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RESUMO 
 

Durante o Mioceno ocorreram incursões marinhas, frutos da dinâmica do nível do mar, 

em várias partes do mundo, inclusive na América do Sul, causando avanços e recuos 

de águas salgadas sobre águas continentais. Com isso, os níveis de salinidade dos 

ambientes aquáticos foram alterados, permitindo a transição de peixes que toleram 

variação de salinidade a adentrar em novos ambientes, gerando mudanças evolutivas 

que resultaram em várias linhagens de peixes, dentre eles, Lycengraulis grossidens. 

L. grossidens é uma espécie que possui alta plasticidade no uso do habitat, ocorrendo 

em ambientes marinhos, estuarinos e de água doce com ampla distribuição na 

América do Sul. No que diz respeito aos aspectos genéticos, a maioria dos estudos 

que avaliaram esse táxon está restrito a uma única região, a porção sul da América 

do Sul, e pouco se sabe como é a forma de recrutamento dessas populações ao longo 

da sua distribuição. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar a diversidade 

genética dessa espécie ao longo da sua distribuição na costa do Atlântico Ocidental, 

através de análises filogeográficas, utilizando um gene mitocondrial, Citocromo 

Oxidase I (COI) e o nuclear Rodopsina (RHOD). Para isso, foram coletados indivíduos 

em diferentes habitats (água doce, estuarino e marinho), da região norte do Brasil até 

a Argentina. Nossas análises foram congruentes, indicando a presença de três 

linhagens, uma de ampla distribuição na costa do Brasil, com ocorrência do norte ao 

sudeste do Brasil (COSTA), outra na porção Sul do Brasil até o Norte da Argentina 

(SUL), e outra restrita ao baixo São Francisco (RSF), com alguns indivíduos vivendo 

em simpatria com a linhagem da COSTA. A linhagem do SUL divergiu das demais a 

cerca de 400 mil anos, equanto as linhagens da COSTA e RSF divergiram mais 

recente, há cerca de 77 mil anos. Essa diferenciação mais recente pode ser explicada 

pela mudança do curso da foz do rio São Francisco. Com isso destacamos alguns 

processos associados as mudanças climáticas, ecológicas e geomorfológicas que os 

indivíduos de L. grossidens experimentou durante a sua diversificação no Pleistoceno. 

 

Palavras-chave: Biogeografia, Diversidade Genética, Estruturação Genética,  

Mudanças Climáticas.



 

 
 

ABSTRACT 

During the Miocene, marine incursions occurred, as a result of the dynamics of the 

sea level, in various parts of the world, including South America, causing advances 

and retreats of salty waters over continental waters. With this, the salinity levels of 

aquatic environments were altered, allowing the transition of fish that tolerate 

salinity variation to enter new environments, generating evolutionary changes that 

resulted in several lineages of fish, among them Lycengraulis grossidens. L. 

grossidens is a species that has high plasticity in habitat use, occurring in marine, 

estuarine, and freshwater environments with a wide distribution in South America. 

Regarding the genetic aspects, most of the studies that have evaluated this taxon 

are restricted to a single region, the southern portion of South America, and little is 

known about the form of recruitment of these populations throughout its 

distribution. In this context, the objective of this study was to evaluate the genetic 

diversity of this species along its distribution in the Western Atlantic coast, through 

phylogeographic analysis using a mitochondrial gene, Cytochrome Oxidase I (COI) 

and a nuclear Rhodopsin (RHOD) gene. For this purpose, individuals were 

collected in different habitats (freshwater, estuarine and marine) from the northern 

region of Brazil to Argentina. Our analyses were congruent indicating the presence 

of three lineages, one with a wide distribution along the Brazilian coast, occurring 

from northern to southeastern Brazil (COSTA), another from the southern portion 

of Brazil to northern Argentina (SUL), and another restricted to the lower São 

Francisco (RSF) with some individuals living in sympatry with the COSTA lineage. 

The SUL lineage diverged from the others about 400 thousand years ago, while 

the COSTA and RSF lineages diverged more recently, about 77 thousand years 

ago. This more recent divergence can be explained by the change in the course of 

the São Francisco River mouth. With this we highlight some processes associated 

with climatic, ecological and geomorphological changes that individuals of L. 

grossidens experienced during its diversification in the Pleistocene. 

Keywords: Biogeography, Genetic Diversity, Gene Structure, Climate Change.
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  1 Apresentação 

 

Flutuações do nível do mar ocorreram em várias partes do mundo, inclusive na 

América do Sul (Hoorn, 1994). Estes avanços e recuos marinhos modificaram 

principalmente as regiões costeiras em sua fisiografia, assim como formaram 

paleodrenagens que culminaram na conectividade entre rios e/ou isolamento no 

passado (Thomaz & Knowles, 2018). Além disso, as alterações de salinidade nas 

águas continentais durante as incursões marinhas permitiram que peixes tolerantes à 

variação de salinidade adentrassem e se estabelecessem em novos habitats, gerando 

processos de especiação e/ou promovendo diversidade genética (Lovejoy, Albert & 

Crampton, 2006; Dias et al., 2014).  

Nas últimas décadas, estudos genéticos envolvendo abordagens 

filogeográficas têm permitido entender como a atual distribuição populacional das 

diferentes espécies se estabeleceu no espaço e no tempo (Avise, 2000; Chenoweth 

et al., 2002; Carnaval et al., 2014). No ambiente marinho, esses estudos têm revelado 

padrões e processos que moldaram a diversidade que o habita (Briggs & Bowen, 

2012). Tais informações são também de suma importância para fins 

conservacionistas, pois para realizar o manejo adequado e criar leis de proteção, é 

necessário acessar e conhecer a diversidade genética intraespecífica, ou até mesmo 

verificar a existência de possíveis Unidades Taxonômicas Operacionais Moleculares 

(MOTUs; Mcmahon et al., 2014). 

Na costa da América do Sul, L. grossidens é uma espécie de peixe com ampla 

distribuição, de origem marinha, porém devido à sua alta capacidade eurihalina, 

adentra estuários e ambientes de água doce (Whitehead et al., 1988; Mai & Vieira, 

2013) Essa alta plasticidade, tem sido alvo de questionamento entre diversos 

pesquisadores, uma vez que esse táxon acaba violando a delimitação de regiões 

zoogeográficas distintas, entre os ambientes de água doce e marinho (Mai & Vieira, 

2013). Poucas espécies toleram essas mudanças abruptas nos fatores iônicos e 

osmorregulatórios que afetam sua fisiologia, o que culmina em modificações 

pronunciadas na composição faunística entre o mar, os estuários e o ambiente de 

água doce (Winemiller & Leslie, 1992; Blaber, 2000). Esses fatores parecem não 
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afetar o uso múltiplo do habitat por L. grossidens. Alguns trabalhos já sinalizam que 

seu status taxonômico precisa ser revisado, uma vez que quatro morfotipos têm sido 

detectados ao longo da costa do Brasil (Lovejoy et al., 2006; Mai & Vieira, 2013; Loeb, 

2016). Uma das formas para avaliar a sua identidade é por meio de estudos genéticos, 

para que se possa entender o grau de conectividade entre as populações ao longo da 

sua distribuição, utilizando abordagens filogenéticas e filogeográficas em um contexto 

temporal. 

Nesse contexto, a presente dissertação inicia com um referencial teórico e em 

seguida o artigo intitulado: Estrutura filogeográfica revela a influência das flutuações 

climáticas no Pleistoceno na diversificação evolutiva de Lycengraulis grossidens 

(Clupeiformes, Engraulidae) no Atlântico Ocidental. 
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2 Revisão de Literatura 

 

2.1 - Incursões Marinhas   

O planeta Terra experimentou diversos períodos de glaciações e interglaciações, 

com avanços e recuos do nível do mar, afetando a biota aquática de regiões costeiras 

e estuarinas mundialmente (Brown & Lomolino, 1998). A elevação do nível do mar 

promoveu as incursões marinhas, que levaram várias espécies a adentrarem no 

continente (Lovejoy et al., 1998). Durante esses períodos de maior temperatura, as 

massas de gelo derreteram, culminando no aumento das águas marítimas em todo o 

globo terrestre em aproximadamente 100m (Brown & Lomolino, 1998). Isso permitiu 

que espécies de águas salgadas pudessem se adaptar em ambientes de água doce, 

gerando rotas de colonização e transição evolutiva, promovendo processos de 

especiação (Lovejoy et al., 1998; Hubert & Renno, 2006; Lovejoy et al., 2006; Cooke 

et al., 2011). Por outro lado, quando a temperatura baixou e ocorreu o congelamento 

de grandes massas de gelo, houve o isolamento de populações que adentraram 

anteriormente os continentes, onde puderam experimentar processos de extinção ou 

de adaptação e especiação (Lovejoy et al., 2006). 

Esses processos repetidos de glaciação e interglaciação, os quais têm sido 

documentados desde o Mioceno, provocaram grandes mudanças na biodiversidade, 

embora ainda se discuta a quantidade de vezes e a extensão dos efeitos nesse 

período (Haq et al., 1987). Já durante o Pleistoceno estes processos estão mais 

documentados, e estima-se que ocorreram pelo menos 50 desses ciclos glaciais e 

interglaciais (Woodruff, 2010; Ludt & Rocha, 2015; Aimola & Moura, 2016). Durante 

esse período, a formação de paleodrenagens permitiu cenários de isolamento e/ou 

conexão entre faunas aquáticas, com detecções de contato secundário, os quais tem 

sido reportado em várias partes do globo, no Noroeste Europeu (Dursar et al., 2000), 

no Leste Asiático (Yang et al., 2013), na Austrália (La Croix et al., 2020), na China 

(Liuwen Xia et al., 2019), assim como na região Neotropical (Lovejoy et al., 1998; 

Wesselingh & Salo, 2006; Hoorn et al., 2010). 

Na região Neotropical, mais especificamente na América do Sul, a plataforma 
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continental, com cerca de 12.500 km de comprimento, possui grande variação de 

largura e profundidade ao longo de sua extensão (Baggio et al., 2017). As regiões 

Norte e Sul apresentam as maiores extensões (cerca de 330 km e 380 km, 

respectivamente), enquanto a região Nordeste do Brasil possui as menores 

extensões, com variação média de 90 km. Já com relação à quebra da plataforma 

continental (profundidade), a região Sul varia de 60m a 180m, enquanto a região Norte 

varia entre 75m e 80m, e a região Nordeste de 40m a 80m (Coutinho, 2005; Vital et 

al., 2010; Goes & Ferreira Jr., 2011). Devido a essa heterogeneidade, a Plataforma 

Continental Sul Americana foi exposta de forma variada durante os ciclos glaciais, 

permitindo contato e/ou isolamento entre organismos de diferentes habitats aquáticos, 

promovendo diversificação de espécies nesses ambientes costeiros (Coutinho, 2005). 

Segundo Thomaz & Knowles (2018), durante as variações do nível do mar, com 

recuo das águas marinhas, diferentes rios foram conectados em uma única bacia, de 

forma que plataformas maiores forneceram áreas mais extensas para essas 

conexões, possibilitando troca de espécies e conectividade de populações entre 

ambientes de água doce. No entanto, para plataformas estreitas, a possibilidade de 

contato entre bacias diferentes e a troca de espécies foram reduzidas (Baggio et al., 

2017). Acredita-se que para algumas espécies marinhas, o efeito pode ter sido 

reverso, quando o mar avançava, acontecia oportunidade para a expansão de sua 

distribuição, e quando o mar recuava uma série de lagos eram formados, isolando 

populações que podem ter se adaptado a esses novos ambientes (Nuttall,1990). 

Nesse processo de reconexão, teoricamente não conseguiriam manter o fluxo gênico 

entre as populações marinhas (Lovejoy et al., 2006).  

Eventos repetidos de isolamento e reconexões entre ambientes aquáticos, 

permitiram intercâmbio de faunas, seja pela disponibilidade de novos habitats, 

reorientação de drenagens e/ou variação de salinidade, culminando em processos de 

invasão/adaptação e diversificação em novos ambientes, o que está de acordo com a 

hipótese de diversificação por pulso, proposta inicialmente por Erwin (1979). Além 

disso, outro fator que deve ser levado em consideração nesses eventos de glaciação 

é o tempo, pois quanto mais tempo os organismos ficam isolados, maior é 

probabilidade de formarem populações com alta diversidade genética e/ou até mesmo 
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formação de espécies crípticas (Erwin,1981; Baggio et al., 2017). 

1.2 Relações Sistemáticas em Engraulidae  

Na região neotropical, uma das familias que experimentaram essas transições 

evolutivas é Engraulidae (Bloom & Lovejoy, 2012). A familia Engraulidae é de ampla 

distribuição não só nessa região, mas em várias partes do mundo, em regiões tropicais 

e subtropicais, onde são comumente conhecidos como anchovas e arenques (Nelson, 

2016). A família compreende 16 gêneros, com 179 espécies, distinguidas pela 

presença de um focinho proeminente, articulação mandibular localizada 

posteriormente na cabeça, escamas facilmente destacadas do corpo, ausência de 

linha lateral e espinhos em todas as nadadeiras (Whitehead et al., 1988; Nizinski & 

Munroe, 2002; Kullander & Ferraris, 2003; Fricke et al., 2022). A maioria dos 

representantes desta família são peixes planctívoros marinhos de pequeno a médio 

porte, que formam grandes cardumes em habitats próximos à costa (Nelson, 2016). 

No entanto, também inclui alguns gêneros que exibem notável diversidade no uso do 

habitat, abrangendo ambientes marinhos, estuarinos e de água doce, com grande 

diversidade trófica, como é o caso dos gêneros Anchoviella, Lycengraulis e 

Pterengraulis (Nelson, 2016). 

No que diz respeito aos aspectos filogenéticos, alguns representantes da 

família Engraulidae de água doce da América do Sul, são produtos de transição do 

ambiente marinho para o dulcícola,  ocorrida durante o Mioceno (Albert & Reis, 2011). 

Nesse contexto, se destaca o gênero Lycengraulis,  representado por quatro espécies 

(L. batesii, L. grossidens, L. figuereidoi e L. poey). A origem desse gênero é de água 

doce, na bacia Amazônica, sendo L. batesii considerado o táxon mais antigo, 

enquanto L. poeyi e L. grossidens mais recentemente, onde  retornaram ao ambiente 

marinho (Bloom & Lovejoy, 2012). Em relação ao outro táxon L. figueredoi, embora 

tenha sido descrito nos últimos anos, a sua posição filogenética ainda permanece 

desconhecida (Loeb et al., 2013). 

Dentre as quatro espécies, L. grossidens (Spix & Agassiz, 1829) é a que possui 

a maior distribuição ao longo da América do Sul, com ocorrência de Belize à Argentina 

(Fricke et al., 2022). É um táxon que possui uma diversidade ecológica altamente 
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plástica, uma vez que é encontrado em ambientes marinhos e estuarinos, migrando 

para os rios de água doce em épocas reprodutivas, o que sugere que guarda 

resquícios do seu estado ancestral (Mai & Vieira, 2013). É uma espécie principalmente 

piscívora, mas também é conhecida por se alimentar de crustáceos, moluscos e larvas 

de insetos (Fuster de Plaza & Boschi, 1961; Mai & Vieira, 2013). Ao longo da sua 

distribuição, populações de L. grossidens têm sido documentadas em épocas 

reprodutivas nas bacias do Amazonas, Orinoco, Paraná e Parnaíba (Fuster de Plaza 

& Boschi, 1961; Whitehead et al., 1988; Kullander & Ferraris, 2003; Mai & Vieira, 2013; 

Mai et al., 2014). Apesar de sua ampla distribuição, pouco ainda se sabe sobre os 

modos de recrutamento dessas populações no Atlântico Ocidental, onde adentram em 

diversos habitats (Mai & Vieira, 2013; Mai et al., 2014). 

Na porção sul da província marinha brasileira, Mai et al. (2016) detectaram duas 

populações, sendo uma residente exclusiva de água doce no rio Uruguai, e outra 

população panmítica estuarina, sendo esta última considerada a população que 

derivou há mais tempo das demais. Os autores sugerem que rotas de colonização 

continental associadas a conexões antigas entre as bacias Amazônica e do Paraná 

podem ter atuado na diversificação desse táxon, seguido por novas transições para a 

região costeira durante as flutuações do nível do mar (Mai et al., 2016). Já um outro 

estudo, baseado em caracteres morfológicos através de otólitos e dados merísticos 

detectou a presença de quatro populações diferentes ao longo da costa brasileira. 

Uma no litoral do Pará, outra no litoral do estado do Ceará ao litoral do Espírito Santo, 

a terceira entre os estados de São Paulo e Rio de Janeiro, e a última restrita à porção 

Sul, sendo distribuída entre os estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, o que 

tem sinalizado para a possível presença de espécies crípticas (Silva, 2006). 

Entretanto, essas informações não foram avaliadas no que diz respeito aos aspectos 

filogeográficos.  

1.3 Filogeografia  

        Há muito tempo abordagens moleculares vêm sendo empregadas para 

desvendar as histórias e padrões de biodiversidade (Avise, 2000). A filogeografia, por 

exemplo, foi proposta pela primeira vez por Avise e colaboradores na década de 80, 

e tinha como principal objetivo elucidar as relações genéticas entre populações 
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através do uso combinado de filogenias e conceitos biogeográficos (Avise, 2000). 

Sendo assim, a Filogeografia busca entender padrões e processos históricos que 

moldaram a distribuição e diversidade dos organismos, principalmente em grupos de 

ampla distribuição (Avise, 2000; Carpenter et al., 2011; DiBattista et al., 2013). 

        Estudos filogeográficos têm utilizado principalmente marcadores moleculares 

mitocondriais, ou seja, de herança materna, sem recombinação, e tamanho 

relativamente pequeno, quando comparado com o DNA nuclear (Arias et al., 2003). 

Além disso, possui alta taxa de mutação evolutiva, sendo assim uma boa fonte de 

informações genéticas para estudos (Zolet et al., 2017). Aliados aos marcadores 

mitocondriais, marcadores nucleares com informações biparentais também têm sido 

utilizados, para auxiliar na confirmação dos resultados dos mitocondriais, pois apesar 

de ter uma taxa de mutação menor, é capaz de identificar o monofiletismo dos grupos 

estudados (Rosa & Paiva, 2009). O uso do DNA mitocondrial combinado com 

marcadores nucleares cresceu nas últimas décadas, para a obtenção de informações 

complementares, pois dependendo da região do DNA mitocondrial, os padrões 

encontrados podem refletir processos mais recentes (Avise, 2009; Ducan et al., 2006). 

Por outro lado, os resultados obtidos com genomas nucleares podem refletir padrões 

mais antigos e recuperar a história de dispersão e vicariância de algumas linhagens 

(Silvério, 2010; Toews & Brelsford, 2012). 

Nas últimas décadas, a região mitocondrial, Citocromo Oxidase Subunidade I 

(COI), conhecida popularmente como DNA barcode, tem sido utilizada de forma 

abrangente na detecção de vários táxons e linhagens crípticas (Quattro et al., 2006; 

Almerón et al., 2018). Além disso, este marcador também tem sido usado para 

compreender as relações genealógicas através do tempo e do espaço, bem como em      

grupos filogeográficos (Jacobina et al., 2018, 2020). Aliado a este marcador, métodos 

de delimitação de espécies cada vez mais robustos vêm sendo utilizados para 

detecção de grupos monofiléticos e de espécies crípticas (Puillandre et al., 2012; 

Zhang et al., 2013; Lukhtanov, 2019; Zimmermann et al., 2021). 

Aliado a esse marcador mitocondrial, um marcador nuclear que vem sendo 

utilizado conjuntamente para essas abordagens filogeográficos é a rodopsina, que 

pertence à família das opsinas (Sevilla et al., 2007). A rodopsina é responsável por 
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capturar a luz visível ou capturar imagem, tendo comprimento de onda médio e genes 

sensíveis à coloração verde que são essenciais para vertebrados aquáticos, 

principalmente os peixes, pois viabiliza a busca de alimentos, parceiros e assegura 

relações interespecíficas e intraespecíficas (Chen et al., 2001; Sabbah et al., 2010). 

Esse gene foi utilizado para complementar as informações de sequências 

mitocondriais em análises populacionais de outras espécies de peixes (Larmuseau et 

al., 2009), bem como aplicado para inferência de estoques pesqueiros (Carvalho & 

Hauser 1994; Ovenden et al., 2015). Além disso, tem sido utilizado para entender os 

efeitos histoticos, atrelado as mudanças climáticas que alterou a profundidade de 

regiões costeiras e segregou algumas linhagens de peixes (Shum et al, 2015). 

 Mudanças eustáticas do nível do mar durante o Pleistoceno têm sido preditoras 

para entender possíveis cenários de isolamento e/ou diversificação em populações de 

peixes marinhos, estuarinos e de água doce na região Neotropical (Lovejoy et al., 

2006; Thomaz et al., 2018). Neste cenário, o comportamento distinto de L. grossidens 

na exploração de diferentes habitats (costeiros, estuarinos e de água doce), se torna 

um excelente modelo biológico para avaliar os efeitos historicos de suas populações 

ao longo da sua distribuição.  

Na presente dissertação, avaliamos a diversidade genética e filogenética de L. 

grossidens, utilizando dois marcadores moleculares, um mitocondrial (COI) e outro 

nuclear (Rodopsina), visando testar duas hipoteses. A primeiro cenário sugere que os 

efeitos dinâmicos no Pleistoceno, aliados à heterogeneidade da plataforma continental 

podem ter promovido o isolamento e diversificação em populações de L. grossidens 

ao longo da sua distribuição. O outro cenário seria mais antigo, baseado nas incursões 

marinhas do Mioceno, uma hipótese levantada por Mai et al. (2014), para explicar 

populações residentes de água doce altamente estruturadas no Sul do Brasil. Essa 

hipótese antiga sugere uma rota de conexão Amazônica com a bacia do Paraná. Para 

testar ambas as hipóteses, exemplares coletados em diferentes tipos de habitats 

(água doce, estuarino e marinhos) foram avaliados ao longo de sua ocorrência do 

Norte do Brasil ao Norte da Argentina. 
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RESUMO 

A plataforma continental da América do Sul foi exposta de diversas formas a 

mudanças eustáticas e isostáticas durante o Pleistoceno. Sua fisiografia foi modificada 

formando paleodrenagens que culminaram na conectividade entre ambientes 

aquáticos distintos, ou isolamento no passado, consequentemente afetando a 

distribuição dos organismos. Para avaliar esses efeitos históricos, espécies de ampla 

distribuição que habitam ambientes marinhos e estuarinos são excelentes preditores, 

principalmente quando se avalia os níveis de sua diversidade genética. No presente 

trabalho, analisamos a diversidade genética e filogenética de Lycengraulis grossidens, 

uma espécie plástica no uso múltiplo do habitat, de ampla distribuição na América do 

Sul. Para isso, utilizamos dois genes, um mitocondrial (Citocromo C Oxidase 

subunidade I) e um nuclear (Rodopsina). Os resultados de nossas análises foram 

congruentes, detectando a presença de três linhagens que diversificaram durante as 

eras glaciais e interglaciais no Pleistoceno. Sendo uma linhagem mais antiga, 

distribuída no extremo sul da sua distribuição, que divergiu há cerca de 400 mil anos, 

e que se concentra em águas mais frias. Já as outras duas linhagens divergiram mais 

recentemente, há 77 mil anos, uma é costeira de ampla distribuição do norte ao 

sudeste do Brasil, e outra mais restrita, com ocorrência na região do baixo rio São 
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Francisco, nordeste do Brasil (RSF). Esta última parece ter sido isolada pela mudança 

do curso do rio São Francisco em sua foz, aliado ao estreitamento da plataforma 

continental. Todos esses processos destacam as rotas evolutivas que L. grossidens 

experimentou durante a sua diversificação. Estes efeitos parecem ter sido moldados 

por processos climáticos, ecológicos e geomorfológicos durante o Pleistoceno, que 

culminaram em assinaturas genéticas profundas com linhagens enigmáticas ao longo 

da sua distribuição. 

Palavras-chave: Biogeografia, Dinâmica de Dispersão, Estruturação Genética, 

Flutuações Climáticas, Linhagens Enigmáticas, Paleodrenagem. 

3.1 INTRODUÇÃO 
 

Durante os períodos glaciais e interglaciais do Mioceno e Pleistoceno, 

ocorreram transgressões e regressões do nível do mar, que modificaram as regiões 

costeiras em sua fisiografia, influenciando a evolução da paisagem dos ecossistemas, 

alterando o curso de rios e a distribuição dos organismos (Brown & Lomolino, 1998; 

Loydell, 2007). Esses eventos provocaram profundos efeitos na dinâmica da 

biodiversidade, permitindo conexões aquáticas entre diferentes sistemas de água 

doce e o meio marinho (Lovejoy et al., 1998). Com o recuo do nível do mar, diferentes 

rios se conectaram em uma única bacia, conhecida por paleodrenagem, contudo, 

quando o nível do mar avançou limitou essa conexão (Lovejoy et al., 2006). No 

entanto, esses repetidos eventos podem ter fornecido caminhos para a transição 

evolutiva e diversificação em muitos organismos aquáticos (Hubert & Renno, 2006). 

As incursões quanto as regressões marítimas podem também ter funcionado como 

barreiras para a dispersão de algumas espécies, fragmentando sua distribuição 

anteriormente contínua, levando à especiação vicariante (Lovejoy et al., 2006; Cooke 

et al., 2011).  

Nas regiões costeiras, as extensões das plataformas continentais são 

preditoras desse contato entre os organismos de diferentes ambientes aquáticos 

(Weitzman et al., 1988; Beheregaray et al., 2002). Nesse sentido, durante o baixo nível 

do mar, regiões mais extensas da plataforma, forneceram áreas mais amplas para 

manutenção do fluxo gênico entre habitats estuarinos e de água doce, ao passo que 
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em regiões mais estreitas da plataforma, o fluxo gênico foi limitado (Thomaz et al., 

2015; Baggio et al., 2017). Assim, possíveis isolamentos e/ou reconexões entre 

faunas aquáticas, com detecções de contato secundário, são tidos como grandes 

promotores para uma possível diversificação por pulso (Erwin,1979,1981,1985; Halas 

et al., 2005; Baggio et al., 2017). 

No Atlântico Ocidental, mais especificamente na América do Sul, a plataforma 

continental é extensa e heterogênea (Coutinho, 2005). As regiões Norte e Sul 

possuem as maiores extensões com 330 km e 380 km, respectivamente, enquanto as 

outras regiões têm aproximadamente 90 km. Com relação à profundidade, a região 

Sul é a maior (60m a 180m), enquanto o Norte apresenta profundidade média (75m a 

80m) e o Nordeste do Brasil a menor (40m a 80m) (Coutinho, 2005; Goes & Ferreira 

Jr., 2011; Vital et al., 2010). Devido a essa heterogeneidade, essa plataforma 

continental foi exposta de forma variada durante os ciclos glaciais, permitindo contato 

e/ou isolamento entre organismos de diferentes habitats aquáticos, podendo ter 

promovido a diversificação ou estruturação populacional das espécies nesses 

ambientes estuarinos e costeiros (Baggio et al., 2017). Além disso, durante os 

períodos glaciais e interglaciais, ocorreram diferenças na temperatura da água, 

salinidade e nos sistemas de correntes marítimas, que podem ter contribuído para a 

diferenciação genética dos organismos marinhos (Bowen et al., 2013; Gaggiotti et al., 

2009; White et al., 2010). Nesse contexto, fatores históricos e ecológicos podem ter 

moldado essa diversidade na região do Atlântico Sul.  

Nessa região, uma das famílias que se diversificaram na transição do ambiente 

marinho para o de água doce foi Engraulidae, ocorrida durante o Mioceno (Albert & 

Reis, 2011). Dentre os representante da família, o gênero Lycengraulis  se destaca, 

por apresentar espécies em ambientes marinhos, estuarinos e de água doce (Mai & 

Vieira, 2013). Atualmente, o gênero apresenta quatro espécies válidas: L. batesii 

(Gunther, 1868), L. figuereidoi (Loeb & Alcântara, 2013), L. grossidens (Spix & 

Agassiz, 1829) e L. poeyi (Kner, 1863). Lycengraulis batesii e L. figuereidoi são 

espécies de água doce, com ocorrência na bacia Amazônica, já L. grossidens e L. 

poeyi são espécies de ampla distribuição em regiões marinhas, com L. poeyi 

ocorrendo na costa do Pacífico e L. grossidens ocorrendo ao longo da costa leste da 
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América do Sul (Mai & Vieira, 2013).  

Lycengraulis grossidens é uma espécie diádroma que se distribui de Belize à 

Argentina, em drenagens costeiras da América do Sul (Whitehead et al., 1988). Possui 

uma alta vagilidade e plasticidade no uso múltiplo do habitat, apresentando 

populações de água doce, estuarinas e marinhas (Mai & Vieira, 2013; Fricke et al., 

2022). Esse táxon parece ser capaz de reproduzir-se tanto em ambientes de água 

doce, quanto estuarinos, entretanto, não há registro de desova no ambiente marinho 

(Mai & Vieira, 2013). Alguns registros populacionais têm sido documentados para essa 

espécie no Atlântico Sul, com populações residentes estuarinas e residentes de água 

doce ao longo da sua distribuição, bem como populações que migram para algumas 

bacias, como tem sido documentado no Amazonas, Orinoco, Paraná e Parnaíba 

(Fuster de Plaza & Boschi, 1961; Whitehead et al., 1988; Kullander & Ferraris, 2003; 

Mai et al., 2012; Mai & Vieira, 2013; Fricke et al., 2022). 

Análises morfológicas baseadas em informações merísticas e de otólitos têm 

apontado para a presença de quatro populações na costa brasileira: sendo uma 

ocorrendo no Pará, outra com indivíduos distribuídos entre os estados do Ceará e 

Espírito Santo, outra entre o Rio de Janeiro e São Paulo e a última entre Santa 

Catarina e Rio Grande do Sul (Silva, 2006). Já o estudo de genética de populações 

realizado por Mai et al. (2016), na porção sul do Brasil, identificou duas populações 

distintas da espécie, uma residente de água doce, ocorrendo na bacia do rio Uruguai, 

e uma outra estuarina/marinha residente ao longo da costa do Sul do Brasil. Além da 

diversidade no uso múltiplo do habitat e das diferenciações morfológicas e genéticas 

até agora detectadas, muitas controvérsias ainda se perpetuam sobre esse táxon, 

como, por exemplo, seus modos de vida e recrutamento (Mai & Vieira, 2013), além da 

diversidade genética ao longo de toda a sua distribuição (Mai et al., 2016). Por ser 

uma espécie costeira, com grande capacidade de adentrar em ambientes estuarinos 

e de água doce em épocas reprodutivas, esse táxon se torna um modelo ideal para 

avaliar a sua diversidade genética e coesão evolutiva ao longo da sua distribuição.  

No presente trabalho, avaliamos a diversidade genética e filogenética de L. 

grossidens, visando abordar as seguintes questões: Existem diferentes linhagens 

genéticas ao longo de toda sua distribuição? O fluxo gênico das populações de água 
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doce são restritos, se comparados a população do litoral conforme registrado 

anteriormente por Mai et al. (2016)? Qual o papel historico das oscilações do nível do 

mar na diversificação das populações de L. grossidens?  

3.2. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.2.1 Área de Estudo 

Foram obtidas 40 amostras de tecidos de peixes da coleção ictiológica da 

Universidade Federal do Rio Grande (FURG), 14 amostras da coleção de tecidos do 

Instituto de Biociências/UNESP - Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, 

Botucatu-SP e 7 amostras da coleção ictiológica de tecidos da Universidade Federal 

do Rio Grande do Norte (UFRN) (para mais informações detalhadas acessar a tabela 

suplementar). Além disso, foram coletados 40 indivíduos na região do baixo rio São 

Francisco (Penedo-AL) e na sua foz (Piaçabuçu-AL). Os espécimes coletados em 

Penedo e Piaçabuçu foram obtidos com rede de arrasto, sendo posteriormente 

levados para o Laboratório de Ictiologia e Conservação da Universidade Federal de 

Alagoas em Penedo - AL para serem extraidas amostras de tecido muscular ou de 

nadadeiras, as quais foram posteriormente conservadas em etanol 100%. Para 

complementar nossas amostras, acessamos 18 sequencias georreferenciadas de COI 

depositadas na plataforma Bold Systems. No total, foram obtidas 119 amostras de 

COI ao longo da distribuição de L. grossidens, provenientes de diferentes habitats 

(Figura 1): 47 marinhas, 44 estuarinas e 28 dulcícolas. Adicionalmente, foram obtidas 

sequências do gene nuclear Rodopsina de um subconjunto de 13 amostras que 

representavam os filogrupos identificados com base nos resultados do mtDNA. 

3.2.2 Extração de DNA, PCR e sequenciamento 

Os procedimentos de extração do DNA genômico total dos tecidos foram 

realizados utilizando o Kit Promega® (Wizard® Genomic DNA Purification Kit), 

seguindo o protocolo do fabricante com algumas modificações. Do material extraído 

foi realizada a quantificação por pares de base (pb), através de visualização em gel 

de agarose a 0,8%, ou a concentração no espectrofotômetro, levando em 

consideração valores entre 10 e 20 ng/ul para o mitocondrial e valores a partir de 50 

ng/ul para o nuclear. Em seguida foram amplificados fragmentos de DNA mitocondrial 
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(COI) utilizando os primers FishF1 e FishR1, FishF2 e FishR2 (Ward et al., 2005), e 

fragmentos do DNA nuclear (Rhod) utilizando os primers Rod-F2w e Rod-R4n (Sevilla 

et al., 2007). O volume final do MIX para a PCR do gene mitocondrial foi de 15 µl, 

sendo: 8,5 µl de H2O milliQ, 2,4 µl de dNTPs, 1,5 µl de tampão 1X de polimerase 

Platinum Taq (Invitrogen), 0,6 µl de MgCl2, 0,6 µl de cada primer, 0,12 µl de Taq 

Polimerase e 0,6 µl de DNA molde. Quando necessário, o MIX foi suplementado com 

1 µl de BSA a 1 µg/µL, sendo descontado 1 µl de H2O milliQ para continuar com o 

volume final de 15 µl. Para a PCR do gene nuclear o volume final foi de 25 µl, sendo: 

20,8 µl de PCR Master Mix (Promega ®), 1 μl de cada primer (10 mM), 0,2 μl de 1U 

Taq Polimerase e 2 µl de DNA molde. As condições de amplificação seguiram uma 

etapa inicial de desnaturação do DNA a 95°C por 5 min, depois 35 ciclos de 

desnaturação a 94°C por 30 s, temperatura de anelamento por 30 s (ver abaixo) e 

72°C por 35 s, extensão a 72° C por 1 min, seguido de uma extensão final a 72°C por 

7 min e 20°C por 2 min. As temperaturas de anelamento foram as seguintes: 55-57°C 

para o COI e 56°C para a Rhod. 

Os produtos de PCR foram purificados seguindo o protocolo de precipitação 

com polietilenoglicol 20% (PEG) (Sambrook et al., 1989) e direcionados para o 

sequenciamento, usando a mesma amplificação dos primers no Centro de Pesquisas 

Gonçalo Moniz - Fiocruz em Salvador-BA.  

3.2.3 Análise dos dados 

As sequências foram editadas no software Geneious (Kearse et al., 2012), onde 

também foram alinhadas através do método Clustal Omega. Para o gene nuclear 

Rodopsina os sítios heterozigotos foram codificados com base no código da IUPAC. 

Posteriormente, foi utilizado o algoritmo PHASE (Stephens et al., 2001) pelo DnaSP v 

6.0 (Rozas et al., 2017) para obtenção da fase gamética dos indivíduos. O número de 

haplótipos (H), diversidade haplotípica (Hd), número de sítios polimórficos (Nsp) e 

diversidade nucleotídica (π) foram obtidos através do software DnaSP v 6.0 (Rozas et 

al., 2017). Foram obtidas redes de haplótipos para cada gene no software Pop Art 

(Leigh & Bryant, 2015).  

 Uma reconstrução filogenética foi realizada com o gene COI, incluindo todas 

as amostras de L. grossidens, e sequências de L. batesii (Günther, 1868) como grupo 
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externo, por meio de Inferência Bayesiana (BI) no software MrBayes (Ronquist et al., 

2012) no CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010). Foi utilizado o modelo 

evolutivo GTR+I+G, conforme estimado pelo MrModeltest 2.2 (Nylander, 2004),com 

base no critério de informação de Akaike (AIC). Foram implementadas duas corridas 

independentes com 10 milhões de gerações, amostrando a cada 1.000 árvores. A 

convergência das cadeias de Markov foi inspecionada visualmente no Tracer 1.6 

(Drummond et al., 2012), atestando que todos os valores de ESS estivessem acima 

de 200. Descartamos os primeiros 25% das gerações (burn-in), combinando as 

árvores restantes para obter uma árvore consenso, a qual foi visualizada no FigTree 

v1.4.1 (Rambaut, 2009).  

Adicionalmente, foram utilizados métodos de delimitação para avaliar a 

existência de linhagens crípticas, um método de distância, o Assemble Species by 

Automatic Partitioning (ASAP) (Puillandre et al., 2021) e um método filogenético, o 

Modelo General Mixed Yule-Coalescent (GMYC) (Pons et al., 2006), para o qual foram 

utilizadas as árvores ultramétricas gerada no BEAST 1.8.4 (Drummond & Rambaut, 

2007) com o modelo Yule Speciation prior, enquanto para o ASAP utilizamos o 

alinhamento do COI e o modelo evolutivo Kimura (K80) ts/tv 2.0. 

Uma análise de estrutura populacional espacial de L. grossidens com base no 

gene COI foi implementada no pacote Geneland 4.9.2 (Guillot et al., 2005). Esta 

análise de estrutura populacional bayesiana utiliza um algoritmo de agrupamento a 

partir de uma matriz de genótipos, para explorar a atribuição individual sob um modelo, 

e recupera a melhor configuração de grupos genéticos que minimiza o desvio do 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (Guilliot, Santos & Estoup, 2008; Pritchard et al., 2000). 

Executamos 500.000 iterações de Cadeia Markov Monte Carlo (MCMC), amostrando 

a cada 500 passos, com um burn-in de 10%, avaliando a probabilidade de 

agrupamento de k=1–5. A partir do resultado da distribuição posterior, 

confeccionamos um mapa de isoclinas de probabilidade de arranjo populacional para 

cada população ou cluster. Além disso, implementamos para o COI uma Análise de 

Variância Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) para verificação da estruturação 

entre populações com o software Arlequin v3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). Nessa 

análise, somente localidades com duas ou mais amostras foram utilizadas. A 
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significância estatística da análise foi obtida com 1.000 permutações.  

Para estimar os tempos de divergência entre as linhagens, combinamos 

informações de todas as árvores dos genes COI e Rhod em uma única árvore, 

implementando uma abordagem Bayesiana de coalescência multiespécies, usando o 

método árvore de espécies no BEAST 2.6.3 (Drummond et al., 2012). Para isso, 

geramos o arquivo de entrada no BEAUTi, considerando os dois marcadores. As 

linhagens de mtDNA foram consideradas como possíveis espécies na análise. O 

modelo de melhor ajuste para cada locus foi estimado pelo MrModeltest 2.2 (Nylander, 

2004): COI – GTR+I e Rhod – HKY+G. Como não existem fósseis disponíveis para o 

grupo, usamos a taxa de substituição para o COI de 0.01 mutação/sítio/milhão ano 

(Thomaz et al., 2015) e para a Rhod foi estimado pelo BEAST, usando um prior 

exponencial default com o prior strict clock. Realizamos duas corridas independentes 

com 100 milhões de gerações de MCMC cada, amostrando a cada 10.000 gerações 

e usando 10% de burn-in. Verificamos a convergência entre as execuções usando o 

Tracer v1.6, garantindo que os valores de ESS fossem superiores a 200 para todos 

os parâmetros. As árvores resultantes foram combinados, usando TreeAnnotator. 

Visualizamos a árvore de consenso e as árvores amostradas posteriormente no 

DensiTree 2.2.1 (Bouckaert & Heled, 2014). 

Realizamos uma análise para avaliar o tamanho efetivo populacional ao longo 

do tempo,  com base nos loci nuclear e mitocondrial utilizando o Extended Bayesian 

Skyline plot (EBSP), no BEAST 2.6.3 (Drummond et al., 2012; Bouckaert et al., 2014) 

para cada um dos grupos mitocondriais aferidos. Para isso, foi criado um arquivo de 

entrada no BEAUTi,  onde foi definido o modelo de substituição HKY para os dois 

genes. A taxa de mutação foi a mesma aplicada na inferência da árvore de espécies. 

Logo após foi selecionado um número de 100.000.000 de cadeias de Markov (MCMC), 

amostradas a cada 10.000 gerações e com um burn-in de 10%. A visualização das 

convergências das cadeias de Markov foi feita no Tracer 1.6 (Drummond et al., 2012). 

Todos os valores visualizados tiveram o ESS> 200. Os gráficos do EBSP foram 

plotados utilizando o script EBSP plot no R. 
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3.3 RESULTADOS 

3.3.1 Diversidade Genética, Análises Filogenética e Delimitação de Espécie 

No total, foram obtidas 119 sequências de L. grossidens para o gene COI (550 

pb) e 13 amostras para o gene Rhod (391 pb). Para o gene COI foram detectados 36 

sítios polimórficos, distribuídos em 23 haplótipos (Hd= 0.874 e π= 0.015). Enquanto 

para a Rodopsina, foram detectados 8 sítios polimórficos distribuídos em 5 haplótipos 

(Hd= 0.808 e π= 0.0097). A rede de haplótipos com dados de mtDNA recuperou três 

haplogrupos, sendo eles: (01) grupo A com indivíduos continentais de água doce, 

estuarinos e marinhos distribuídos de Santa Catarina até a Argentina (SUL), o grupo 

B com indivíduos estuarinos e de água doce exclusivamente do Rio São Francisco 

(RSF) e o outro grupo C com indivíduos marinhos distribuídos do Pará até São Paulo, 

que se encontram em simpatria com indivíduos do estuário do Rio São Francisco 

(COSTA) (Figura 1).  A rede de haplótipos do gene nuclear recuperou parcialmente a 

estrutura do mitocondrial, pois recuperou compartilhamento de haplótipos entre os 

grupos COSTA e RSF (Figura 1).    
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Figura 1. Mapa das localidades das amostras de L. grossidens ao longo da costa da América 
do Sul. À direita: Rede de haplótipos com o gene COI; o grupo A refere-se ao haplogrupo 
SUL, o grupo B ao RSF e o grupo C ao haplogrupo do COSTA. À esquerda: Rede de 
haplótipos da região nuclear Rhod; o grupo D reúne os indivíduos da COSTA e RSF, e o grupo 
E reune indivíduos do SUL. Os traços entre os haplótipos representam os passos de 
mutações.  

A reconstrução filogenética baseada em dados de mtDNA corroborou os 

resultados evidenciados pela rede de haplótipos, apontando para a presença de três 

clados bem suportados: (1) Clado COSTA, (2) Clado RSF e (3) Clado SUL (Figura 2).  

Com relação aos métodos de delimitação de espécie, os dois apontaram para a 

presença de três linhagens distintas ao longo da distribuição de L. grossidens na 

América do Sul. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Topologia obtida por inferência Bayesiana baseada em mtDNA. Os números nos 
nós representam valores de probabilidade posteriores. As letras A, B e C representam o 
agrupamento das linhagens, sendo o grupo A referente aos indivíduos do haplogrupo SUL, o 
grupo B aos indivíduos do haplogrupo RSF e o grupo C indivíduos do haplogrupo COSTA.  
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A análise de estrutura genética espacial (Figura 3) recuperou três grupos genéticos 

ao longo da distribuição da espécie, com probabilidade de assinalamento dos 

indivíduos em cada umas das populações de 0,66. Um primeiro agrupamento (Fig. 

3A) reuniu indivíduos continentais e marinhos localizados mais ao sul, representados 

pelas localidades de Santa Catarina até o norte da Argentina. O segundo agrupamento 

(Fig. 3B) alocou indivíduos marinhos, representando localidades do Norte do Brasil 

até o estado de São Paulo, e o terceiro agrupou indivíduos de água doce e estuarinos 

coletados estritamente no Rio São Francisco (Fig. 3C). 

             

Figura 3. Estrutura genética populacional espacial de L. grossidens obtida pelo Geneland. À 
esquerda, gráfico com a densidade da verossimilhança marginal para cada k. Nos mapas, os 
pontos pretos representam as localidades amostradas, e as cores indicam a probabilidade de 
pertencer ao cluster inferido, sendo o vermelho maior probabilidade e o amarelo menor 
probabilidade: (A) grupo SUL, com localidades de Santa Catarina ao Norte da Argentina, (B) 
grupo COSTA, com localidades ao longo da costa e (C) grupo RSF com localidades no Rio 
São Francisco. Os números no eixo x indicam as coordenadas de latitude e no eixo y as 
coordenadas de longitude. 

 

Os resultados da AMOVA com base nos dados de mtDNA foram utilizados para 

determinar os níveis de estruturação genética em L. grossidens. Os resultados obtidos 

indicaram a existência de diferenciação genética, com maior variabilidade genética 

entre os grupos (80.39%) do que dentro das localidades (14.54%) (Tabela 1).  
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Tabela 1. Análises de variância molecular (AMOVA) em L. grossidens.  

Source of variation D.F Variance     
componentes 

Variation %   ᶲ 

Among groups 2 4.88899 Va 80.39 ᶲCT 0.80390 

Among localites within 
groups 

15 0.30839 Vb 5.07 ᶲST 0.85461 

Within localites 94 0.88419 Vc 14.54     

Total 111 6.08157       

3.3.2 Árvore multiespécie e Tempo de divergência 

A árvore de multiespécies mostrou relações semelhantes às recuperadas na 

filogenia do mtDNA, com forte suporte para os nós (Figura 4). A estimativa do tempo 

de divergência indicou que a divisão inicial para as linhagens de L. grossidens (SUL 

divergindo das demais) foi há cerca de 400 mil anos e a divergência mais recente 

entre RSF e COSTA foi datada de 77 mil anos atrás (Figura 4).  

 

Figura 4. Cronograma da árvore coalescente multiespécies a partir dos conjuntos de dados 
mitocondriais e nucleares: A (SUL-1) e B (COSTA-2 e RSF-3). Os números nos nós 
representam alta densidade posterior e as linnhas cinzas os tempos de divergência (ka) entre 
os clados. Linhas esmaecidas representam cada árvore amostrada, enquanto a árvore de 
consenso é representada pela linha azul grossa.  
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3.3.3 Demografia histórica  

O Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) (Figura 5) revelou sinal de expansão 

populacional no final do Pleistoceno em todos grupos de L. grossidens. 

Figura 5. Extended Bayesian skyline plot. Indicação das mudanças estimadas no tamanho 

populacional efetivo sobre o tempo das populações de L. grossidens. A linha tracejada 

representa a estimativa mediana, enquanto as marcações em cinza representam os intervalos 

95% highest-posterior-density (HPD). A primeira refere-se à população da COSTA, a segunda 

à população do RSF e a última à população do SUL. 

 

3.4 DISCUSSÃO 

Barreiras ao fluxo gênico desempenham um papel fundamental na dinâmica da 

genética de populações, promovendo diferenciação genética e estruturação 

filogeográfica (Avise, 2000). Nesse contexto, é extremamente importante conhecer os 

processos atuais e históricos que moldam essa variação, uma vez que essas 

informações auxiliam na gestão dos recursos genéticos naturais. As nossas análises 

filogeograficas foram congruentes, conseguindo discriminar efetivamente a presença 

de três linhagens de L. grossidens, distribuídos no Atlântico Ocidental. No geral, foi 

possível observar uma linhagem costeira de ampla distribuição do norte ao sudeste 

do Brasil (COSTA), uma outra linhagem na região sul da costa brasileira ao norte da 

Argentina (SUL), e uma mais restrita com ocorrência na região do baixo rio São 

Francisco, no nordeste do Brasil (RSF). Interessantemente, foi detectado 
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representantes da linhagem da COSTA e RSF em simpatria na foz do rio São 

Francisco. 

As estimativas de tempo de divergência apontam para uma diversificação 

recente, que ocorreu durante as flutuações climáticas no Pleistoceno, e que a 

distribuição atual pode ser fruto de um possível contato secundário entre as 

populações do RSF e COSTA. Em ambientes marinhos, muitas são as possibilidades 

de restrição ao fluxo gênico, seja por distância geográfica, por diferença de salinidade 

e temperatura, ou até mesmo por efeitos provocados por processos históricos, como 

as mudanças climáticas nas eras glaciais (Cowen et al., 2000). Estes processos 

podem restringir o fluxo gênico, levando a uma divergência parcial ou total entre 

populações (Gaither et al., 2011). Um outro fator que pode também moldar essas 

diferenciações populacionais, pode ser a extensão da plataforma continental, visto 

que plataformas menores limitaram a manutenção do fluxo gênico no Pleistoceno 

(Thomaz et al., 2015). Enquanto em plataformas maiores, os seus efeitos foram 

contrários, promovendo a conectividade entre as populações marinhas (Baggio et al., 

2017).  Silva et al. (2016), verificou que à plataforma continental do nordeste brasileiro 

serviu como barreira à dispersão entre populações de Bagre bagre (Ariidae), devido a 

ser extremamente curta, quando comparada às outras regiões da América do Sul. 

Esta maior exposição, limitou a dispersão de suas populações. Do mesmo modo, um 

estudo filogeografico entre as populações de Atherinella brasiliensis (Atherinopsidae), 

nos estuários do nordeste ao sul do Brasil, realizado por Baggio et al. (2017), 

verificaram que bacias da região costeira do nordeste brasileiro permaneceram 

isoladas durante os períodos de baixo nível do mar, promovendo maior diferenciação 

genética. Nesse caso, o isolamento durante os máximos glaciais e posterior contato 
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secundário parece também ter atuado nas populações de L. grossidens, 

principalmente no nordeste do Brasil.  

As análises do tamanho efetivo populacional ao longo do tempo, detectaram 

expansão populacional nas três linhagens de L. grossidens no final do Pleistoceno. 

Estudos demográficos em peixes tem revelado uma estreita relação desses eventos 

com processos históricos, como, por exemplo, relacionados aos períodos de 

glaciações do Quaternário (Silva et al., 2016). Quando as regressões do nível do mar 

chegaram a cerca de 130 m abaixo do nível atual em algumas regiões da América do 

Sul, estas culminaram em uma perda significativa de habitat e, consequentemente, 

restrições ao fluxo gênico (Fairbanks, 1989; Fauvelot et al., 2003; Clark et al., 2009; 

Silva et al., 2016). Entretanto, esses resultados devem ser interpretados com cautela 

devido ao largo intervalo de confiança nas nossas análises. 

O tempo de divergência segundo as nossas análises entre as linhagens da 

COSTA e do RSF é recente, aproximadamente 77 mil anos. Esse período coincide 

com pelo menos dois eventos de Máximos Glaciais, quando o mar recuou e expôs 

cerca de 92% da plataforma continental (Ludt & Rocha, 2015), podendo indivíduos da 

população da costa terem ficado isolados em regiões do rio São Francisco e 

posteriormente terem sido reconectados. Durante o Pleistoceno, a foz do rio São 

Francisco mudou de curso, possivelmente, podendo ter gerado um novo habitat, que 

pode ter levado representantes do clado do RSF a se diferenciar. Uma pequena 

mudança na foz do RSF foi documentada no passado, por estudos geomorfológicos, 

que verificaram que anteriormente o RSF drenava para algumas bacias costeiras, 

como o Itapicuru (BA) ou rio Vaza-Barris (SE) (Kinh, 1957; Mescolotti, 2021). Da 

mesma forma, os pequenos deslocamentos causados pelo abandono dos vales do rio 
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Vaza-Barris/Itapicuru até a posição atual, poderiam também ter moldado 

geneticamente os habitantes que viviam em sua foz, gerando os padrões genéticos 

de L. grossidens aqui detectados. A conectividade histórica da foz dos rios ou o seu 

isolamento pode ter propiciado conexões genéticas em plataformas continentais 

maiores e isolamento em plataformas menores, ocasionando estruturação e posterior 

contato secundário (Dias et al. 2014, Albert et al., 2017).  Este último cenário parece 

ser o mais plausível para explicar essa população restrita e mais estruturada no baixo 

rio São Francisco, que diverge geneticamente da população do litoral em 1.7%, como 

apontado em um estudo anterior realizado para a família Engraulidae (Vicente et al., 

2020). Ademais, poderíamos levantar a hipótese de que a mudança do curso do rio 

São Francisco, em sua foz, pode ter funcionado como uma barreira temporária, 

conduzindo a divergência populacional dessa linhagem. Processos como esses já 

foram detectados em outros estudos para diferentes organismos (Lanna et al., 2020; 

Thomé et al., 2021). Por outro lado, a população costeira e mais amplamente 

distribuída pode ser explicada pela ação da corrente sul equatorial ou brasileira, que 

tem a capacidade de proporcionar uma alta dispersão larval ou a migração de adultos, 

gerando uma alta conectividade genética das espécies com ocorrência nessa região, 

conhecida como provincia Brasileira (Eble et al., 2011; Luiz et al., 2012; Wieman et 

al., 2014).  

A linhagem SUL foi a primeira a divergir das demais, há cerca de 400 mil anos, 

antes da separação da população da COSTA e do RSF. Nessa região a plataforma 

continental é maior, o que pode ter propiciado uma manutenção ao fluxo gênico, 

evitando uma fragmentação de populações na região Sul. Essa linhagem encontra- 

se dentro da província Argentina, marcada por águas mais frias (Briggs & Bowen, 
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2012; Cord et al., 2022). Nessa província, pode ser observado o encontro das 

correntes das Malvinas com a corrente Brasileira, formando uma clina térmica, que 

pode ter gerado um local de quebra filogeográfica entre essas populações, como tem 

sido reportado em outros estudos (Peterson & Stramma, 1991; Beheregaray & Levy, 

2000; Rodrigues et al., 2014). Na região de Santa Catarina e no Rio Grande do Sul 

existe um sistema dinâmico com vários estuários, intercalados com áreas de mar 

aberto, com diferenças de salinidade e temperatura. Estes fatores ecológicos podem 

estar atuando como uma barreira ao fluxo gênico da população mais ao Sul com a 

linhagem de ampla distribuição com ocorrência na província brasileira (Briggs & 

Bowen, 2012). Esta quebra ao fluxo gênico tem sido documentada em algumas 

espécies de peixes (Beheregaray & Levy, 2000; Rodrigues et al., 2014) e crustáceos, 

nessa zona de transição de águas mais quentes com águas mais frias (Weber & Levy, 

2000). Estudos com essas abordagens, avaliando representantes de Engraulidae no 

Atlântico Norte, tem reportado diferenciações populacionais relacionados à 

temperatura da água (Silva et al., 2014). Além disso, outros processos ecológicos 

relacionados às diferenças de salinidade, principalmente entre populações que 

transitam entre ambientes marinhos e de água doce (Nynatten, 2015), também já 

foram documentados para essa mesma espécie (Mai et al., 2016).  

 

 

 

 



 

43 
 

Considerações Finais 

Nossos dados revelaram a presença de três linhagens enigmáticas de L. 

grossidens ao longo da distribuição da espécie na América do Sul. Nesse cenário, 

destacamos os efeitos climáticos no Pleistoceno, que moldaram essa diversidade ao 

longo da sua distribuição, gerando possíveis rupturas genéticas e contatos 

secundários. A heterogeneidade da plataforma continental parece ter moldado essa 

diversidade, principalmente na costa Nordeste, gerando vicariância e uma posterior 

dispersão. Além dos processos históricos, fatores ecológicos podem ter isolado a 

linhagem do Sul da outra linhagem de ampla distribuição na costa do Brasil, 

possivelmente atrelados aos efeitos da temperatura da água. Todas essas 

informações destacam as rotas evolutivas que L. grossidens experimentou durante o 

Pleistoceno, que culminaram em assinaturas genéticas profundas ao longo de sua 

distribuição. Nesse contexto, sugerimos para estudos futuros, abordagens 

integrativas, incluindo análises morfológicas e genômicas para avaliar o status 

taxonômico dessas linhagens e seus níveis de expressão gênica em diferentes 

habitats. 
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Material Suplementar 
Tabela S1. Localidade e tipo de ambiente para amostras de amplificação para o COI 

ESPÉCIE LATITUDE LONGITUDE MUNICIPIO/ESTADO CODIGO AMBIENTE BOLD 

L. grossidens -30.17 -51.23 Barra do Ribeiro/RS 25536 Freshwater  

L. grossidens -23.82 -46.01 Bertioga/SP 40507 Marine  

L. grossidens -23.82 -46.01 Bertioga/SP 40584 Marine  

L. grossidens -9.97 -37.08 Gararu/SE 48779 Freshwater  

L. grossidens -3.74 -38.44 Fortaleza/CE 80276 Marine  

L. grossidens -3.74 -38.44 Fortaleza/CE 80277 Marine  

L. grossidens -26.99 -48.62 Balneário Camboriú/SC 73238 Marine  

L. grossidens -26.99 -48.62 Balneário Camboriú/SC 73239 Marine  

L. grossidens -7.77 -34.89 Itapissuma/PE 84723 Marine  

L. grossidens -0.80 -46.59 Bragança/PA 83666 Marine  

L. grossidens -9.68 -35.74 Maceio/AL 84909 Marine  

L. grossidens -9.68 -35.74 Maceio/AL 84910 Marine  

L. grossidens -13.36 -38.93 Valença/BA 90287 Marine  

L. grossidens -13.36 -38.93 Valença/BA 90286 Marine  

L. grossidens -5.75336 -35.204 Natal/RN 4466_RN Marine  

L. grossidens -5.75336 -35.204 Natal/RN 4467_RN Marine  

L. grossidens -5.75336 -35.204 Natal/RN 4468_RN Marine  

L. grossidens -5.75349 -35.203 Natal/RN 4748_RN Marine  

L. grossidens -5.75349 -35.203 Natal/RN 4749_RN Marine  

L. grossidens -5.75349 -35.203 Natal/RN 4750_RN Marine  

L. grossidens -5.75349 -35.203 Natal/RN 4751 RN Marine  

L. grossidens -32.2074 -52.172 Rio Grande/RS 200 RS Marine  

L. grossidens -32.2074 -52.172 Rio Grande/RS 201 RS Marine  

L. grossidens -32.2074 -52.172 Rio Grande/RS 203 RS Marine  

L. grossidens -32.2074 -52.172 Rio Grande/RS 204 RS Marine  

L. grossidens -24.6827 -47.563 Iguape/SP 224 SP Estuarine  

L. grossidens -24.6827 -47.563 Iguape/SP 225 SP Estuarine  

L. grossidens -24.6827 -47.563 Iguape/SP 227 SP Estuarine  

L. grossidens -24.6827 -47.563 Iguape/SP 237 SP Estuarine  

L. grossidens -24.6827 -47.563 Iguape/SP 238 SP Estuarine  

L. grossidens -24.6827 -47.563 Iguape/SP 239 SP Estuarine  

L. grossidens -24.6827 -47.563 Iguape/SP 240 SP Estuarine  

L. grossidens -24.6827 -47.563 Iguape/SP 241 SP Estuarine  

L. grossidens -24.6827 -47.563 Iguape/SP 242 SP Estuarine  

L. grossidens -2.90762 -41.426 Cajueiro/PI 452 PI Marine  

L. grossidens -2.90762 -41.426 Cajueiro/PI 453 PI Marine  

L. grossidens -2.90762 -41.426 Cajueiro/PI 454 PI Marine  
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L. grossidens -2.90762 -41.426 Cajueiro/PI 467 PI Marine  

L. grossidens -2.90762 -41.426 Cajueiro/PI 472 PI Marine  

L. grossidens -2.90762 -41.426 Cajueiro/PI 495 PI Marine  

L. grossidens 0.13 -49.54 Belém/PA 555_PA Estuarine  

L. grossidens -34.7785 -55.396 Maldonado/URU 642 URU Estuarine  

L. grossidens -34.7785 -55.396 Maldonado/URU 643 URU Estuarine  

L. grossidens -34.7785 -55.396 Maldonado/URU 644 URU Estuarine  

L. grossidens -34.7785 -55.396 Maldonado/URU 645 URU Estuarine  

L. grossidens -34.7785 -55.396 Maldonado/URU 646 URU Estuarine  

L. grossidens -34.7785 -55.396 Maldonado/URU 647 URU Estuarine  

L. grossidens -29.7581 -57.103 Uruguaiana/RS 792 RS Freshwater  

L. grossidens -29.7581 -57.103 Uruguaiana/RS 793 RS Freshwater  

L. grossidens -29.7581 -57.103 Uruguaiana/RS 794 RS Freshwater  

L. grossidens -29.7581 -57.103 Uruguaiana/RS 796 RS Freshwater  

L. grossidens -12.8167 -38.717 Salvador/BA 826 BA Estuarine  

L. grossidens -12.8167 -38.717 Salvador/BA 831 BA Estuarine  

L. grossidens -12.8167 -38.717 Salvador/BA 834 BA Estuarine  

L. grossidens -12.8167 -38.717 Salvador/BA 838 BA Estuarine  

L. grossidens -12.8167 -38.717 Salvador/BA 842 BA Estuarine  

L. grossidens -7.9 -34.8 Pau Amarelo/PE 952 PE Marine  

L. grossidens -7.9 -34.8 Pau Amarelo/PE 953 PE Marine  

L. grossidens -7.9 -34.8 Pau Amarelo/PE 954 PE Marine  

L. grossidens -7.9 -34.8 Pau Amarelo/PE 956 PE Marine  

L. grossidens -8.45 -34.917 Tamandaré/PE 963 PE Marine  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_1_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_10_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_11_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_12_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_13_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_14_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_15_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_16_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_17_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_2_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_3_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_4_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_5_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_6_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_7_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_8_PND Freshwater  

L. grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_9_PND Freshwater  
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L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_21_AL Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_27_AL Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_28_AL Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_30_AL Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_31_AL Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_32_AL Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF_1 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF_10 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF_11 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF_12 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF_13 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF_14 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF_2 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF_3 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF_6 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF_7 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF1_15 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF1_17 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF1_19 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF1_4 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF1_5 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF1_8 Estuarine  

L. grossidens -10.4111 -36.433 Piaçabuçu/Foz/AL U_SF1_9 Estuarine  

L. grossidens -9 -34.59 Maceio/AL B_1_AL Marine ANGBF34960-19  

L. grossidens -9 -34.59 Maceio/AL B_2_AL Marine ANGBF34961-19 

L. grossidens -9 -34.59 Maceio/AL B_3_AL Marine ANGBF34962-19 

L. grossidens -9 -34.59 Maceio/AL B_4_AL Marine ANGBF34963-19 

L. grossidens -9 -34.59 Maceio/AL B_5_AL Marine ANGBF34964-19 

L. grossidens -37.32 -57.19 Buenos Aires/ARG B_1_ARG Marine FARG280-07 

L. grossidens -37.32 -57.19 Buenos Aires/ARG B_2_ARG Marine FARG282-07 

L. grossidens -37.533 -57.317 Mch/ARG B_3_ARG Marine FARG518-08 

L. grossidens -37.533 -57.317 Mch/ARG B_4_ARG Marine FARG519-08 

L. grossidens -37.533 -57.317 Mch/ARG B_5_ARG Marine FARG520-08 

L. grossidens -37.533 -57.317 Mch/ARG B_6_ARG Marine FARG521-08  

L. grossidens -37.533 -57.317 Mch/ARG B_7_ARG Marine FARG522-08  

L. grossidens -32.91 -60.675 Rosario/ARG B_8_ARG Freshwater LARI101-12 

L. grossidens -32.91 -60.675 Rosario/ARG B_9_ARG Freshwater LARI102-12 

L. grossidens -32.91 -60.675 Rosario/ARG B_10_ARG Freshwater LARI103-12  

L. grossidens -32.86 -60.675 Rosario/ARG B_11_ARG Freshwater LARI104-12 

L. grossidens -32.91 -60.675 Rosario/ARG B_12_ARG Freshwater LARI105-12  

L. grossidens -23.863 -46.152 São João/SP B_SP Marine MFSP349-10 

https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=ANGBF34960-19
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=ANGBF34962-19
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=ANGBF34963-19
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=ANGBF34964-19
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=FARG280-07
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=FARG282-07
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=FARG518-08
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=FARG519-08
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=FARG520-08
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=FARG521-08
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=FARG522-08
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=LARI101-12
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=LARI102-12
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=LARI103-12
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=LARI104-12
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=LARI105-12
https://v3.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=MFSP349-10
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Tabela S2. Localidade e tipo de ambiente para amostras de amplificação para Rodopsina 

ESPÉCIE LATITUDE LONGITUDE MUNICIPIO/ESTADO CODIGO AMBIENTE 

Lycengraulis grossidens -30.17 -51.23 Barra do Ribeiro/RS 25536 Freshwater 

Lycengraulis grossidens -12.816667 -38.716667 Salvador/BA 842 BA Estuarine 

Lycengraulis grossidens -13.36 -38.93 Valença/BA 90287 Marine 

Lycengraulis grossidens -3.74 -38.44 Fortaleza/CE 80276 Marine 

Lycengraulis grossidens -2.907617 -41.425999 Cajueiro/PI 467 PI Marine 

Lycengraulis grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_11_PND Freshwater 

Lycengraulis grossidens -10.29 -36.59 Penedo/AL U_4_PND Freshwater 

Lycengraulis grossidens -5.753356 -35.203544 Natal/RN 4466_RN Marine 

Lycengraulis grossidens -32.2074 -52.171668 Rio Grande/RS 201 RS Marine 

Lycengraulis grossidens -26.99 -48.62 Balneário Camboriú/SC 73238 Marine 

Lycengraulis grossidens -9.97 -37.08 Gararu/SE 48779 Freshwater 

Lycengraulis grossidens -34.778503 -55.396332 Maldonado/URU 646 URU Estuarine 

Lycengraulis grossidens -34.778503 -55.396332 Maldonado/URU 642 URU Estuarine 

 


