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o caranguejo-u9a, Ucides cordatus, e urn crustae eo pertencente a familia Ocypodidae e
e amplamente distribuido no litoral brasileiro. Possui elevada importilncia no ambito
ecol6gico, atuando na aeravao dos solos de manguezais e tambem na ciclagem de
nutrientes. Alem disto, representa urn dos mais importantes recursos dos manguezais,
sendo responsavel pela sobrevivencia de familias ribeirinhas em comunidades
estuarinas. Sua grande distribui9ao pode levar ao surgimento de estoques geneticamente
adaptados a urn determinado ambiente que, se nao forem manuseados adequadamente,
podem desaparecer, levando Ii perda de biodiversidade. Sendo assim, 0 conhecimento da
variabilidade genetica das diferentes popula90es se toma muito importante para 0
desenvolvimento de programas de conserva9ao e estrategias de gerenciamento mais
eficientes. 0 presente trabalho teve como objetivos avaliar 0 potencial dos marc adores
de microssatelites ancorados, tamb6rn conhecidos como ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats), para 0 estudo populacional do caranguejo-u9a. Recentemente os ISSR tern
sido utilizados por apresentar boa reprodutibilidade, baixo custo e revelar born nivel de
po1imorfismo. Assim, foram testados 18 marcadores em caranguejos de diferentes
localidades. As PCRs mostraram resultados consistentes para 6 dos 18 primers, com
bandas multiaIelicas e polim6rficas variando entre 350 a 2000 pares de bases. Foram
obtidas entre 8 e 17 bandas por primer, resultado este dentro da media de outros
trabalhos citados na literatura. Observou-se que 0 padrao de amplifica9ao para urn
mesmo primer se repete em PCRs posteriores, confirmando a alta reprodutibilidade da
tecnica em caranguejo-u9a. Concluiu-se, portanto, que marcadores ISSR siio viaveis
para 0 estudo genetico-populacional de caranguejos de mangue.

Palavras-chaves: microssatelites ancorados, caranguejo-u9a, ISSR, maw~dores
moleculares.



o caranguejo-m;a, Ucides cordatus (Figura 1), e uma especie pertencente a
familia Ocypodidae e e amplamente distribuido no litoral da America. Sua ocorrencia ja
foi registrada desde a Fl6rida (USA), ate 0 estado de Santa Catarina (Brasil) (Costa,
1972; Melo, 1996). Sua maior abundancia no litoral brasileiro e registrada entre as
regioes do Amapa e Barra da Timona, na divisa dos estados do Ceara e Piaui (Costa,
1972).

Este crustaceo e muito explorado e possui expressiva importancia economica para
as comunidades estuarinas, gerando milhares de empregos. 0 consumo do caranguejo-
uc;anos Estados do Nordeste e muito intenso, chegando a 600.000 individuos por mes
s6 no Estado do Ceara (Paiva et al., 1971; IBAMA, 1994). AMm disto, possui elevada
importancia no ambito eco16gico, atuando na aerac;ao dos solos de manguezais e
tambem na ciclagem de nutrientes (Normann & Pennings, 1998). Devido a estas
caracteristicas, 0 desenvolvimento de estrategias de conservacao torna-se fimdamental
para a manutenryao da especie. Existem poucos trabalhos com 0 caranguejo-urya, embora
recentemente tenham sido publicados estudos determinando seu tamanho no inicio da
maturidade sexual, assim como a duracao da epoca reprodutiva que e inversamente
proporcional a latitude (Pinheiro e Fiscarelli, 2001; Diele, 2000). Estudos desta natureza
fomecem dados que podem ser utilizados para a conservacao da especie. Entretanto, a
grande distribuiCao registrada para estes caranguejos pode levar ao surgimento de
estoques adaptados a urn determinado ambiente, que se nao forem manuseados
adequadamente, podem desaparecer. Assim, a ocorrencia de populac;oes geneticamente
distintas pode exigir estrategias de gerenciamento mais especificas.

As analises de DNA realizadas com tecnicas de marcadores moleculares tern
grande utilidade para os programas de conservacao da biodiversidade. Dentre as mais
comumente utilizadas pode-se destacar 0 RAPD (Random Amplified Polymorphism
DNA), AFLP (Amplified Fragments Length Polymorphism) e Marcadores de
Microssatelites Ancorados, tambem conhecidos como ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats). Recentemente os ISSR vem sendo utilizados por apresentar boa
reprodutibilidade, baixo custo e revelar born nivel de polimorfismo (Salimath et al.
1995). Os primeiros estudos que empregaram marcadores de ISSR foram realizados
recentemente, onde foi demonstrada a natureza hipervariavel desses marcadores
(Zietkiewicz et al. 1994; Gupta et al. 1994). Os ISSR vem se mostrando uteis em
estudos de estrutura genetica de populac;oes, relac;oes filogeogffificas e reconstruc;ao
filogenetica em varios organismos (Zietkiewicz et al. 1994; Luque et al 2001;
Pharmawati et al. 2005; Panarari, 2006).

Assim, 0 presente trabalho teve como objetivos avaliar 0 potencial dos
marcadores de microssatelites ancorados, para 0 estudo populacional do caranguejo-uc;a.
Os testes foram realizados com 18 marcadores em caranguejos do litoral sudeste e
nordeste, com posterior analise da reprodutibilidade dos primers, polimorfismos de
fragmentos, contagem e comparac;ao das bandas obtidas.

Foram utilizados 5 caranguejos provenientes de manguezais da regHio sudeste e
outros 7 provenientes do nordeste. As amostras de tecido para extrac;ao de DNA foram
obtidas da musculatura do ultimo perei6podo (apendice locomotor), de forma nao letal.
Logo em seguida, as mesmas foram acondicionadas em tubos individuais, contendo



etanol 100%, onde foram mantidas ate os procedimentos posteriores, desenvolvidos no
laborat6rio de Biologia Molecular e Biotecnologia da Embrapa Meio-Norte.

Extra~ao de DNA
Cerca de 25mg de tecido muscular foi digerido, por 4 horas, em Proteinase- K e

tampao de extrac;ao (13 mL de TE IX; 1,3 mL de Tris HCL 1M pH8; 650f.lL de SDS
25%). Posteriormente, 0 material foi processado de acordo com 0 metoda de extrac;ao
PCl (Sambrook et al., 1989). Moleculas de DNA de alto peso molecular foram isoladas
por precipitac;ao com etanol e visualizadas posteriormente em eletroforese com gel de
agarose 0,8%.

Analise de ISSR
Foram testados 18 marcadores de microssatelites ancorados, cujos primers

foram sintetizados pela University of British Columbia, Canada.
o DNA extraido foi submetido a PCR, sendo a reac;ao realizada em volume final

de 20f.lL na seguinte configurac;ao: tampao IX [20mM Tris HCl, pH 8,0; 0,1 mM
EDTA; ImM DTT; 50% (v/v) glicerol], MgCh variando de 2 a 3,5mM (dependendo do
primerutilizado), dNTP a 0,8 mM, 0,18 pMol de primer, lU de Taq DNA polimerase e
cerca de 30ng de DNA. As reac;oes de amplificac;ao foram realizadas em termociclador
Techne Genius, com uma fase inicial de desnaturac;ao a 94°C, por 1,5 minutos, seguida
de 44 ciclos nas seguintes condic;oes: 40 segundos para desnaturac;ao a 94 °C; 1 minuto
para anelamellto, com a temperatura ajustada de acordo com cada primer; 2 minutos
para extellsao a 72 0c. A extensao final foi realizada a 72 °C por 5 minutos.

Ap6s as reac;oes, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
2%, a80V.

Dos 18 marcadores utilizados no trabalho, seis mostraram resultados satisfatorios,
com padrao de bandas consistentes (Figura 2). No geral, os primers funcionais
amplificaram fragmentos variando entre 344 e 2036 pares de bases (Tabela 1). Nestes,
foram obtidas entre 8 e 17 bandas, sendo encontradas bandas polim6rficas em todos os
marcadores (Tabela 1). De acordo com os resultados obtidos para estudos com outros
animais (Abbot, 2001; Maltagliati et aI., 2006) e algumas plantas (Ajibade et al., 2000;
Pharmawati et aI., 2005; Hao et aI., 2006; Narayanan et aI., 2006), estes valores
encontram-se dentro de urn limite considerado satisfatorio para analises de estrutura
genetico-populacionai. Isto mostra que os resultados aqui apresentados sac bastante
positivos, indicando 0 potencial destes marc adores para pesquisas sobre a especie em
quesHio. Alem disto, existem poucos estudos sobre a genetica do caranguejo-uc;a
(Oliveira-Neto, 2007) e nao ha nenhurn envolvendo a utilizac;ao de ISSR.

Diversos trabalhos vem mostrando que a tecnica de ISSR apresenta boa
capacidade de detecc;ao de polimofismo e maior eficiencia que a tecnica de RAPD em
diferentes organismos (Zietkiewicz et aI., 1994; Luque et aI., 2001; Nkongolo et ot.,
2005; Phannawati et aI., 2005; Panarari, 2006). A tecnica de ISSR se assemelha em
alguns aspectos ao RAPD diferindo somente nos primers, que sac projetados a partir de
regioes de microsatelites e possuem temperaturas de anelamento superiores aos dos
marcadores de RAPD (Wolfe et ai. 1998). Isto Ihes confere urn nivel mais acentuado de
reprodutibilidade. Este fate pode ser constat ado quando 0 mesmo marcador foi



submetido a duas rea~oes distintas de peR, utilizando as mesmas configura~oes (Figura
3).

Assim, baseando-se nos trabalhos publicados, nos dados aqui obtidos, no baixo
custo e rapidez da tecnica, fica claro que os marc adores ISSR apresentam urn 6timo
potencial para 0 estudo genetico de popula~oes naturais como 0 caranguejo-u~a.

Tabela 1. Padrao dos fragmentos amplificados pelos sels marcadores funcionais
testados.

Varia~ao no

Primers comprimento Numerode Bandas
dos fragmentos bandas polim6rficas

(em pb)
Primer 1 344 - 1018 17 6
Primer 2 396 - 750 11 5
Primer 3 344 - 1000 8 3
Primer 4 500 - 2036 17 4
PrimerS 450 - 1018 12 4
Primer 6 500 - 1400 14 6
Total 79 28
Media 13,17 4,67



Figura 2. Gel de agarose com fragmentos de DNA (corados com brometo de etidio)
amplificados com a tecnica de ISSR (primer 6). Estao sendo mostrados dois individuos
do litoral Sudeste (SD) e outros dois do Nordeste (ND). Note a presenc;a de bandas
polim6rficas entre individuos da mesma regiao e entre regioes.
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Figura 3. Gel de agarose mostrando os fragmentos de DNA (corados com brometo de
etidio), ap6s duas reac;oes em cadeia da polimerase realizadas independentemente (peR
1 e 2). As rea90es foram realizadas nas mesmas condic;oes, com os mesmos individuos
(Caranguejos cl, c2 e c3) e com 0 mesmo primer, mostrando a alta reprodutibiliadade
do ISSR.



POde-se concluir que a tecnica ISSR e eficiente na identificayao de
polimorfismos na estrutura genetica de Ucides cordatus e, portanto, apresenta uma
6tima ferramenta para estudos de genetica de populayOes e reconstru'Yao filogenetica
desta especie.
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