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RESUMO

O género Ucides, composto pelas espécies Ucides occidentalis e Ucides cordatus, é
distribuido amplamente pelas costas do Atlantico e Pacifico na América Central e do Sul.
Essas espécies sdo fundamentais para estudar a evolucdo e distribuicdo histdrica de
organismos costeiros. Sua distribuicdo geogréfica indica um evento de vicariancia,
possivelmente devido a alteragdes geoldgicas e climéticas, que teriam separado uma
populacdo ancestral e levado a especiacao. Este estudo analisou 116 sequéncias genéticas
(46 de U. occidentalis e 70 de U. cordatus), usando o gene COI para confirmar o status
taxondmico das subespécies de Ucides. A divergéncia genética entre as linhagens variou
de 0.152 a 0.192% na distancia p-distance, com uma estimativa de divergéncia temporal
de cerca de 2.7 milhdes de anos. Ndo foram encontradas subestruturas significativas
dentro de cada grupo, indicando populacfes panmiticas para ambas espécies. Analises de
BSP mostraram um crescimento populacional que comegou ha cerca de 15 mil anos, para
ambas as espécies. A expansio demogréafica recente esta relacionada ao fim do Ultimo
Méaximo Glacial e a expansdo dos manguezais, 0 que destaca a importancia destes

resultados paraentender a evolucdo, dinamica populacional e conservacao destas espécies.

Palavras-chave: Ucides occidentalis - Ucides cordatus — Regido Neotropical — Manguezais
— Conservagéo



ABSTRACT

The genus Ucides, consisting of the species Ucides occidentalis and Ucides cordatus, is
widely distributed along the Atlantic and Pacific coasts of Central and South America.
These species are crucial for studying the evolution and historical distribution of coastal
organisms. Their geographical distribution suggests a vicariance event, possibly due to
geological and climatic changes, which would have separated an ancestral population and
led to speciation. This study analyzed 116 genetic sequences (46 from U. occidentalis and
70 from U. cordatus), using the COI gene to confirm the taxonomic status of the Ucides
subspecies. The genetic divergence between the lineages varied from 0.152 to 0.192% in
p-distance, with a temporal divergence estimate of about 2.7 million years. No significant
substructures were found within each group, indicating panmictic populations for both
species. BSP analyses showed a population growth that began about 15,000 years ago, for
both species.The recent demographic expansion is related to the end of the Last Glacial
Maximum andthe expansion of mangroves, highlighting the importance of these findings

for understanding the evolution, population dynamics, and conservation of these species.

Keywords: Ucides occidentalis - Ucides cordatus — Neotropical Region — Mangroves —
Conservation
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APRESENTACAO

Este Trabalho de Conclusao de Curso, intitulado “Dinamica de Especiagao e
Expansao Populacional em Ucides: Insights a partir da Analise Genética de Ucides
occidentalis e Ucides cordatus (Decapoda, Brachyura)”, foi desenvolvido sob a
orientacdo do Prof. Dr. Adam Bessa e serd submetido ao Journal of Crustacean
Biology. A ideia para este estudo surgiu durante as discussfes na disciplina de
Evolucdo e Biogeografia, ministrada pelo Prof. Bessa. O trabalho nasceu de um
interesse crescente em compreender a historia evolutiva e as relagdes filogenéticas das
espécies, especificamente no contexto dos caranguejos-uca (Ucides occidentalis e

Ucides cordatus).

Este estudo aborda questdes relacionadas a distribuicdo dessas espécies nos
oceanos Pacifico e Atlantico, e busca compreender como a histdria biogeografica pode
influenciar o padrdo de variacdo genética observado. A pesquisa foca na analise de
problematicas acerca da distribuicdo e genética desses caranguejos, contribuindo assim

para um melhor entendimento de sua dindmica evolutiva e expansao populacional.



INTRODUCAO

A analise da trajetoria evolutiva e a biogeografia das espécies € fundamental para
compreender a variedade e distribuicdo de formas de vida na Terra (McDowall, 2004).
Especificamente, o género Ucides, que compreende as espécies Ucides occidentalis e
Ucides cordatus, apresenta uma distribui¢éo extensa ao longo das costas do Atlantico e
Pacifico da América Central e América do Sul (Hartnoll, 1988), tornando-as espécies
modelo para estudos das mudancas historicas na evolucgéo e distribuicdo de organismos
costeiros (Magalhdes et al., 2007). Ucides occidentalis ocorre desde o golfo da Califérnia
(México) até San Pedro de Vice (Pert) (Aleman & Ordinola, 2017). Ucides cordatus
ocorre desde a Flérida (Estados Unidos) até Santa Catarina (Brasil) (Conceicdo, 2017). A
ocorréncia dessas espécies em habitats distintos, juntamente com as diferencgas genéticas
observadas, levanta questdes intrigantes sobre 0 momento e 0s mecanismos responsaveis

por essa separacao (Avise, 2000).

Embora a investigacdo sobre o padrdo de distribuicdo da variacdo genética nestas
espécies seja ainda incipiente, alguns estudos destacam que estas espécies apresentam um
padrdo espacial de variagdo genética bastante homogéneo (Sandrini-Neto & Lana, 2012;
Vianna, 2013), ou seja, estes crustaceos parecem apresentar um padrdo panmitico de
distribuicdo (Ewers-Saucedo & Wares, 2020). Esta questdo € intrigante, uma vez que suas
respectivas distribuicdes sdo amplas e geralmente submetidas a variagdes locais nos

manguezais, que, a0 menos em teoria, poderiam levar a variacfes genéticas adaptativas.

A distribuicdo geografica dessas espécies sugere um evento de vicariancia, no qual
uma populacdo ancestral pode ter sido separada por mudancas geoldgicas e climaticas,
resultando em especiacdo (O’Dea, 2016). Embora os estudos genéticos sejam limitados,
eles indicam uma separagéo evolutiva significativa entre Ucides occidentalis e Ucides
cordatus, reforcando a hipotese de que as diferencas ambientais entre os manguezais do
Atlantico e do Pacifico foram cruciais na sua evolugéo (Jimenez, 1992). As adaptacfes
morfoldgicas e comportamentais observadas em cada espécie refletem as condicfes
especificas de seus respectivos habitats, ressaltando a complexidade dessas adaptacdes
(Rivera-Monroy et al., 2017). Essas pesquisas sublinham a importancia dos manguezais
ndo apenas como ecossistemas ricos em biodiversidade, mas também como locais
essenciais para compreender a evolucdo e biogeografia de espécies como Ucides

occidentalis e Ucides cordatus (Jimenez, 1992; Lacerda et al., 2002; Rivera-Monroy et



al., 2017). Contudo, muitos aspectos evolutivos, incluindo as areas de origem, tempo de

divergéncia e dindmica demogréfica, ainda permanecem escassos para essas espécies.

Assim, este estudo tem como foco investigar a biogeografia historica das espécies
Ucides occidentalis e Ucides cordatus, explorando seu padréo de variagdo genética. A
pesquisa aborda também a hip6tese de vicariancia, que pode ter sido um fator
determinante na especiacdo e na divergéncia evolutiva dessas espécies. Por meio desta
analise, pretendemos elucidar aspectos evolutivos fundamentais, incluindo a dindmica
demogréafica dessas espécies, enfatizando a importancia dos manguezais como

ecossistemas chave para entender a evolucao e biogeografia.



MATERIAL E METODOS
Coleta de Dados

Para o desenvolvimento deste estudo, focamos na analise de sequéncias de DNA
do Citocromo C oxidase | mitocondrial (COI) para as espécies U. occidentalis e U.
cordatus. Todas as sequéncias foram adquiridas exclusivamente do GenBank (National

Center for Biotechnology Information - NCBI).
Estratégia de Busca e Extracédo de Dados

Utilizamos um script em Python (https://github.com/AdamBessa), desenvolvido
para este estudo, com o objetivo de executar uma busca detalhada e sistematica das
sequéncias de interesse. O script foi desenvolvido para filtrar e extrair ndo apenas as
sequéncias de DNA, mas também as informacGes geogréaficas associadas, oferecendo
insights valiosos sobre a distribuicdo geogréfica e a variabilidade genética da espécie em
diferentes localidades.

Implementacéo do Script em Python

O cddigo foi implementado utilizando a biblioteca Biopython, uma ferramenta
poderosa para a manipulacao e analise de dados bioldgicos. O script foi otimizado para
interagir com a interface de programagéo de aplicativos (API) do GenBank, permitindo a
busca automatizada e a extracdo de sequéncias especificas do gene mitocondrial COI de

Ucides cordatus.
Analises Moleculares

As sequéncias foram alinhadas automaticamente utilizando o software ClustalW
(Thompson et al., 1994) no GENEIOUS 9.0.5 (https://www.geneious.com). As relagoes
filogenéticas foram realizadas usando Inferéncia Bayesiana (IB) e a abordagem de
Maxima Verossimilhanga (ML). A abordagem IB foi executada no software *BEAST
baseado em coalescente MCMC (Método de Monte Carlo via Cadeias de Markov)
Bayesian (Bouckaert et al., 2014), conforme implementado na plataforma para anélise
evolutiva bayesiana BEAST2 2.0.3 (Bouckaert et al., 2014).

A analise *BEAST foi realizada sob um relogio relaxado lognormal e um modelo
de especiacdo Yule (Drummond et al., 2006). Realizamos trés cadeias de 5 x 108 passos,

amostradas a cada 5 x 104 passos, e aplicamos 10% de burn-in. Avaliamos a convergéncia
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da cadeia com TRACER 1.6.0 (Bouckaert et al., 2014), garantindo que todos 0s
parametros ESS acima de 200. As arvores foram sumarizadas usando a maxima
credibilidade de clado em TREEANNOTATOR 1.8.0. Os modelos de substitui¢do foram
escolhidos com PARTITIONFINDER 2 (Lanfear et al., 2016), usando a selegcéo de
modelo BIC. A analise ML foi realizada usando o modelo GTRGAMMA, e a confianca
dos ramos da melhor arvore foi analisada com base na analise de 1000 réplicas de
bootstrap. As arvores foram editadas usando o FigTree 1.4.3 (Rambaut, 2017). A anélise
do TMRCA (Tempo do Ancestral Comum Mais Recente) foi implementada no *BEAST
2.2. O TMRCA foi estimado com base na taxa de mutacgdo de 1,17x10°8 para COI (Yin
et., 2009).

A investigacdo das variacdes no tamanho efetivo da populacdo (Ne) ao longo do
tempo foi realizada utilizando o grafico Bayesian Skyline (BSP) usando o0 BEAST 2.2,
sob 0 modelo de rel6gio molecular estrito com uma taxa de mutacdo de 0,06 por milhdo
de anos (Myr—1). A anélise foi conduzida por 10 milhdes de geracdes, com amostragem
de parametros log a cada 1.000 geragcbes. O Tracer v 1.6 foi utilizado para estimar o
tamanho efetivo da populacgéo ao longo do tempo. A mesma taxa de mutacdo mencionada

acima foi utilizada nesta andlise.

Padrdes de estrutura genética foram examinados em STRUCTURE 2.3.4
(Pritchard et al., 2000), com base nas sequéncias de COIl. As sequéncias foram
convertidas para o formato de arquivo de entrada do STRUCTURE usando
Fasta2Structure (https://github.com/AdamBessa/Fasta2Structure). O STRUCTURE foi

executado permitindo ancestralidade mista e frequéncias alélicas correlacionadas, com 10

réplicas independentes para cada K (1-10), usando 1 x 108 iteracdes de Cadeia de Markov
Monte Carlo (MCMC), e descartando as primeiras 5 x 10* como periodo de aquecimento.
O numero otimo de K (clusters) foi selecionado com base nos valores mais altos da
probabilidade logaritmica posterior dos dados [Ln P(D)] (Pritchard et al., 2000), e pelo
método AK (Evanno et al., 2005), usando o software online STRUCTURE HARVESTER
6.0 (Earl e vonHoldt, 2012). Os programas CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson e Rosenberg,
2007) e DISTRUCT 1.1 (Rosenberg, 2004) foram usados para alinhar os coeficientes de
pertencimento das multiplas réplicas independentes geradas pelo STRUCTURE e para
exibi-los graficamente, respectivamente. A distancia genética entre os grupos foi
calculada como o numero de substitui¢cbes nucleotidicas liquidas por sitio (Da; Nei, 1987,

equacdo 10.21) e com a distancia p-distance no software DNAsp (Rozas et al., 2017).


https://github.com/AdamBessa/Fasta2Structure
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RESULTADOS

A nossa busca no GeneBank recuperou um total de 116 sequéncias, das quais 46
pertencem a U. occidentalis e 70 de U. cordatus. As analises moleculares utilizandoo
gene COI confirmaram o status taxondmico das subespécies do género Ucides (ver Fig.1).
A divergéncia entre as linhagens foi de 0.152 a 0.192% para Da distancia p-distance,
respectivamente. Baseado nos resultados recuperados pelo *BEAST, tempo de divergéncia
estimado entre as duas unidades genéticas foi de aproximadamente 2.7 milhdes de anos
(95% HPD = 1.597-2.801).

U. occidentalis

20852

Ucides cordatus

114756

13.4048

14,7484

Figura 1: Inferéncia bayesiana baseada em 619 pb do gene COI no *BEAST. Todas asprobabilidades posteriores nas analises foram >
0.95. Os valores em cada correspondem as médias do tempo de divergéncia.

Os resultados obtidos atraves do programa STRUCTURE, utilizando um modelo
Bayesiano para analisar os padrdes de agrupamento (K), indicaram melhor ajustes para
K=2, conforme evidenciado pelas variagdoes de Ln P(D) e pela pontuagdo AK (Fig 2A).
Este resultado também suporta a distingdo genetica significativa entre asamostras de U.

occidentalis e U. cordatus.



Kn=2
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Adicionalmente, ao realizar uma andlise hierarquica, isto é, investigando as
amostras de cada espécie de forma isolada, ndo detectamos subestruturas dentro de cada
grupo. Este resultado revela que ambas as espécies exibem padrdes similares na
distribuicdo de seus componentes genéticos, sugerindo uma distribuicdo panmitica ao

longo de suas areas de ocorréncia.

Figura 2: Resultados do agrupamento Bayesiano na analise STRUCTURE. Cada individuo € representado

por uma linha vertical, dividida em segmentos coloridos correspondentes a K, onde o comprimento de cada
segmento é proporcional ao coeficiente de pertencimento estimado do individuo. O termo “K” representa
a andlise realizada com todas as amostras de ambas as espécies. “Ky” refere-se a analise executada

especificamente para amostras de cada espécie
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Figura 3: Graficos Bayesianos de linha do tempo (BSP) para as duas espécies estimadas no BEAST 2.2
(Drummond & Rambaut, 2007). Os graficos sdo logaritmicos lineares, e 0 eixo X estd em unidades
mutacionais. Linhas pretas retratam o valor mediano para H (2N e I, eixo vertical a direita), e areas em azul

retratam os intervalos de confianca de 95% (CIs).
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DISCUSSAO

Os dados genéticos apresentados neste estudo reforcam os status taxonémicos de
subespécies para U. occidentalis e U. cordatus (Fig 1; Fig 2A). As diferencas
morfologicas e geogréficas anteriormente observadas entre essas subespécies s&o
corroboradas por variagBes genéticas significativas. Esta congruéncia entre dados
morfoldgicos e genéticossustenta a validade da classificacdo taxondmica das subespécies,
enfatizando a importancia de considerar tanto caracteristicas fisicas quanto genéticas no
estudo da biodiversidade e evolucdo dessas espécies nos ecossistemas de manguezais.
Estes resultados s&o cruciais para compreender a evolucdo e a distribuicdo dessas

espécies, e pode ser um indicativo de adaptacdes a nichos ecoldgicos especificos.

Os manguezais da costa do Pacifico apresentam diferentes cenarios ambientais em
relacdo aos da costa do Atlantico, onde condic¢Ges oceanograficas resultam em um clima
arido, alta salinidade do solo, pouca conectividade de agua doce advinda do continente
(Lacerda et al, 2002). Tendo em vista essas diferencas no habitat, estudos anteriores
explicam como tais fatores fisico-quimicos impactam em adaptacdes morfoldgicas entre
as espécies em diferentes estagios de vida, seja larval ou adulto, distinguindo U.
occidentalis e U. cordatus e evidenciando a especiagéo entre elas (Rodrigues & Hebling,
1989; Diele & Simith, 2007; Schuiteman et al., 2019).

A anélise hierarquica de nossas amostras revelou um aspecto interessante da
genética populacional de Ucides occidentalis e Ucides cordatus: a auséncia de
subestruturas genéticas significativas dentro de cada espécie (Fig 2B). Este achado é
particularmente notavel, pois sugere um padrdo de distribuicdo populacional panmitico
em ambas as espécies (Ordinola-Zapata et al., 2018; Buranelli et al., 2019). Em termos
evolutivos, isso indica que as populagdes de cada espécie mantém um fluxo génico

suficiente para prevenir a formacao de grupos genéticos (Bohonak, 1999).

Essa uniformidade genética nas espécies U. occidentalis e U. cordatus pode ser
atribuida a varios fatores. Primeiramente, a mobilidade das espécies, que é facilitada por
correntes maritimas ou comportamentos migratérios especificos, pode permitir um
intercambio genético regular entre populagdes distantes (D’Aloia, 2015). No entanto, é
importante notar que, para estas espécies, a fase adulta é inteiramente dependente dos
manguezais, indicando que o padrédo de dispersao pode ocorrer principalmente através da

dispersdo larval (Ewers-Saucedo & Wares, 2020). Levando este fato em consideragéo,
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estudos tém evidenciado que o transporte eficiente de larvas é um fator chave na
manutencdo da fraca variacdo genética entre populacdes de U. occidentalis e U. cordatus,
onde estégios larvais iniciais se afastam para o alto mar permanecendo tempo o suficiente
para que correntes maritimas os desloquem por milhares de quilémetros de distancia ao
longo da costa sugerindo um papel fundamental da dispersdo larval na conectividade
populacional (Diele & Simith, 2006; Britto et al., 2018; Ordinola et al., 2020).

De fato, a alta taxa de migragédo encontrada entre localidades parece ser a principal
forga atuando para sustentar a distribuicdo da diversidade genética de U. Occidentalis e
U. cordatus (Buranelli et al., 2019; Ordinola et al., 2020). Isso indica que a ocorréncia do
fluxo génico é capaz de contrabalancar os impactos da deriva genética, selecao natural
e/ou influéncia humana. Esses insights sdo cruciais ndo apenas para compreender a
dindmica populacional dessas espécies, mas também para discernir as implicagdes

relacionadas a conservacgdo e a implementacdo de praticas de gestdo (Britto, 2018).

Outra questdo relevante diz respeito a auséncia de barreiras fisicas significativas
nos entre as diferentes regifes de ocorréncia dessas espécies. Esse padrdo panmitico
indica que, ao longo do tempo, as populacdes dessas espécies foram capazes de manter
uma conectividade genética robusta, um fator crucial para sua resiliéncia e adaptabilidade
em face de mudancgas ambientais (Wieman, 2014)

A analise das Skyline Plots Bayesianas (BSP) revelou um padrdo de crescimento
populacional recente para ambas as espécies de Ucides, que se iniciou héa
aproximadamente 15 mil anos. Este periodo de crescimento coincide notavelmente com
o término do Ultimo Maximo Glacial (UMG), um evento global cujo impacto profundo
na distribuicdo e demografia de diversas espécies foi amplamente documentado na
literatura cientifica (Clapperton, 1993; Clark et al., 2009; Sandoval-Castro, 2014; Cohen
et al., 2020). Esta expansdo demografica em Ucides pode ser atribuida a uma combinagao
de fatores ecologicos e evolutivos, particularmente associados a expansdo dos
manguezais no periodo pds-glacial (Lacerda et al., 2002). Isto posto, estudos tém sugerido
que o aumento da temperatura terrestre apés o Ultimo Maximo Glacial favoreceu a
expansdo dos manguezais, e, consequentemente, pode ser favorecido a expansao
demogréfica das espécies de Ucides em uma direcdo ao Sul, acompanhando a ampliacdo
territorial de ecossistemas de manguezal (Oliveira-Neto et al., 2007; Buranelli et al., 2019;

Cohen et al., 2020). Este fendbmeno de expansdo de habitat durante periodos de
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transicdo climatica tem implicagbes importantes para a compreensdo da historia natural
destas espécies e sugere que as mudangas climaticas historicas desempenharam um papel
significativo na modelagem de suas trajetdrias evolutivas e nos padrbes atuais de

distribuicdo (Parmesan, 2006).

Assim, podemos dizer que os resultados do trabalho juntos com estudos anteriores
reforcam o status taxonémico de subespécies U. occidentalis e Ucides cordatus. Além
disso, a homogeneidade genética/falta de subestruturas de populacgéo se da principalmente
pelo comportamento migratério do estagio larval e por auséncia de barreiras fisicas
significativas, ambos fatores mantendo conectividade genética populacional. Esta
homogeneidade genética pode ainda ter sido potencializada pela recente expansao
populacional, com periodo do crescimento congruente com a Ultima méaxima glacial (~15
mil anos), indicando que esse crescimento acompanhou a expansdo dos manguezais em

direcdo mais ao Sul.

Estas informacGes sdo cruciais para uma compreensao aprofundada da histéria
evolutiva do género Ucides, especialmente ao considerar uma amostragem mais extensa
e uma cobertura genética mais abrangente. Isso é fundamental para determinar com maior

precisao a historia biogeografica das espécies.
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