0,784; P = 0,562). No
entanto, houve variacao significativa deste parametro em func¢do do més (F = 20,109; P = 0,0000),
estacdo climética (F = 27,489; P = 0,0000) e ano amostral (F = 61,766; P = 0,0000). De modo geral,
a média de MN%o durante o inverno foi 4,3 vezes superior a de verdo (1,56 £ 0,20 MN%o ¢ 0,36 *
0,08 MN%o, respectivamente; F = 27,489; P = 0,0000).

Uma variagao expressiva de MN%o foi perceptivel durante o inverno/2012 (Tabela 1), onde
foi constatada diferenca significativa entre as médias em funcédo dos estuarios avaliados (F = 7,169;
P = 0,0000). Neste caso as maiores médias foram registradas nos estuarios dos rios Goiana,
Capibaribe, Sirinhaém e Formoso (Figura 2), que ndo diferiram entre si, mas apenas quando
confrontadas as menores médias obtidas para o estuario de Jaguaribe e do grupo controle (Estacdo
Ecologica da Juréia), que foram similares entre si. No entanto, ndo houve diferenga estatistica entre
as médias de MN%o para os diferentes estudrios nas demais estagoes climdaticas analisadas
(verdo/2012; inverno e verdo/2013). Verificou-se, também, que a analise do ciclo temporal
completo evidenciou uma reducao significativa de MN%o a partir dos dados de inverno/2012 em

relacdo as estacOes climaticas subsequentes (Figura 3).
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Tabela. 1. Frequéncia de células micronucleadas (MN%o), registradas em exemplares de Cardisoma
guanhumi capturados em cinco areas de manguezal do Estado de Pernambuco (Goiana, Jaguaribe,
Capibaribe, Sirinhaém e Formoso) e outra controle no Estado de S&o Paulo (Estacdo Ecoldgica
Juréia-Itatins). Onde: N, numero de animais analisados; Min, valor minimo; Max, valor maximo; X,
média aritmética; ER, erro padrdo da média.

Local Més/Ano N Min Max X+ ER
Goiana jul/12 10 1 8 4,100 + 0,657
dez/12 9 0 2 0,556 + 0,242
jul/13 8 0 1 0,125 +0,125
dez/13 10 0 0 0,000 + 0,000
Jaguaribe jul/12 10 0 4 1,700 £ 0,423
dez/12 8 0 4 1,125 + 0,549
jul/13 9 0 1 0,333+ 0,167
dez/13 10 0 0 0,000 + 0,000
Capibaribe jul/12 10 1 7 3,600 + 0,600
dez/12 10 0 3 0,400 + 0,306
jul/13 10 0 1 0,100 £ 0,100
dez/13 9 0 0 0,000 + 0,000
Sirinhaém jul/12 8 1 8 3,500 + 0,824
dez/12 9 0 1 0,444 £ 0,176
jul/13 8 0 0 0,000 + 0,000
dez/13 9 0 1 0,111+ 0,111
Rio Formoso jul/12 9 0 5 2,667 + 0,553
dez/12 9 0 3 1,000 £ 0,373
jul/13 5 0 1 0,200 + 0,200
dez/13 10 0 1 0,100 + 0,100
Jureia jul/12 10 0 1 0,200 + 0,133
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Figura 2. Anélise da frequéncia de células micronucleadas (MN%o) observadas nos exemplares de
Cardisoma guanhumi dos cinco manguezais analisados (Goi: Goiana; Jag: Jaguaribe; Cap:
Capibaribe; Sir: Sirinhaém; Rio: Rio Formoso) em comparagdo com o grupo controle (Jur: Jureia)
no periodo de inverno do ano de 2012 (**= p<0,01, ***= p<0,001 em comparagdo ao grupo
controle da Jureia). Pontos = média; Linhas = erro padréo da média.
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Figura 3. Andlise temporal da frequéncia de células micronucleadas observadas nos exemplares de
Cardisoma guanhumi dos cinco manguezais analisados (A, Goiana; B, Jaguaribe; C, Capibaribe; D,
Sirinhaém (D); e E, Rio Formoso), nas esta¢fes climaticas de inverno e verdo de 2012 e 2013. Os
valores de significancia (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001) sempre confrontam a média da estacdo
de referéncia com a estacdo do inverno/2012 (Jul/12). Pontos = média; Linhas = erro padrdo da
média.
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3.2. Ensaio Cometa

O dano gendmico pelo Ensaio Cometa (Tabela 2) mostrou uma elevacdo nos exemplares
durante o inverno/2012, especificamente nos manguezais dos rios Goiana, Jaguaribe e Capibaribe,
que diferiram dos manguezais do litoral Sul do Estado de Pernambuco (Sirinhaém e Formoso)
(P<0,001), os quais, por sua vez, guardaram similaridade com o manguezal controle (Figura 4).
Contrariamente, ndo houve alteracdo significativa no indice de danificacdo genémica em relacéo ao
grupo controle no mesmo periodo amostral. Também ndo houve alteracdo significativa para os
exemplares dos cinco estuarios nas demais estacGes climaticas analisadas (verdo de 2012, inverno e
verdo de 2013). Além disso, uma andlise holistica do ciclo temporal de estudos indicou um declinio
significativo no nivel de danificacdo genémica constatado no inverno/2012, ao longo das demais

estagdes climéticas (Figura 5).
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Tabela 2. Anélise das células danificadas (%) e do indice de dano gendmico (ID) registrados em
exemplares de Cardisoma guanhumi capturados em cinco areas de manguezal do Estado de
Pernambuco (Goiana, Jaguaribe, Capibaribe, Sirinhaém e Formoso) e outra controle no Estado de
Sao Paulo (Estacdo Ecoldgica Juréia-Itatins).

Estuario Periodo N Células ID
Danificadas (%)
Inverno 2012 10 66.8 116.9
Goiana Verdo 2012 9 20.7 36.5
Inverno 2013 10 15.8 27.8
Verao 2013 10 5.1 9.8
Inverno 2012 10 72.0 121.8
Jaguaribe Verdo 2012 10 2.0 2.8
Inverno 2013 10 19.0 25.6
Verdo 2013 10 8.8 15.2
Inverno 2012 10 49.8 99.6
Capibaribe Verdo 2012 9 8.7 14.5
Inverno 2013 10 4.0 49
Verdo 2013 9 4.9 6.0
Inverno 2012 6 18.7 21.0
Sirinhaém Verdo 2012 10 21.8 55.8
Inverno 2013 10 9.0 124
Verdo 2013 9 7.1 10.0
Inverno 2012 10 13.0 16.4
Rio Formoso Verao 2012 8 24.4 33.4
Inverno 2013 10 23.2 42.7
Verdo 2013 10 15.8 28.0
Juréia Outubro 2012 12 5.0 75
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Figura 4. Analise do indice de danificacdo gendmica pelo ensaio cometa, observado nos exemplares
dos cinco manguezais (Goi: Goiana; Jag: Jaguaribe; Cap: Capibaribe; Sir: Sirinhaém; e Rio: Rio
Formoso) em comparacdo ao grupo controle (Jur: Jureia), no periodo de inverno do ano de 2012
(*** p<0,001). Pontos = média; Linhas = erro padrdo da média.
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Figura 5. Andlise temporal do indice de danificacdo genémica observado pelo ensaio cometa nos
trés manguezais que indicaram elevacdo significativa no ID no inverno/2012 (A, Goiana; B
Jaguaribe; e C, Capibaribe), em comparacdo as estacdes climaticas de inverno e verdo de 2012 e
2013 Os valores de significancia (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001) sempre confrontam a média
da estacdo de referéncia com a estacdo do inverno/2012 (Jul/12). Pontos = média; Linhas = erro
padrdo da média.

3.3. Monitoramento Pluviométrico

A média do volume total de chuvas, para os sete postos de monitoramento, que incidiram
sobre o0s estuarios/manguezais analisados ndo apresentou diferenca entre os anos de 2012
(109,1£28,35mm) e 2013 (158,9+34,34mm) (Figura 6-A). Apesar disto, a média do quantitativo
pluviométrico foi maior em julho/2013 em comparacdo a julho/2012 (356,0+29,12mm e

265,0+£17,02mm, respectivamente; p=0,007). No entanto, o somatério dos valores pluviométricos
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diérios dos dois meses (jul/12 e jul/13) mostrou um evento com maior volume de chuvas no inicio

de julho/2012 (632,5mm), duas vezes superior ao dia de maior intensidade de chuvas de julho/2013.
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Figura 6. Médias mensais dos indices pluviométricos ao longo de 2012 e 2013 (a) e soma dos
indices pluviométricos diarios em julho/12 e julho/13 (b) registrados em sete postos de
monitoramento pluviométrico disponibilizados no site da Agéncia Pernambucana de Aguas e
Climas (APAC - http://www.apac.pe.gov.br/meteorologia/monitoramento-pluvio.php#), a saber:
Goiana (‘Itapirema’); Igarassu (‘Igarrasu’, ‘Barra do Catuca’ e ‘Usina Sao Jos¢’); Recife (‘Alto da
Brasileira’ e ‘Varzea’); e Rio Formoso (‘Usina Cuca®’).
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4. Discussao

A andlise pluviométrica registrada nos municipios pernambucanos, onde ocorrem 0s
manguezais em estudo, evidencia um padrdo com maior incidéncia de chuvas durante os meses de
inverno, que se assemelha a outros estados do nordeste brasileiro. O litoral pernambucano,
especificamente, apresenta aumento gradativo de precipitacdo a partir de fevereiro (50-100 mm),
atingindo niveis maximos de pluviosidade em junho (>600 mm), com subsequente diminuicdo nos
meses seguintes. A plena estagdo chuvosa que acomete o litoral pernambucano no més de junho
esta relacionada a posicdo e intensidade da Alta pressdo do Atlantico Sul e a temperatura do
Atlantico Sul

(http://www.mma.gov.br/estruturas/sqa_sigercom/_publicacao/78 publicacao12122008091035.pdf)

A analise diagnostica e 0 monitoramento sobre o status de conservacdo de C. guanhumi ao
longo dos cinco manguezais do Nordeste do Brasil mostraram, para ambos o0s métodos
(micronucleo e cometa), um aumento significativo dos danos gendémicos durante o inverno/2012.
Os valores significativos de dano genomico (MN%o) nos exemplares dos manguezais
pernambucanos analisados sugere que as populacdes locais de C. guanhumi foram submetidas a
exposicdo por contaminantes em nivel expressivo. E sabido que o rapido crescimento das
populacbes humanas apresenta, como consequéncia, a liberacdo de contaminantes potencialmente
genotoxicos e carcinogénicos, que encontram como destino final os ambientes costeiros, incluindo
manguezais e estuarios (Jha, 2008; Frinhani and Carvalho, 2010). Os estudrios/manguezais dos rios
Goiana (cidade de Goiana, no litoral norte de Pernambuco) e Capibaribe (cidade do Recife, no
litoral central e capital de Pernambuco) tém sido alvo de carga poluidora de origem industrial,
doméstica e hospitalar, além do corte e aterro de areas de manguezal para a implantacdo de projetos

de carcinicultura (Dantas, 2008; Araujo and Oliveira, 2013). Por outro lado, os estuarios dos rios
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Formoso e Sirinhaém estdo inseridos em duas Areas de Protecio Ambiental (APA Estadual de
Guadalupe e APA Federal Costa dos Corais), embora sujeitas a um amplo cultivo histérico de cana-
de-agUcar, que ocupa os quase 100 km que ligam estes municipios a cidade do Recife. Logo, 0s
altos valores de frequéncia das células micronucleadas (MN%o), observados no inverno/2012,
devem estar associados ao regime de despejo de diferentes contaminantes provenientes da
circunvizinhanga dos estuarios/manguezais estudados. Varios trabalhos tém associado o aumento de
MN%o nos organismos marinhos com a exposi¢do continuada aos contaminantes, por periodos
maiores que 96 horas (Nudi et al., 2010; Erbe et al., 2011). No entanto, quando consideradas as
demais estagOes climaticas analisadas, os valores de MN%o ndo diferiram em relacdo ao grupo
controle. Tais evidéncias sugerem que diferencas nos niveis de precipitacdo pluviométrica ao longo
dos anos podem influenciar na fixacdo/dispersdo dos contaminantes nos ambientes costeiros,
especialmente os manguezais.

Diversos trabalhos realizados em ambientes costeiros tropicais do Brasil e em outros locais
do mundo tém mostrado que ambientes de manguezais sob intensa perturbacdo fixam compostos
contaminantes de varias classes, muitos deles com comprovada associacdo ao dano gendmico
(Danvanso et al., 2013; Oliveira et al., 2014; Carreira et al., 2015; Sukhdhane et al., 2015).
Portanto, andlises da constituicdo quimica do sedimento no entorno das tocas dos caranguejos
poderiam reforcar a hipdtese aqui sustentada, sobre uma associacdo direta entre a frequéncia de
macrolesdes do DNA e a ocorréncia de forte perturbacdo quimica nos manguezais estudados.

O aumento na frequéncia e no indice de dano gendmico, observados pelo ensaio cometa nos
animais provenientes dos manguezais dos rios Goiana e Capibaribe, corroboraram os resultados
obtidos pelo teste do micronucleo no inverno/2012. Os diferentes tipos de lesdes encontrados, que
variaram desde microlesdes até macrolesfes, evidenciam uma grande perturbacdo na dinamica dos
manguezais dos estuarios. Tais resultados coincidem com o0 aumento do processo de

industrializacdo da regido, que vem abrigando a instalacdo de um complexo, com mais de 90
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indastrias do Setor Automotivo. O ensaio cometa mostrou, também, um pronunciado aumento de
microlesdes no DNA naqueles animais provenientes do manguezal do Rio Jaguaribe, algo que néo
havia sido detectado pelo teste de microndcleos, que caracteriza as macrolesfes. Apesar da baixa
incidéncia de células micronucleadas no Jaguaribe, foi observada uma alta incidéncia de células em
avancado grau de deterioragdo. Assim, a presenca de microlesdes (Ensaio Cometa), combinadas a
auséncia das macrolesdes (Teste Microndcleo) e incidéncia de deterioragdo celular nos individuos
de C. guanhumi no Rio Jaguaribe (localizado entre os rios Goiana e Capibaribe, que apresentaram
lesbes por microndcleos), pode ser resultado de inducdo da morte celular. Resultados similares
foram obtidos nos estudos de Arcaute et al. (2014), onde poucas células foram capazes de
completar um ciclo de diviséo celular e evidenciar uma incidéncia de células micronucleadas.

O ensaio cometa revelou, também, valores ndo significativos para 0s animais provenientes
dos manguezais do litoral sul. Tais diferencas podem ser explicadas pelas caracteristicas especificas
de cada método, ressaltando-se, por exemplo, uma maior sensibilidade a deteccdo de lesOes
gendmicas do ensaio cometa (Cotelle and Férard, 1999; Jha, 2008). Alem disto, os experimentos de
Sponchiado et al., (2011) mostraram que o aumento no dano gendmico detectavel pelo ensaio
cometa ocorre nos primeiros dias de exposi¢do, mas ja se reverte a partir do 10° dia. Isto se deve,
provavelmente, a habilidade de reparo do DNA, que pode ocorrer de minutos a horas (Collins and
Horvathova, 2001; Schmezer et al., 2001). Os resultados do ensaio cometa com células de lagosta
também indicam um aumento na capacidade de estabilizacdo do dano gendmico frente a uma
exposicdo prolongada aos contaminantes (Klobucar et al., 2012). Embora ndo haja uma explicacdo
definitiva para tais resultados, as evidéncias sugerem auséncia de danificacdo gendmica detectavel
pelo ensaio cometa nos estuarios do litoral sul, devido ao maior tempo decorrido entre o episodio de
intensa pluviosidade no inicio de julho e a captura dos animais avaliados. Além disto, as diferentes
metodologias aqui empregadas respondem de formas particulares as diferentes classes de

contaminantes com diferentes efeitos genotdxicos.
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A progressiva diminuicdo de danos genémicos subsequentes ao inverno/2012 reforca a
provavel ocorréncia de um evento pontual. Considerando o natural aumento do indice
pluviométrico nos periodos de inverno nos estuarios do Estado de Pernambuco, qualquer associacao
‘direta’ de aumento do dano genOmico com a estagdo de maior precipitagdo deveria mostrar
resultados semelhantes para o inverno/2013, algo que ndo ocorreu. Os estudos de Winter et al.
(2004) e Lacaze et al. (2011) também ndo mostraram diferencas nos indices de dano genémico nos
animais expostos durante os periodos de inverno e verdo, evidenciando falta de relagdo ‘obrigatoria’
entre danificagdo gen6mica e uma estacdo climatica particular. No entanto, esse fenébmeno é
possivel em regides caracterizadas por um regime pluviométrico similar ao do Estado Pernambuco,
com o inverno coincidente as maiores chuvas. Desta forma, mesmo que tais eventos ocorram
esporadicamente, apresentam uma relacdo de susceptibilidade em relagdo as estacdes climaticas,
visto que no nordeste brasileiro grandes incidéncias pluviométricas que ocorram além do inverno
séo improvaveis e ainda carecem de registros.

Numa analise mensal do volume de chuvas, verifica-se, inclusive, que no inverno/2013 ela
foi maior do que no inverno do ano anterior. No entanto, uma analise diaria da precipitagdo em
julho dos dois anos revela que apesar do menor volume de chuvas no inverno/2012, ele foi
concentrado em um unico dia, e nao distribuido uniformemente como em 2013. O grande volume
de aguas ocorrido em julho/2012 causou inundacdes e transbordamento dos rios de seus leitos em
varias cidades do Estado de Pernambuco e promoveu a lavagem dos solos em areas agricolas. Isto
fez com que aguas ndo tratadas fossem carreadas e misturadas com a dos rios e galerias pluviais,
inundando 0s manguezais com um grande volume de contaminantes de origem variada. A
correlacdo positiva entre eventos de grande precipitacdo pluviométrica e elevacdo na incidéncia de
danos genémicos apoia achados anteriores (Werner et al., 2002; Whitehead et al., 2004; Polard et
al., 2011), que evidenciaram o aumento da presenca de agrotoxicos e maior incidéncia de dano

gendbmico apos o intenso aumento do indice pluviométrico. Tais evidéncias sugerem que este seja o
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modelo mais adequado para a diagnose e monitoramento de espécies endémicas de manguezais
tropicais, que estdo sujeitos a regimes de perturbacbes, mesmo que numa escala temporal muito
pequena.

Os dados obtidos no presente estudo sugerem que os indices de genotoxicidade para C.
guanhumi estdo mais associados ao volume de chuvas que incide de forma concentrada no Estado
de Pernambuco, do que o volume de chuva precipitado uniformemente. A abordagem aqui
demonstrada permite, entdo, argumentar em favor de um cenério preditivo global sobre os efeitos
danosos (e eventualmente letais) sobre populagdes de espécies, comunidades bidticas e seus
ecossistemas envolvidos em episodios de intenso volume de aguas. Esta mesma abordagem reforga
cenarios similares j& observados na literatura (Galloway, 2006).

Além disto, a diminuigdo nos indices de dano gendmico revelou, ainda, uma interessante
particularidade ecoldgica da espécie estudada. Uma andlise global dos resultados revela o 6timo
potencial de resiliéncia populacional de C. guanhumi, que foi capaz de se recuperar das
perturbacdes sofridas no inverno/2012, em um curto periodo de tempo, e progressivamente ao longo
das amostragens/2013. Evidéncias recentes mostraram, também, uma reversdao do dano genémico
em peixes logo apos a interrupgdo da exposicdo dos espécimes aos xenobioticos (Groff et al., 2010;
Mohanty et al., 2011; Hasue et al., 2013). A combinacéo de tais evidéncias reforca a hipotese de um
evento pontual de carreamento de compostos genotoxicos para os estuarios no inverno/2012.

A diminuicdo no dano genémico nos animais analisados ao longo de todo periodo amostral
coincide com a diminuicdo nos indices diarios de pluviosidade, seguida de uma provavel
diminuicdo no aporte de poluentes nos estuarios analisados ao longo de todo o periodo. Assim, C.
guanhumi pode ser considerada uma boa espécie bioindicadora, com recomendacao de seu uso na
diagnose e monitoramento de sistemas estuarinos e de manguezais tropicais, devido a sua
sensibilidade as perturbacdes ambientais mesmo em curta escala temporal, bem como por sua

resiliéncia. A alta sensibilidade e resiliéncia aos xenobioticos sdo caracteristicas que permitem
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indicar o caranguejo azul (C. guanhumi) como potencial sentinela da qualidade ambiental de
sistemas estuarinos tropicais do Atlantico Ocidental, 0 mesmo ocorrendo com 0 caranguejo-uca
(Ucides cordatus), neste caso mais restrito aos manguezais nesta mesma distribuicdo geografica
(Nudi et al., 2010; Pinheiro et al., 2013).

A diagnose e monitoramento ambiental s&o aspectos relevantes tanto ao conhecimento do
status de conservacdo de uma espécie como ao planejamento de a¢bes conservacionistas. Como ja
demonstrado, a relagdo entre dano gendémico e diminui¢do do ‘fitness’ dos animais tem sido
amplamente demonstrado ao longo dos anos. Entre os impactos comumente relacionados aos danos
por efeitos mutagénicos ou clastogénicos esta 0 aumento da frequéncia de perda gamética por morte
celular, a diminuicdo do sucesso reprodutivo, alteracdo no crescimento dos individuos, anomalias
fisioldgicas entre outros (Anderson and Wild, 1994; Anderson et al., 1994; Matson et al., 2006).
Além disto, diversos estudos tém mostrado a relagcdo entre as lesbes ao DNA e alteracbes na
estrutura genética das populacdes. As diversas agressdes a estrutura e sequéncia dos acidos
nucléicos podem causar diminuicdo da variabilidade genética das populagbes, com selecdo dos
genotipos mais resistentes aos contaminantes e desaparecimento daqueles menos tolerantes
(Bickham et al., 2000; Whitehead et al., 2003; Wolf, Blust and Backeljau, 2004, Thomas et al.,
2014). Apesar de C. guanhumi ter mostrado, apds o inverno/2012, bons indices de recuperacao aos
danos gendmicos sofridos, a analise genotoxica ndo foi capaz de avaliar sozinha os possiveis danos
sofridos pela populacdo desta espécie. Assim, estudos complementares que pretendam avaliar o
status de conservacdo de C. guanhumi devem considerar os resultados aqui obtidos.

E dificil relacionar a incidéncia direta de danificacdo gendmica a determinados compostos
quimicos potenciais, sem que um °‘screening’ das principais fontes e tipos de poluentes seja
efetuado, bem como outros que monitorem sua flutuacdo ao longo de diferentes estacGes e regimes
pluviométricos. Estes estudos sdo essenciais ao acompanhamento dos danos genémicos em animais

de manguezal nos periodos subsequentes a incidéncia de intenso fluxo pluviométrico, conforme
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evidenciado no presente estudo. A implantagdo de tal monitoramento permitiria a obtengdo de
resultados e seu uso pelos Orgdos competentes para tragar medidas conservacionistas para
minimizar possiveis danos causados apés estes eventos em ecossistemas tdo ameacgados e relevantes

como 0s estuarinos e manguezais.
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Abstract

The genetic diversity of the species is an essential factor in the evolutionary process, since it is the
raw material of adaptation to the selective imposition of ecosystems. Many studies have used
genetic markers in animal species aiming to measure damage to the genome as a result of the
disturbance to homeostasis of ecosystems. Such damage can lead to a decrease in genetic diversity
of populations and to the collapse of populations and species. The blue crab (C. guanhumi) has an
extensive distribution along the Brazilian coast, presents great economic importance in the region
and is included in the current Species List of Endangered Fauna. A recent study showed that some
populations of blue crab suffered heavy aggression on cells genome during the winter of 2012 year,
probably caused by toxic pollutants presents on the water. In order to evaluate possible changes of
variation and genetic structure of C. guanhumi in a spatio-temporal context, we analyzed genetic-
population structure in the periods before and after the genotoxic events with about 150 individuals
in each period. The animals were collected in the estuaries of rivers Goiania and Jaguaribe (north
coast), Capibaribe (center), Sirinhaém and Formoso (south coast) of Pernambuco’s state. The
genetic structure of populations in the two years (2012 and 2014) showed similar results, indicating
neither significant change in the genetic variation nor changes in the genetic structure of the species
after the genomic damage suffered. We emphasize here the resilience of the species, since the
genomic damage detected in the winter of 2012 does not associate to the loss of genetic diversity of
populations. The maintenance of genetic diversity of populations of blue crab is related to the high
gene flow and high dispersal ability of species through the planktonic larval stage.

Keywords: blue crab, ecotoxicology, endangered species, estuaries, population structure.
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1. Introducéo

Os ambientes costeiros estdo entre os mais ameacados ecossistemas naturais devido as suas
caracteristicas peculiares que despertam grande interesse das popula¢Bes humanas. Entre estes, s
estudrios sdo locais de extrema importancia servindo como bergarios naturais onde muitas espécies
desovam e desenvolvem o0s primeiros estagios de vida, contribuindo para a grande diversidade
biolégica altamente adaptada para sobreviver as flutuacbes de salinidade e nivel de &gua. O
posicionamento geografico estratégico dos estuarios os confere grande potencial econdmico
acarretando o desenvolvimento de industrias, fabricas e instalacfes portuérias que necessitam de
rapido escoamento de seus produtos. Os estuarios também sdo de grande interesse para
desenvolvimento de centros urbanos, dado o desenvolvimento econdmico destas regides e 0sS
valores agregados a beleza natural (Anderson et al., 1994; Kennish, 2002; Barbier, 2011; Elliott and
Whitfield, 2011).

No entanto, o desenvolvimento de centros urbanos e polos industriais trazem consigo uma
gama de poluentes decorrentes das agdes antropogénicas tais como 0s esgotamentos sanitarios,
liberagbes de efluentes provenientes de producdes industriais e crescente acimulo de lixo. As
atividades agropecudarias também contribuem para a liberacdo de substancias toxicas que tém como
destino final os estuarios. Os compostos quimicos liberados na natureza que atingem 0s estuarios
podem provocar diversos tipos de danos aos individuos, incluindo danos celulares e fisioldgicos que
interferem no desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia dos animais. Além disso, 0s
compostos quimicos podem causar danos moleculares nos individuos. A interacdo de compostos
quimicos com o material genético dos organismos pode conduzir a eventos mutagénicos,
aneugénicos e/ou clastogénicos com possiveis efeitos na diversidade genética das populacdes com

consequente alteracdo da estrutura genético-populacional (Waters, Stack and Jackson, 1999;
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Whitehead et al., 2003; Ohe et al., 2004; Frenzilli, Nigro and Lyons, 2009, Adam et al., 2010;
Wirgin et al., 2015).

A diversidade genética das espécies, definida como a magnitude da variabilidade genética
nas populacdes, é fator essencial no processo evolutivo, uma vez que é a matéria prima da
adaptacdo as imposicdes seletivas dos ecossistemas. A diversidade genética estd relacionada ao
fitness dos individuos e atua no potencial adaptativo das espécies. As diferencas nas sequéncias
codificadas nos genes dos individuos sdo capazes de alterar a capacidade e a forma de adaptacédo
das populacGes as alteracbes ambientais (Hughes et al., 2008). Segundo Van Straalen and
Timmermans (2002) a poluicdo pode interferir na diversidade genética afetando os quatro principais
processos evolutivos: deriva genética, selecdo, mutacdo e migracdo. Esta diminuicdo na diversidade
genética das populagdes induzida por agentes toxicos € conhecida como erosdo genética. Os
impactos da poluicdo na diversidade genética das espécies estdo relacionados também a fatores
como tamanho populacional, fluxo génico entre diferentes populacdes e tamanho da area de
ocupacdo segundo Giska et al. (2015). Populagdes submetidas a impactos genotdxicos podem
restabelecer seus niveis ecologicos de forma relativamente rapida a partir da remocao da fonte
poluidora. Os danos citoldgicos podem reaver seus indices normais em periodos relativamente
curtos, no entanto, os danos genéticos podem apresentar efeitos em longo prazo com perda de
variabilidade e colapso das populacfes (Chapman et al., 2009; Frankham, 2005; Pauls et al., 2013).

Um estudo recente de Falcdo & cols. (dados ndo publicados) avaliou a danificacdo genémica
em cinco populacdes de guaiamum de cinco estuarios (municipios de Goiana, Jaguaribe, Recife,
Sirinhaém e Formoso) do estado de Pernambuco, nordeste do Brasil, ao longo de dois ciclos
climaticos (inverno e verdo dos anos de 2012 e 2013) através de duas diferentes metodologias (teste
do microndcleo e ensaio cometa). Os resultados mostraram a ocorréncia de danificacdo gendmica
para todos 0s cinco estuarios no inverno do ano de 2012 decorrentes de um evento atipico de grande

pluviosidade que atingiu o estado em junho daquele ano. O carreamento de compostos provenientes
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dos esgotamentos sanitarios, industrias e atividades agricolas nos arredores dos estuarios seriam 0s
responsaveis pelas lesdes no genoma dos animais. Apesar da diminui¢cdo dos padrdes de danificacao
gendmica nas amostragens subsequentes e o retorno do nivel de danificacéo a valores de referéncia,
os testes de genotoxicidade ndo possibilitaram inferir se a danificagdo gendmica foi capaz de alterar
a diversidade e a estrutura genética das populacdes.

O guaiamum (C. guanhumi), também conhecido como caranguejo azul, € um crustaceo de
extensa distribuicdo na costa brasileira e de grande importancia econémica na regido. Os individuos
ocupam as areas mais afastadas das fontes de dgua e podem ser encontrados num raio de até 5 km
de distancia das mesmas. Apesar da baixa capacidade de dipersdo geografica que os individuos
adultos apresentam ao longo de toda a vida, as fémeas da espécie se utilizam das regides alagadas
para liberarem as larvas durante o periodo de reproducdo. As larvas liberadas nas correntes de aguas
sdo carreadas por longas distancias até se fixarem em outras zonas estuarinas e completarem seu
ciclo de desenvolvimento (Gifford, 1962; Costlow Jr and Bookhout, 1968a; Costlow Jr and
Bookhout, 1968b; Hostetler et al., 1992; Abrunhosa et al., 2000; Forsee and Albrecht, 2012).

Devido ao seu grande tamanho e sabor apreciado na culinaria local, a espécie tem sido alvo
de intensa pesca ao longo dos anos. A forte pressdo de captura e a diminuicdo de seus habitats
naturais fizeram com que a espécie fosse incluida na Lista Nacional das Espécies de Invertebrados
Aquaticos e Peixes Sobreexplotados ou Ameacados de Sobreexplotagdo no ano de 2004 e, no fim
de 2014, passasse a integrar a Lista Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas de Extingédo
— Peixes e Invertebrados Aquaticos na categoria Criticamente em Perigo (CR) de acordo com a
Portaria n° 445 do Ministério do Meio Ambiente (Botelho et al., 2001; Amaral and Jablonski, 2005;
Galli et al., 2012; Heilveil et al., 2014).

Considerando a danificacdo gendmica sofrida pelas populacdes de guaiamum residentes ao
longo dos cinco principais complexos estuarinos do estado de Pernambuco e o atual e crescente

nivel de destruicdo dos ambientes litoraneos, fazem-se necessarios estudos que monitorem espaco-



63

temporalmente espécies e ambientes, principalmente os de importancia econémica. Com o objetivo
de aferir o impacto sobre as populacgdes de guaiamuns e sobre seus habitats e 0 acompanhamento de
possiveis eventos de erosdo genética das populacdes ao longo de dois ciclos climéticos
influenciados pela danificacdo gendmica ocorrida no periodo de inverno do ano de 2012, realizou-
se um estudo para avaliar possiveis alteraces da variacdo e estrutura genética de C. guanhumi em

um contexto espago-temporal.

2. Metodologia

2.1. Areas de estudo e amostragem

Foram definidos cinco sistemas de manguezais tropicais do Nordeste do Brasil como areas
de estudo: dos rios Goiana e Jaguaribe (litoral Norte), do rio Capibaribe (regido metropolitana do
Recife; marco central do litoral) e rios Sirinhaém e Formoso (litoral Sul) conforme amostragem do
estudo de danificagdo gendmica realizado previamente (Figura 1). Tais manguezais foram
selecionados conforme os diferentes niveis de conservacdo, segundo dados da CPRH- Agéncia
Estadual de Meio Ambiente/PE (2010). Foi amostrado um total de 300 exemplares: 150 individuos
(30 de cada estuario) no inverno do ano de 2012 e 150 individuos (30 de cada estuario) no inverno
do ano de 2014, oriundos novamente destes mesmos cinco sistemas estuarinos.

Os estuarios/manguezais do litoral Norte do estado de Pernambuco (rios Goiana e Jaguaribe)
ainda mantem-se preservados e apresentam em suas margens alguma diversidade de fauna e flora.
No entanto, o primeiro tem sido alvo de grande polui¢do de origem industrial e doméstica, além de
corte e aterro de areas de manguezais, enquanto o segundo tem sofrido com a exploracdo pesqueira

predatoria. Ambos tém sido ameacados pela implantacdo de projetos de carcinicultura, e mais
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recentemente, da industria automobilistica. As areas estuarinas e de manguezal do rio Capibaribe
estdo entre as mais agredidas pela expansdo urbana. Por localizarem-se na capital do estado, tém
sido historicamente afetadas pelos desmatamentos, aterros, crescimento imobiliario e implantaco
de vias publicas. Os estuarios do litoral sul do estado (rios Sirinhaém e Formoso) apresentam bons
indices de conservacdo com fauna e flora exuberante e diversificada. O segundo, no entanto, tem
sido ameacado pela crescente exploracdo pesqueira predatéria (CPRH — Agéncia Estadual de Meio
Ambiente/PE, 2010).

Em cada uma dessas regides, os animais foram capturados com auxilio de pescadores locais,
por meio de armadilhas artesanais do tipo ‘ratoeiras’. Para composi¢do do grupo controle foram
amostrados quinze individuos oriundos da Estacdo Ecol6gica da Juréia, na regido costeira do Sul do
estado de Sdo Paulo, Sudeste do Brasil. A Estacdo Ecoldgica Jureia-Itatins € uma area de protecao
ambiental que apresenta rigido controle de seguranca e recebe uma menor pressao antropogénica

significativa, resultando na manutencéo e conservagdo deste ambiente.
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Figura. 1. Localizag&o dos cinco sistemas estuarinos em estudo onde foram coletados os individuos
de Cardisoma guanhumi ao longo dos anos de 2012 e 2014: estuérios dos Rios Goiana, Jaguaribe,
Capibaribe, Sirinhaém e Formoso. Direito de utilizacdo da imagem gentilmente cedido por Gama-
Maia and Torres, 2016. Retirada de Gama-Maia and Torres, 2016.

2.2 Extracao, amplificacdo e sequenciamento de DNA

Foram coletadas amostras do tecido muscular dos pereidpodes (cerca de 2 cm®) como fonte
de material genético para as extracbes de DNA. Tais amostras foram imersas em Etanol 96% e
depositadas em freezer a -20° C. A extracdo do DNA foi conduzida através de Kits de extracdo de
DNA (Qiagen) seguindo as instrugdes do manual e o produto das extracBes foi submetido a

eletroforese em gel de agarose 1% e visualizada sob luz ultravioleta.
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A amplificagdo da Regido Controle do DNA mitocondrial foi realizada utilizando-se o0s
iniciadores 12SUCAF3 (5’- CCA GTANRC CTACTATGT TAC GAC TTAT -3°) e ILEUCAR3
(5 = GCT AYC CTT TTA AAT CAG GCA C — 3’) segundo o trabalho de Oliveira-Neto et al.
(2007). As solucdes de PCR com volume de 25uL apresentaram em suas concentracdes finais:
6mM de MgClI2, 0.25mM de cada dNTP, 0.1u/ul de Taq polimerase (Invitrogen), 1x tampéo, 2uM
de cada primer e 1.2ug/mL de DNA. A amplificacdo foi realizada através de um programa que
incluia 95° por 2 minutos, seguido por 35ciclos de 95° por 20 segundos, 56° por 30 segundos e 72°
por 90 segundos, seguido de um ciclo final de 72° por 2 minutos (Oliveira-Neto et al., 2008).

Apds a amplificacdo os produtos foram novamente submetidos a eletroforese em gel de
agarose e visualizados sob luz UV para verificacdo do sucesso das amplificagbes. Os produtos
gerados foram purificados com ExoSap-IT (USB) e submetidos ao sequenciamento utilizando o Kit
BigDye Terminator (www.appliedbiosystems.com) em um sequenciador de DNA automatizado
modelo ABI 3500 (Applied Biosystem) utilizando os primers internos ILEUCAR2 (5 — CCT TTT
AAA TCA GGC ACT ATA —3’) e DLUSSAF1 (5> - GTATAA CCG CGA ATG CTG GCA C —

3”) (Oliveira-Neto et al., 2007).

2.3 Andlise dos dados

As sequéncias da Regido Controle do DNA mitocondrial foram visualizadas e editadas
utilizando o software CodonCode Aligner 5.1.5 (CodonCode Corporation, Dedham,
Massachusetts). As sequéncias consenso foram alinhadas através do Clustal W utilizado o software
MEGA v5.05 (Tamura et al., 2011) com penalidade de abertura e extensdo de gaps de 15 e 6.66
respectivamente. Apds a edicdo, as sequéncias foram submetidas ao algoritmo BlastN

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para verificacdo das natureza das sequéncias.
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Os paréametros diversidade genética como nimero sitios conservados e polimérficos, sitios
informativos e numero de singletons (polimorfismo em uma Unica base) foram obtidos utilizado o
software MEGA v5.05 (Tamura et al., 2011). O numero de haplotipos (H), diversidade haplotipica
(Hd), nimero de sitios polimdrficos (Nsp) e diversidade nucleotidica (m) foram obtidos através dos
softwares Arlequin v.3.5 (Excoffier and Lischer, 2010) e DnaSP v5.0 (Librado and Rozas, 2009). A
inspecdo sobre a suporte estatistico das diferencas observadas nos parametros de diversidade
genética entre os anos de 2012 e 2014 foi realizada utilizando o software GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Para definicdo do modelo evolutivo que melhor
explicasse a variagdo dos sitios foi utilizado o software JModeltest (Posada, 2008) através do
critério de informacdo Akaike (Akaike, 1974). As relacdes evolutivas das populac@es de guaiamum
foram obtidas através da inferéncia Bayesiana utilizando o software Bayesian Evolutionary
Analysis Sampling Trees (BEAST) (Drummond and Rambault, 2007). As relacbes genealdgicas
entre os haplétipos foram recuperadas utilizando o programa Haplotype Viewer
(http://www.cibiv.at/~greg/haploviewer).

A Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) para verificacdo da
estruturacdo genetica das populagdes, assim como a diferenciacdo genética par-a-par a partir do
indice de fixacdo (Fst) (Wright, 1951) em termos temporais, foram realizadas através do software
Arlequin v3.5 (Excoffier and Lischer, 2010). A significancia estatistica das estruturas foi obtida em
10.000 permutacdes. A estrutura genética das populacbes foi adicionalmente testada em termos
temporais através do software Bayesian Analysis of Population Structure (BAPS) (Corander and
Marttinen, 2006). O suporte estatistico sobre as diferencas entre as frequéncias dos perfis genéticos
observados temporalmente foi avaliado pelo teste t utilizando o software GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

Os testes de neutralidade D de Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997) foram

conduzidos através do software Arlequin v3.5 (Excoffier and Lischer, 2010) para examinar a
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historia demogréfica das populacdes com base em 10.000 replica¢fes. As analises de distribuicéo
mismatch foram realizadas através do software DnaSP v5.0 (Librado and Rozas, 2009) para
comparar a distribuicdo do nimero de diferencas de mutacdes esperadas vs observadas entre 0s

haplotipos (Rogers and Harpending, 1992).

3. Resultados

3.1 Analise das sequéncias

A regido controle dos individuos de C. guanhumi foi investigada ao longo de dois periodos
de amostragem perfazendo um total de 315 individuos sequenciados, sendo 163 sequéncias no ano
de 2012 e 152 no ano de 2014. Nas duas amostragens foi obtido um fragmento de 523pb. Para o0 ano
de 2012 foram observados 344 sitios conservados e 178 sitios polimorficos, dos quais 131
considerados informativos evolutivamente e 47 singletons. Para o ano 2014, foram observados 357
sitios conservados e 166 sitios polimdrficos, sendo 132 sitios informativos e 34 singletons.

As 163 amostras do ano de 2012 revelaram um total de 157 haplétipos enquanto as 152
amostras do ano de 2014 revelaram um total de 151 haplotipos, sem predominancia de nenhum
hapldtipo. A diversidade haplotipica (Hd) nos estuarios analisados variou entre 0,995 para o
estuario do rio Jaguaribe e 1,0 para os estuarios dos rios Capibaribe, Sirinhaém e a Jureia engquanto
a diversidade nucleotidica () variou de 0,037 (Sirinhaém) a 0,040 (Goiana) para 0 ano de 2012.
Para o ano de 2014, a diversidade haplotipica foi igual a 1,0 para todos os estudrios enquanto a
diversidade nucleotidica variou entre 0,036 no estuario do rio Goiana e 0,042 no estuario do rio

Sirinhaém. Todos os valores obtidos estdo sumarizados na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros genético-populacionais de Cardisoma guanhumi referentes aos estuarios
analisados nos periodos de 2012 e 2014.

Localidade Regido Ano N Nh Hd I
Goiana Norte PE 2012 30 29 0,998 0,040
Jaguaribe Norte PE 2012 30 28 0,995 0,038
Capibaribe  Centro PE 2012 30 30 1 0,039
Sirinhaém Sul PE 2012 29 29 1 0,037
Rio Sul PE 2012 29 28 0,997 0,039
Formoso
Jureia SP 2012 15 15 1 0,038
Goiana Norte PE 2014 29 29 1 0,036
Jaguaribe Norte PE 2014 23 23 1 0,040
Capibaribe  Centro PE 2014 27 27 1 0,039
Sirinhaém Sul PE 2014 28 28 1 0,042
Rio Sul PE 2014 30 30 1 0,040
Formoso

N: nimero de individuos; Nh: nimero de haplétipos; Hd: diversidade haplotipica; n: diversidade

nucleotidica.

3.2 Inferéncia Bayesiana

O modelo evolutivo que melhor se ajustou a variagdo dos nucleotideos foi 0 TVM+I+G

(Transversion model+invariant sites+gamma distribution). As topologias Bayesianas mostraram a

auséncia de diferenciacdo genética entre os espécimes dos estuarios analisados temporalmente

(Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Topologia Bayesiana para os individuos de Cardisoma guanhumi dos cinco estuarios
analisados no ano de 2012. As diferentes cores indicam os individuos dos diferentes manguezais
analisados: Goi: Goiana (preto); Jag: Jaguaribe (rosa); Cap: Capibaribe (vermelho); Sir: Sirinhaém
(verde); Rio: Rio Formoso (azul); SP: Jureia (amarelo).
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Figura 3. Topologia de inferéncia Bayesiana para os individuos de Cardisoma guanhumi dos cinco
estudrios analisados no ano de 2014. As diferentes cores indicam os individuos dos diferentes
manguezais analisados: Goi: Goiana (preto); Jag: Jaguaribe (rosa); Cap: Capibaribe (vermelho); Sir:
Sirinhaém (verde); Rio: Rio Formoso (azul); SP: Jureia (amarelo).
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3.3 Andlises de estrutura populacional

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) evidenciou, para os anos de 2012 e 2014, que
mais de 99% da variacdo genética estava localizada entre os individuos dentro das populacdes
amostradas e menos de 1% da variagdo encontrava-se entre as popula¢bes. O indice médio de
fixacdo (®st) foi de 0,00133 para 0 ano de 2012 e de -0,00010 para 0 ano de 2014 (Tabelas 2 e 3).
As comparagdes par-a-par entre os diferentes estuérios também evidenciaram baixos valores de Fst

e auséncia de estruturacdo entre as populacdes dos periodos analisados (Tabelas 4 € 5).

Tabela 2. Andlise de Variancia Molecular para os individuos de Cardisoma guanhumi dos estuarios
analisados para o ano de 2012.

Fonte da d.f. Soma dos Componentes  Porcentagem
Variacao quadrantes da variancia da variacdo

Entre as 5 2,585 0,00067 Va 0,13
populacdes
Dentro das 157 78,366 0,49914 Vb 99,87
populacdes

Total 162 80,951 0,49981
indice de Dgr: 0,00133
Fixacao

Tabela 3. Fsts par-a-par de Cardisoma guanhumi dos estuarios analisados no ano de 2012.

Estuério Goiana  Jaguaribe Capibaribe Sirinhaém Rio Jureia
Formoso

Goiana -
Jaguaribe  0,00234 -
Capibaribe  0,00115 0,00230 -
Sirinhaém  0,00115 0,00115 0,00000 -
Rio 0,00123 0,00353 0,00123 0,00123 -
Formoso
Jureia-SP  0,00119 0,00238 0,00000 0,00000 -0,00103 -




73

Tabela 4. Andlise de Variancia Molecular para os individuos de Cardisoma guanhumi dos estuarios
analisados para o0 ano de 2014.

Fonte da d. f. Soma dos Componentes  Porcentagem
Variacao quadrantes da variancia da variacdo

Entre as 5 2,493 -0,00005 Va -0,01
populacdes
Dentro das 146 73,000 0,50000 Vb 100,01
populagOes

Total 151 75,493 0,49995
indice de Dgr: -0,00010
Fixacao

Tabela 5. Fsts par-a-par de Cardisoma guanhumi dos estuarios analisados no ano de de 2014.

Estuario Goiana  Jaguaribe Capibaribe Sirinhaém Rio Jureia
Formoso

Goiana -
Jaguaribe  0,00000 -
Capibaribe  -0,00128 0,00000 -
Sirinhaém  0,00000 0,00000 0,00000 -
Rio 0,00000 0,00000 0,000000 0,00000 -
Formoso
Jureia-SP 0,00000 0,00000 0,00000 0,000000  0,000000 -

3.4 Rede de haplotipos e Analise Bayesiana de Estrutura Populacional (BAPS)

A rede hapldtipos das sequéncias de C. guanhumi (ndo mostrada) mostrou as relacbes
genealdgicas entre o0s haplotipos e mostrou auséncia de subdivisbes genealdgicas espaco-
temporalmente entre os anos de 2012 e 2014.

A Anélise Bayesiana de Estrutura Populacional (BAPS) evidenciou trés perfis genéticos
(K=3) ao longo das seis populagbes amostradas para o ano de 2012, como também para 2014
(Figuras 4 e 5). Foi observada uma sutil diferenca na distribuicdo dos mesmos perfis genéticos ao
longo dos manguezais amostrados entre 0s anos de 2012 e 2014. O teste t revelou a inexisténcia de

suporte estatistico perante as diferencas nas frequéncias dos perfis genéticos observados

temporalmente.
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Golana Jaguaribe Capibaribe Sirinhaém Rio Formoso Jureia-SP

Figura 4. BAPS dos individuos de Cardisoma guanhumi amostrados nos estuarios analisados no
ano de 2012. Cada barra vertical representa a designacdo genética de um individuo amostrado. O
grafico circular abaixo indica a frequéncia de cada perfil genético observado no ano de 2012.

Goiana Jaguaribe Capibaribe Sirinhaém Rio Farmoso Jureia-SP

Figura 5. BAPS dos individuos de Cardisoma guanhumi amostrados nos manguezais analisados no
ano de 2014. Cada barra vertical representa a designacdo genética de um individuo amostrado. O
grafico circular abaixo indica a frequéncia de cada perfil genético observado no ano de 2014.

3.6 Testes de neutralidade e distribuigdo mismatch.

Os testes de neutralidade D de Tajima e FS de Fu apresentaram valores negativos. Os

valores de Tajima, apesar de negativos, ndo apresentaram significancia (p<0,05) para os anos de
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2012 e 2014. Os valores de FS de Fu, além de negativos, apresentaram significancia para todos os

estudrios nos dois anos analisados (Tabelas 6 e 7).

Tabela 6. Testes de neutralidade para os individuos de Cardisoma guanhumi dos estuarios
analisados para 0 ano de 2012. Goi: Goiana; Jag: Jaguaribe; Cap: Capibaribe; Sir: Sirinhaém; Rio:

Rio Formoso; SP: Jureia.

Estatistica Goi Jag Cap Sir Rio Jur Mean s. d.
Teste D de
Tajima
Tamanho da 30 30 30 29 29 15 27.16667 5.98052
amostra
S 101 105 113 99 103 80 100.16667  10.99848
Pi 22.88736 21.80460 22.96782 21.66749 22.62069 22.51429 22.41037 0.54993
Tajima D -0.61238 -0.84483 -0.92701 -0.71966 -0.73663 -0.63058 -0.74518 0.12205
p-value 0.30100 0.21500 0.17200 0.26700 0.25900 0.26200 0.24600 0.04545
Teste FS de Fu
Ntmero de 29 28 30 29 28 15 26.5000 5.68331
alelos
Theta-pi 22.88736 21.80460 22.96782 21.66749 22.62069 22.51429 22.41037 0.54993
Exp. nimero de 19.45656 19.16148 19.47783 18.68524 18.94724 11.69745 17.90597 3.05628
alelos
FS -10.8804 -9.04288 -13.83953 -13.61363 -10.23370 -3.87646 -10.24778  3.65173
p-value 0.00000 0.00500 0.00000 0.00000 0.00400 0.02000 0.00483 0.00776

Tabela 7. Testes de neutralidade para os individuos de C. guanhumi dos estuarios analisados para o
ano de 2014. Goi: Goiana; Jag: Jaguaribe; Cap: Capibaribe; Sir: Sirinhaém; Rio: Rio Formoso; SP:

Jureia.
Estatistica Goi Jag Cap Sir Rio Jur Mean s. d.
Teste D de
Tajima
Tamanho da 29 23 27 28 30 15 25.33333 5.60952
amostra
S 100 92 95 95 112 80 95.66667 10.44350
Pi 20.02709 21.69960 21.16239 23.24339 21.58391 21.80000 21.58606 1.04070
D de Tajima -0.93834 -0.55719 -0.64042 -0.28221 -0.97659 -0.63565 -0.67173 0.25735
p-value 0.17200 0.31600 0.27300 0.44800 0.17700 0.29600 0.28033 0.10208
Teste FS de Fu
Namero de 29 23 27 28 30 15 25.33333 5.60952
alelos
Theta-pi 20.02709 21.69960 21.16239 23.24339 21.58391 21.800000  21.58606  1.040070
Exp. nimero de 18.22922 15.94187 17.68643 18.65148 19.09921 11.62050 16.87145 2.79556
alelos
FS -14.44316 -8.93965 -12.19308 -12.11402 -14.50515 -3.98628 -11.03023  4.005594
p-value 0.00000 0.00500 0.00000 0.00200 0.00000 0.03400 0.00683 0.01345

As curvas de distribuicdo da andlise de

mismatch realizadas para os

individuos de C.

guanhumi dos anos de 2012 e 2014 mostraram-se continuas sugerindo uma expansdo populacional

recente para as populagdes amostradas (Figura 6).
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Figura 6. Gréaficos de distribuicdo da andlise de mismatch para os individuos de Cardisoma
guanhumi dos estuérios analisados para os anos de 2012 e 2014.

4. Discussao

O sequenciamento da regido controle do DNA mitocondrial das amostras de C. guanhumi
nos dois anos de amostragem mostrou uma alta diversidade haplotipica tanto para o ano de 2012
como para o ano de 2014. Apesar da intensa danificacdo genémica sofrida no inverno do ano de
2012 por essas populacdes (Falcdo & cols — dados ndo publicados), ndo houve perda significativa
de variabilidade genética que refletisse em diminuicdo da riqueza alélica com consequente
diminuicdo do numero de haplétipos das populagdes. Tal como a diversidade haplotipica, a
diversidade nucleotidica também foi alta para ambos os periodos amostrados. Os valores de
diversidade haplotipica e nucleotidica foram mais altos, inclusive, quando comparados com outras
espécies de caranguejos analisados ao redor do mundo (Oliveira-Neto et al., 2007; Cho et al., 2009;
Guo et al., 2011). Assim como na diversidade haplotipica, a alta diversidade nucleotidica reforca a
auséncia de perda de diversidade genética em funcdo dos danos genotéxicos a que foram
submetidas as populagdes. Os altos indices de diversidade haplotipica e nucleotidica encontrados
nos estudos com crustaceos decapodos em diferentes partes do mundo utilizando 0 mtDNA, podem
estar relacionados as altas taxas de mutacdo do marcador escolhido (Avise et al., 1984; Guo et al.,
2011). Trabalhos utilizando marcadores microssatélites em peixes mostraram resultados diferentes
para as espécies. Enquanto o estudo de Paris et al. 2015 evidenciou a diminui¢éo da diversidade

genética, o trabalho de Vega-Retter et al. (2014) ndo detectou nenhuma alteragcdo na diversidade
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das populac@es de regides poluidas quando comparados com regides com menor grau de poluicéo.
Stambuk et al. (2013) utilizando marcadores microssatélites em uma espécie de mexilhdo
encontraram ainda maior diversidade genética em popula¢Bes ocupando regiGes mais poluidas
quando comparadas a regides com menores indices de poluicao.

A topologia Bayesiana mostrou a auséncia de diferenciacdo genética temporal entre os
espécimes dos estudrios analisados, mesmo depois de um evento de perturbacdo intensa no
ecossistema. A auséncia de diferenciacdo entre as populacbes de guaiamum é de semelhante
ocorréncia entre espécies de crustaceos que apresentam, durante o seu desenvolvimento, um ciclo
larval plancténico (Silva et al., 2010; Wieman et al., 2014). As larvas de C. guanhumi recém-
eclodidas (zoéas) sdo liberadas no estuario e sdo conduzidas por influéncia das correntes costeiras,
por um periodo de 30 a 40 dias, até alcangarem uma zona de assentamento (Costlow and Bookhout,
1968; Hostetler, 1991). Tal atributo biolégico mantém um fluxo genético constante entre as
populacbes (Arnault et al., 1999; Evans et al., 1983; Berckmoes et al., 2005; Britto et al. 2011).
Assim, o intenso fluxo génico entre as diferentes populacdes e o grande nimero de larvas liberadas,
que pode chegar a 700.000 larvas por fémea (Hostetler, 1991), podem explicar a auséncia de
diferenciacdo genética entre as populacdes, como também a manutencdo da variabilidade genética
das populacdes mesmo frente a uma perturbacdo ambiental como demonstrado pelos trabalhos de
Costa et al. (2013) e Lagisz et al. (2010) com invertebrados terrestres e Stambuk et al. (2013)
utilizando mexilhdes. Tal potencial evolutivo (variacdo genética) de C. guanhumi perante esse
fendmeno de forte alteragdo do ambiente indica a grande capacidade de resiliéncia da espécie
mediante grande habilidade adaptativa.

A inalteracdo da estruturacdo genética indicada pelas topologias bayesianas foi apoiada pela
analise molecular de variancia (amova) e pelas redes haplotipicas temporais obtidas. A
indiferenciacdo genética observada entre as diferentes populagdes de C. guanhumi, juntamente com

0s baixos valores de Fst reforcam o alto fluxo génico que ocorre entre as populacfes e 0 modelo
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stepping stones de relacionamento espacial entre 0s manguezais amostrados, tal como sugerido por
outros pesquisadores (Oliveira-Neto et al., 2008; Amaral et al., 2015). A falta de estruturagao
genética aqui observada, influenciada pela eficiente disperséao larval (Pfeiler et al., 2005; Wieman et
al., 2014; Yednock and Neigel, 2014), é fortemente suportada por varios estudos com crustceos
decapodes que tem sido realizado nos ultimos anos, incluindo Ucides cordatus que vive em
simpatria com C. guanhumi (Oliveira-Neto et al. 2007; Britto et al. 2011). Portanto a manutencéo
da estrutura genética de C. guanhumi, mesmo perante a uma perturbacdo reforca a resiliéncia da
espécie, capaz de manter inalterada a sua estrutura genética mesmo diante de um evento de
perturbacdo genémica.

Os valores negativos encontrados nos testes D de Tajima e FS de Fu juntamente com as
curvas de historia demografica do grafico de mismatch para ambas as analises dos anos de 2012 e
2014, evidenciam que as populacdes de guaiamum do estado de Pernambuco tém experimentado
um momento de expansdo populacional (Pfeiler et al., 2005; Wieman et al., 2014). Tais dados
demonstram que os danos ao genoma dos individuos decorrente do grande aporte de aguas
contaminadas nos estuarios no inverno de 2012 ndo causaram alteracdo no perfil de expanséo
populacional. Os resultados aqui encontrados estdo em concordancia com estudos anteriores que
mostram expansdo populacional em espécies de dispersdo plancténica (McMillen-Jackson and Bert,
2004; Amaral et al., 2015).

Variacdo genética é o material bruto do processo evolutivo/adaptativo, jA que gargalos
geneéticos normalmente estdo associados com perda de desempenho adaptativo (Frankham et al.,
2008). Em C. guanhumi tem sido mostrado altos indices de variacdo genética, tanto em dados
mitocondriais (Oliveira-Neto et al., 2008; Amaral et al., 2015) quanto em setores gendmicos
nucleares (Gama-Maia and Torres, no prelo). Os resultados aqui obtidos reforcam a alta variacéo
genética da espécie, dado que no geral cada exemplar é uma variacdo haplotipica diferente, mesmo

ap0s uma perturbacdo ambiental intensa. O conjunto destas evidéncias reforca a habilidade
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adaptativa da espécie frente a exploragdo comercial histérica, bem como ao conjunto de estressores
quimicos resultantes da oscilacdo climatica oriunda da precipitacdo de 2012.

Por outro lado, bem recentemente um estudo utilizando marcadores do tipo inter simple
sequence repeats (ISSR) observou um padrdo de estruturagdo genético-populacional em C.
guanhumi ao longo dos mesmos manguezais aqui estudados (Gama-Maia and Torres, no prelo).
Assim, estas evidéncias de estruturacdo genético-populacional em C. guanhumi estdo em desacordo
com os resultados aqui obtidos e também com as evidéncias encontradas por Oliveira-Neto et al.
(2008) e Amaral et al. (2015) também utilizando mtDNA. Circunstancias contrastantes similares
foram também observadas em Ucides cordatus em estudos utilizando marcadores ISSR e mtDNA
(Britto et al. 2011; Oliveira-Neto et al. 2007). Isso pode sugerir o efeito do marcador molecular
utilizado. Marcadores moleculares ISSRs podem acessar loci sob selecdo positiva, apresentando
significativas diferencas nas suas frequéncias (Gama-Maia and Torres, no prelo), quando
comparados a analises de loci neutros ou regides mitocondriais (Vasemagi et al., 2005; Pampoulie
et al., 2006).

A analise Bayesiana de estruturas populacionais mostrou a inexisténcia de alteracdes na
quantidade de perfis genéticos nas duas amostragens (2012 e 2014). A existéncia de trés perfis
genéticos nas duas andlises reforca a manutencao da diversidade genética em termos quantitativos,
mesmo apos o dano gendmico a que foram submetidas as populacdes. Porém, foi observada uma
alteracdo qualitativa de perfis genéticos nos individuos de C. guanhumi ao longo dos cinco estuarios
analisados no estado de Pernambuco, sugerindo uma variagdo ‘estabilizada’ dos perfis dos
individuos ao longo do tempo. A manutencao, em ambas as andlises, dos trés perfis genéticos em
todas as populacdes amostradas, corroborou os resultados de fluxo génico constante entre as
populaces. Isto ressalta o fato de que a constante troca de informacédo genética das populacgoes,
principalmente em espécies com periodo larval planctonico longo, possa alterar a composicdo

genética das populacdes embora uma alteracdo na estrutura global ndo seja identificada em duas
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amostragens temporais com curto espaco de tempo como a realizada aqui (Francisco and Robalo,
2015). Isto reforca, tambeém, a necessidade de considerarem-se as alteracBes temporais nas
constituicBes genéticas das espécies em pesquisas de estruturacdo populacional, como evidenciado
por Francisco e Robalo (2015).

Os resultados aqui obtidos permitem inferir que, apesar do forte impacto devido a
exploracdo comercial e também devido a perturbacdo ambiental por contaminantes no inverno do
ano de 2012, a diversidade genética das populacBes parece ndo ter sido afetada em termos
quantitativos. J& em termos qualitativos foi observada uma mudanca nos perfis genéticos das
populagbes dos manguezais do litoral de Pernambuco, corroborando intenso fluxo génico e
sugerindo flutuacbes nos perfis genéticos destas populacdes. Diante disto, as medidas de
conservacdo destes sistemas estuarinos devem levar em conta tais evidéncias para formulagéo,

acompanhamento e avaliagdo de medidas de carater conservacionistas para a espécie.
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6. Discussao geral

Ao longo dos anos de 2012 a 2014 ficou sugerido o aporte de compostos quimicos
nos sistemas estuarinos do litoral pernambucano. O forte dano gendémico no inverno do
ano de 2012 alertou para este cenario de degradacdo ambiental. No entanto, a diminuicdo
dos indices de danificacdo trouxe, também, as primeiras evidéncias para algumas
perguntas antigas: qual estacdo do ano estaria mais relacionada com possiveis indices de
danificacdo gendmica? O maior volume de chuvas que atingem o nordeste do Brasil nos
meses de inverno estaria maximizando efeitos de poluicdo com carreamento de
compostos quimicos ou atuariam amenizando tais efeitos ao diluirem estes compostos?
Embora os trabalhos de Werner et al. (2002), Whitehead et al. (2004) e Pollard et al.
(2011) evidenciassem um aumento de danificacdo genémica nos organismos apds um
evento de grande pluviosidade, era necessario testar esta hipétese para a regido do

nordeste brasileiro.

A relacdo do aumento da danificagdo gendmica com a estagdo do inverno ficou
evidenciada considerando que o0s eventos de grande pluviosidade, com provavel
carreamento de compostos quimicos para os estuarios, devem ocorrer prioritariamente no
periodo com maior incidéncia de chuvas, tendo sua ocorréncia nos meses de verdo muito
diminuida em funcao caracteristicas naturais das regides de clima tropical e pelos dados
histéricos de pluviosidade
(http://'www.mma.gov.br/estruturas/sqa_sigercom/_publicacao/78_publicaca01212200809

1035.pdf).

O monitoramento da estrutura genética ao longo de dois ciclos climaticos
completos com a ocorréncia de um evento de danificacdo gendmica entre as duas

analises também nos permitiu refutar, ao menos para espécie C. guanhumi no intervalo


http://www.mma.gov.br/estruturas/sqa_sigercom/_publicacao/78_publicacao12122008091035.pdf
http://www.mma.gov.br/estruturas/sqa_sigercom/_publicacao/78_publicacao12122008091035.pdf
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de tempo abordado, a hip6tese de erosdo genética mediada por agentes genotoxicos
proposta por Van Straalen and Timmermans (2002). Os individuos de C. guanhumi
mostraram-se capazes de responder positivamente aos possiveis eventos de danificacao
gendbmica mediada por grande disponibilizagdo de poluentes devido a pluviosidade,
mantendo elevados os indices de variabilidade genética das populagdes amostradas. O
estudo permitiu, também, apontar esta espécie como bom indicador de saude ambiental,
considerando a sensibilidade com que respondeu aos provaveis diferentes indices de
poluicdo dos estuérios em funcédo do carreamento pluviométrico de compostos quimicos.
O monitoramento da estrutura genética das populagbes de guaiamum dos estudrios
pernambucanos ainda permitiu reforcar a hipétese de panmixia da espécie, corroborando

a atual ideia do grande fluxo génico entre popula¢gdes de espécies que apresentam um

ciclo larval planctonico de longa duracéo (Francisco and Robalo, 2015).

Por fim, o monitoramento da danificacdo gendmica em C. guanhumi em
decorréncia de um evento atipico de intensas chuvas permite a extrapolacdo dos dados e
utilizacdo do estudo como modelo preditivo para o carreamento de compostos quimicos
toxicos, com possivel acdo genotoxica, para 0s sistemas estuarinos com acao
danificadora nas espécies locais, principalmente em espécies que apresentam habitos
exclusivamente aquéticos e estdo, naturalmente, mais expostas aos contaminantes
carreados pelas chuvas. Mediante tal informacao, é possivel juntamente com os dados de
meteorologia e monitoramento dos indices de pluviometria para a regido, planejar
medidas preventivas que visem minimizar os danos decorrentes dessas trombas d’agua

que acometem o estado.
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7. Conclusdes

4

6

Os sistemas estuarinos do estado de Pernambuco estdo sujeitos ao aporte de

compostos quimicos de agdo genotoxica, maximizado nos periodos de chuvas.

As populagdes de C. guanhumi do estado de Pernambuco apresentam grande
resiliéncia & presengca de compostos quimicos diluidos no ambiente, sendo
capazes de reestabelecer niveis seguros de integridade gendémica apos eventos de

danificacao.

As populagdes de C. guanhumi do estado de Pernambuco apresentam altos
indices de diversidade genética com auséncia de indicios de erosao genética em
curto espaco temporal mesmo em decorréncia de eventos de danificagdo genémica

pontuais.

A espécie C. guanhumi apresentou panmixia para as populacdes do estado de
Pernambuco permitindo a realocacdo de espécimes entre os estudrios sem

comprometimento da estrutura genética da espécie.

Devido ao seu poder de resiliéncia, C. guanhumi pode ser utilizado como espécie
bioindicadora em estudos que visem avaliar alteracbes da homeostase ambiental

em sistemas estuarinos.

A previsdo ou amostragem de eventos de grande pluviosidade que atinjam o0s
estuarios do estado de Pernambuco devem estimular a acdo de medidas

mitigadoras dos efeitos decorrentes de tais cenarios.
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be used in the refereeing process. Only when your paper is at the revision stage, will you
be requested to put your paper in to a ‘correct format' for acceptance and provide the
items required for the publication of your article. To find out more, please visit the
Preparation section below.

NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through
the creation and uploading of your files. The system automatically converts your files to a
single PDF file, which is used in the peer-review process. As part of the Your Paper Your
Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file to be used in the
refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or layout
that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough
quality figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the
source files at the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10
MB must be uploaded separately.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can
be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article
by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for
the author to correct.

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential
elements needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords,
Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with
Captions. If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this
should be included in your initial submission for peer review purposes. Divide the article
into clearly defined sections. Figures and tables embedded in text Please ensure the
figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text in the
manuscript, rather than at the bottom or the top of the file.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the



95

text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its
own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt
with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation
section represents a practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations
and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices
If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eg. (A.2), etc.; in
a subsequent appendix, Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1;
Fig. A.1, etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. Present the
authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate
all affiliations with a lowercase superscript letter immediately after the author's name and
in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation,
including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given
and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address')
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
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actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic
numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should be not longer than 400
words. The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results
and major conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it
must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, nonstandard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention
in the abstract itself.

Keywords Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, 'and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in
the field may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of
abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or
otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should
follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the
publication date with either 'Unpublished results' or '‘Personal communication'. Citation of a
reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can
be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article
by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for
the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should be
arranged according to the following examples:

Reference style
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Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year
of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of
publication. Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references
should be listed first alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer
et al. (2010) have recently shown ....'

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same
year must be identified by the letters 'a’, 'b’, 'c', etc., placed after the year of publication.
Examples: Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific
article. J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book: Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed.
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