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RESUMO 

A família Sciaenidae compõe um grupo de peixes originado no fim do Jurássico e inicio do 

Cretáceo, por volta de 208 milhões de anos atrás. Atualmente, essa família é representada por 

67 gêneros e 283 espécies, predominantes em ambientes marinhos e estuarinos. Entre eles, 

estão as espécies costeiras Macrodon ancylodon e Macrodon atricauda, que por muito tempo 

foram consideradas uma única espécie, M. ancylodon, com ampla distribuição no Atlântico 

Sul ocidental. Porém, estudos genéticos e morfológicos separaram o táxon, revalidando a 

denominação M. atricauda para as populações da região sudeste e sul do Brasil e mantendo o 

termo M. ancylodon para o grupo do Norte e Nordeste. Aparentemente, essas espécies 

estariam isoladas geograficamente entre o litoral do Espírito Santo e sul da Bahia, propostos 

como limites norte e sul da distribuição de M. atricauda e M. ancylodon, respectivamente. No 

entanto, as amostragens de populações dessas espécies nessa região limítrofe são escassas e 

com lacunas entre grandes distâncias geográficas. Visando testar a hipótese de existência de 

zona de contato e/ou introgressão entre M. ancylodon e M. atricauda, assim como determinar 

os fatores biogeográficos que influenciaram os padrões de distribuição atual, análises 

filogenéticas e de estruturação populacional utilizando três marcadores mitocondriais (rDNA 

16S, COI e CYT-B) e dois nucleares (tolueno-4-monooxigenase - TMO-4C4 e rodopsina - 

RHO) foram realizadas em ambas as espécies oriundas de diversos pontos ao longo da costa 

sul da Bahia até o Rio de Janeiro (Sudeste do Brasil). Observamos a partir dos dados dos 

genes mitocondriais que M. ancylodon e M. atricauda são espécies reciprocamente 

monofiléticas com divergência estimada no Pleistoceno (1,5 milhões de anos atrás). A 

separação das populações ancestrais poderia estar relacionada ao recuo do nível mar no 

período glacial, levando ao isolamento por vicariância e especiação de Macrodon entre a 

região nordeste e sudeste do Brasil devido à exposição da plataforma de Abrolhos (sul da 

Bahia) e da cadeia da Vitoria-Trindade, favorecida por diferenças ecológicas entre as regiões. 

Ao contrário de estudos prévios, populações simpátricas de M. atricauda e M. ancylodon 

foram encontradas entre os estuários de Mucuri/BA e Conceição da Barra/ES. Assim, 

inferimos que a transgressão marinha após os eventos glaciais proporcionou a dispersão 

populacional das duas espécies, levando ao contato secundário nos limites norte e sul de 

distribuição de cada espécie. Com base nos marcadores utilizados não foi possível visualizar 

eventos de hibridação, o que precisa ser confirmado em estudos futuros. A diversidade 

genética entre as populações de cada espécie foi heterogênea, com maior variabilidade nas 

populações mais ao sul e norte da costa brasileira, sugerindo que essas regiões sejam o centro 

de origem de M. atricauda e M. ancylodon, respectivamente. Apesar dos sinais de expansão 

populacional histórica em ambas as espécies, M. ancylodon mostrou indícios de redução 

populacional recente. Portanto, as políticas de conservação de recursos pesqueiros devem 

considerar a diversidade o intricado padrão de distribuição das populações de Macrodon e as 

diferenças genéticas entre as populações no manejo de ambas espécies do litoral brasileiro.  

Palavras-chave: Biogeografia, Diversidade Genética, Filogenia, Filogeografia, Pescada. 
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ABSTRACT 

The family Scianidae comprises a fish group firstly arisen in Late Jurassic and Early 

Cretaceous, around 208 million years ago. Currently, this family is represented by 67 genera 

and 283 species, usually found in marine and estuarine environments. The coastal species 

Macrodon ancylodon and Macrodon atricauda represent two Scianidae taxa that have been 

regarded as a single and widespread species, M. ancylodon, from Western South Atlantic. 

However, genetic and morphological studies have separated this taxon, by revalidating M. 

atricauda for the populations from Southern and Southeastern coast of Brazil, while M. 

ancylodon was valid only for the populations from Northern and Northeastern Brazil. 

Apparently, both species would be geographically isolated between the coast of Espírito Santo 

and Southern Bahia, considered the northern and southern range boundaries of M. atricauda 

and M. ancylodon, respectively. Nonetheless, the sampling of Macrodon populations along 

these range limits is scarce, with gaps throughout large geographic distances. To test the 

hypothesis of a putative contact zone and/or introgression between M. ancylodon and M. 

atricauda, as well as to determine the biogeographic boundaries underlying the current 

distribution pattern, phylogenetic and population structure analyses based on three 

mitochondrial markers (rDNA 16S, COI, and CYT-B) and two nuclear genes (toluene-4-

monooxygenase - TMO-4C4 and rhodopsin - RHO) were carried out in both species from 

several collection sites from Southern Bahia to Rio de Janeiro coast (Southeastern Brazil). 

Based on mitochondrial gene data, we showed that M. ancylodon and M. atricauda are 

reciprocally monophyletic species with divergence estimated in Pleistocene (1.5 million year 

ago). The separation of ancestor populations could be related to sea-level retraction during 

glacial period, thus leading to isolation by vicariance and speciation in Macrodon between 

Northeastern and Southeastern Brazil by the exposure of Abrolhos bank (Southern Bahia) and 

Vitoria-Trindade seamount chain, favored by ecological differences between both regions. 

Contrary to previous reports, sympatric populations of M. atricauda and M. ancylodon were 

detected between the estuaries of Mucuri River/BA and Conceição da Barra/ES. Therefore, 

we infer that marine transgression after glacial events has allowed the population dispersal of 

both species, determining their secondary contact in region between the southern and northern 

range limits of each species. Hybridization events could not be identified by the analyzed 

markers, what remains to be evaluated in further studies. The genetic diversity among 

populations of each species was heterogeneous, with greater variation in southern and 

northern coasts, indicating that these would be the origin center of M. atricauda and M. 

ancylodon, respectively. In spite of signs of historical population expansion in both species, 

M. ancylodon revealed recent bottleneck. Thus, the conservation policies of fishery resources 

should take into account the complex distribution pattern of Macrodon populations and the 

genetic distinctiveness in the management of both species from the Brazilian coast.  

Keywords: Biogeography, Genetic Diversity, King Weakfish, Phylogenetics, 

Phylogeography.
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1. INTRODUÇÃO 

A família Sciaenidae é um grupo de peixes com grande riqueza de espécies costeiras 

e estuarinas e ampla distribuição geográfica, muitas delas reconhecidas por sua importância 

econômica. Dentre elas, Macrodon ancylodon e M. atricauda, endêmicas da região Sul-

Americana ocidental, apresentam diferenças anatômicas sutis, o que dificulta sua 

identificação apenas com base na morfologia externa. Como consequência, ambas foram 

consideradas, por muito tempo, como uma única espécie (M. ancylodon) amplamente 

distribuída no Atlântico Sul Ocidental.  

Contudo, trabalhos filogenéticos e populacionais recentes demonstraram uma 

descontinuidade genética entre as populações de M. ancylodon, propondo a formação de dois 

grupos, com distribuição alopátrica, abrangendo respectivamente as regiões Sul - Sudeste e 

Norte – Nordeste da costa brasileira. Posteriormente, um trabalho com base em dados 

morfológicos e merísticos revalidaram a nomenclatura de M. atricauda como o clado 

subtropical (Espírito Santo até a Argentina) e manteve M. ancylodon para o clado Tropical 

(Bahia até a Venezuela).  

De fato, a literatura reporta que o extremo sul da costa central do Brasil é uma região 

de transição zoogeográfica. A presença de barreiras geográficas naturais próximas a essa zona 

causa um desvio no fluxo de correntes gerando diferenças hidrodinâmicas e gradientes 

ambientais ao longo do litoral, o que pode explicar os padrões de fragmentação genética entre 

as populações e especiação ecológica. Adicionalmente, a interação com diferenças de 

temperatura e salinidade da água, história de vida das larvas e a hidrodinâmica costeira 

influenciam na conectividade entre populações. Tais fatores podem ser ainda mais 

preponderantes na determinação do perfil filogeográfico de populações de espécies estuarino-

dependentes, visto que regiões próximas à costa sofrem efeitos de ondas de superfície, marés 

e escoamento de água doce, afetando diretamente o sucesso larval nos estuários e 

promovendo uma distribuição assimétrica. 

Nesse contexto, as espécies M. ancylodon e M. atricauda, estreitamente relacionadas, 

representam bons modelos para entender a influência dos fatores ambientais responsáveis pelo 

cenário de distribuição atual. Ainda, a ausência de dados de coexistência local de ambas as 

espécies representa uma excelente oportunidade para testar a hipótese de existência de zona 

de contato e/ou mistura de haplótipos, assim como determinar o ponto de quebra 

filogeográfica e os limites de distribuição das mesmas.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

2.1 Províncias do Atlântico Sul e plataforma continental brasileira 

Com base na distribuição de espécies endêmicas, os biogeógrafos determinam áreas 

de endemismo ou províncias (Briggs & Bowen, 2012). Para a porção tropical do Atlântico 

Ocidental, são conhecidas quatro províncias: Caribe, Brasil, Cordilheira Meso-Atlântica e 

Atlântico Oriental (Briggs, 1974; Floeter et al., 2008). Estudos com grupos de peixes recifais 

demonstraram flutuabilidade na riqueza de espécies das províncias do Atlântico Sul, com 

maior concentração de espécies e endemismo na região caribenha, seguida pela costa 

brasileira (Floeter et al., 2008). 

As províncias do Atlântico Sul tropical são separadas por cinco grandes barreiras 

biogeográficas: a largura do próprio Atlântico (Pittman et al., 1993; Luiz Jr. et al., 2012); o 

fechamento da via marítima de Tétis (Bellwood & Wainwright, 2002); o fluxo de águas dos 

rios Orinoco e Amazonas (Luiz Jr et al., 2012); a formação do Istmo do Panamá (Steeves et 

al., 2005); e a corrente fria de Benguela (Henriques et al., 2014) (Fig. 1).  

Figura 1. Províncias biogeográficas e principais barreiras zoogeográficas no Oceano Atlântico 

Tropical. IP = Istmo do Panamá; AOP = Pluma do Orinoco-Amazonas; MAB = Cordilheira Meso-

Atlântica; BB = Corrente de Benguela (Luiz Jr. et al., 2012). 

 

As barreiras supracitadas podem explicar a divergência e diversificação de peixes 

costeiros. Por exemplo, as populações da espécie estuarina Atractoscion aequidens (Teleostei, 

Scianidae) do norte e sul da costa Atlântica Oriental na África são separadas devido à 
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influência da corrente fria de Benguela (Henriques et al., 2014). Nesse caso, o não 

compartilhamento de haplótipos entre as populações refletem isolamento estabelecido no 

Pleistoceno, sugerindo especiação ecológica e justificando uma revisão taxonômica do grupo 

(Henriques et al., 2014). Por outro lado, devido a sua capacidade de dispersão, e de adaptação 

em diversos habitats (Luiz Jr. et al., 2012), diversas espécies conseguem transpor essas 

barreiras. Nesse sentido, já foram observados juvenis e adultos de certas espécies recifais do 

Atlântico Sul Ocidental que se dispersam através da barreira da cordilheira Meso-Atlântica 

associados a folhas e detritos flutuantes. Do mesmo modo, espécies com tolerância a 

diferentes níveis de salinidade podem se deslocar entre as barreiras dos rios Orinoco e 

Amazonas (Luiz Jr. et al., 2012).  

Especificamente, a província brasileira é subdividida em duas grandes regiões: 

Nordeste do Brasil (tropical) a qual abrange a área desde a foz do rio Amazonas até o Sul da 

Bahia; e Sudeste do Brasil (subtropical) do Espírito Santo ao Sul de Santa Catarina, (Briggs, 

1974). A principal barreira descrita entre as províncias brasileiras é a temperatura, pois entre 

Espírito Santo e Cabo Frio no Rio de Janeiro há o fenômeno da ressurgência, trazendo águas 

profundas frias e ricas em nutrientes para a superfície. Essa ruptura no gradiente de 

temperatura e de níveis de produtividade parecem ser fatores limitantes na distribuição e 

diversificação de diversas espécies de mar aberto e estuarinas da costa brasileira (Santos et 

al., 2006; Carvalho-filho et al., 2010; Silva et al., 2016; Costa et al., 2017). Essas diferenças 

ambientais entre as subprovíncias do Nordeste e Sudeste brasileiro tem sido associadas ao 

isolamento ecológico e restrições ao fluxo gênico de espécies estuarinas da família 

Sciaenidae, como no gênero Macrodon (Santos et al., 2006), Ophioscion punctatissimus 

(Barbosa et al., 2014) e Larimus breviceps (Santos et al., 2013). O mesmo cenário tem sido 

observado em outros grupos de peixes ósseos como Bagre bagre (Silva et al., 2016) 

Novamente, esse padrão não se aplica a todas as espécies, como observados nas 

espécies da família Labridae do gênero Halichoeres que ocorrem no Atlântico Sul Ocidental, 

cujas espécies da mesma província são mais distante geneticamente que espécies de 

províncias diferentes (Rocha et al., 2005). Isso é devido à dispersão alopátrica por especiação 

ecológica, em que espécies mais generalistas são mais homogêneas, mesmo ocorrendo em 

província diferentes, como observado entre Halichoeres radiatus (Caribe e Fernando de 

Noronha) e H. bivittatus (Bahamas e Flórida) (Rocha et al., 2005). Diferentemente, espécies 

mais especialistas possuem uma distância genética maior mesmo dentro de uma única 
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província, como pode ser visto nas espécies irmãs H. radiatus, H. brasiliense (Brasil) e H. 

maculipinna (Brasil e Caribe) (Rocha et al., 2005).  

Outra diferença marcante ao longo da extensa costa brasileira (mais de 8.500 km) 

(MMA, 2017) é a largura da plataforma continental, a qual pode variar de 8 a 370 km, sendo 

mais estreita na região Nordeste e mais larga na foz do rio Amazonas (região Norte) e Sul e 

Sudeste do Brasil (Miloslavich et al., 2011). A profundidade também pode variar entre quatro 

a 11 mil metros (MMA, 2017), com uma maior inclinação na região Nordeste e Sudeste 

(Miloslavich et al., 2011). 

Geomorfologicamente, a costa brasileira ainda é dividida em cinco grandes regiões 

(região Norte, Nordeste, Leste ou Oriental, Sudeste e Sul), as quais, por sua vez, são 

subdivididas em macrocompartimentos (Cunha & Guerra, 2003). A região Norte, possui uma 

plataforma continental larga (60 a 180 km) recoberta por sedimento lamoso e com influência 

da descarga do Rio Amazonas, indo do Amapá até o Golfo Maranhense. A extensão do litoral 

Nordeste vai das proximidades da baía de São Marcos (Maranhão) ate a baía de Todos os 

Santos (Bahia), com um baixo aporte de sedimento terrígeno, devido à baixa drenagem 

hidrográfica, com plataforma continental estreita (13 – 60 km). Essa região compreende, 

portanto, todos os estados do nordeste brasileiro. 

Por outro lado, a região Oriental ou Leste se estende de Salvador ao Cabo Frio, 

possuindo características parecidas com a costa Nordeste. Nessa região, há influência dos rios 

Jequitinhonha, Pardo, Contas e Caravelas na Bahia, rio Doce, no Espírito Santo, e Paraíba do 

Sul no Rio de Janeiro. São ambientes bastante diversificados quanto às nuances do relevo, 

sendo que no Sul da Bahia, destaca-se o banco de Abrolhos, costa baixa no Espírito Santo e 

dos contrafortes do Planalto Atlântico, iniciando-se em Vitória - ES (Cunha & Grerra, 2003).  

Essa variedade peculiar da costa Leste do Brasil permite dividir essa região em cinco 

limites: Salvador a Ilhéus; Ilhéus ao rio Doce; rio Doce à Vitória; Vitória ao rio Itabapoana; 

rio Itabapoana a Cabo Frio. A plataforma de Abrolhos é considerada o limite entre as regiões 

Norte e Sul da costa Brasileira (Cunha & Guerra, 2003). 

A largura da Plataforma continental Leste interna é variável: de 15 a 20 km entre 

Salvador e Ilhéus até 30 a 200 km entre Ilhéus ao Rio Doce. A região de Abrolhos e Bacia de 

Campos possuem um arco de curvatura Norte-Sul, variando de 27 a 40 km, tendo como limite 

a cordilheira da Vitória-Trindade até a foz do Itabapoana. A partir desse ponto até Cabo Frio, 

a plataforma se alarga, com valores médios em torno de 35 km (Cunha & Guerra, 2003).  



25 

 

A região Sudeste estende-se do Sul do Espírito Santo ao Cabo de Santa Marta em 

Santa Catarina, com largura da plataforma continental interna entre 4 a 65 km. Nesse trecho, 

as baías de Guanabara e Sepetiba (ambas no litoral do Rio de Janeiro) e os estuários de São 

Vicente em Santos e Barra de Cananéia (São Paulo) desempenham uma função importante no 

ciclo da vida marinha de espécies costeiras. A região Sul estende-se do cabo de Santa Marta 

até o Chuí com pouca variação no relevo em toda sua extensão e plataforma interna de largura 

variável, com 6 km no largo do cabo de Santa Marta (Santa Catarina) a 85 km na 

desembocadura da Lagoa dos Patos, no Rio Grande do Sul (Cunha & Guerra, 2003).  

Essas diferenças da geomorfologia da costa do Brasil também influenciam a 

diversidade de peixes estuarinos. A diversidade genética interpopulacional é usualmente 

maior na plataforma continental da região Nordeste devido ao isolamento das bacias 

hidrográficas e estuários nos períodos interglaciais. Porém, as populações do Sudeste tendem 

a manter maior coesão genética devido à conectividade das bacias hidrográficas onde a 

plataforma continental é mais larga, como resultado de maior fluxo gênico, tornado as 

populações mais homogêneas (Baggio et al., 2017; Freitas et al., 2017). Esse fenômeno é 

chamado de pulso de táxons, podendo gerar forte estruturação populacional e favorecer 

especiação em peixes tipicamente estuarinos em regiões de plataforma estreita, como 

proposto no peixe-rei Atherinella brasiliensis (Baggio et al., 2017). 

Outro fator que se admite exercer influência na diferenciação genética de populações 

e táxons da costa brasileira inclui as condições hidrológicas. As regiões Norte e Nordeste 

apresentam águas mais quentes (tropical) (MMA, 2010) devido à ação da corrente Sul-

equatorial, que se subdivide na corrente Costeira do Norte do Brasil e do Brasil (Santos et al., 

2006). A região Sudeste e Sul caracteriza-se por águas mais frias (subtropicais), influenciadas 

pela corrente polar das Malvinas (Santos et al., 2006) e ressurgência (MMA, 2010). Como 

esperado em função dessa heterogeneidade, há uma grande diversidade de ecossistemas 

acompanhada por diversificação de espécies com altos níveis de endemismo (Miloslavich et 

al., 2011).  

 

2.2 A família Sciaenidae  

Por muito tempo, os peixes da ordem Perciformes, a qual inclui a maior parte dos 

teleósteos marinhos, foram tratados como um grupo polifilético (Nelson, 2015). Porém 

Betancur et al. (2013), utilizando dados moleculares, determinou o monofiletismo para a 

ordem ao incorporar os membros das ordens Scorpaeniformes, Gasterosteiformes e 
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Cottiformes. De acordo com essa nova classificação, a família Sciaenidae, anteriormente 

considerada um grupo de Perciformes, passa a ser um clado à parte da ordem, dentro de uma 

classificação mais ampla, denominada de supraordem Percomorpharia que inclui os 

Perciformes e 151 famílias, predominantemente marinhas (Fig. 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Relação filogenética da supraordem Percomorpharia (Betancur et al., 2013). A seta 

indica a família Scianidae. 
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A família Sciaenidae possui uma grande riqueza de táxons, representados por 67 

gêneros e 283 espécies com ocorrência em águas rasas na plataforma continental (Nelson, 

2015). Em geral, os peixes dessa família habitam regiões com fundos lodosos ou arenosos e 

vivem em pequenos cardumes, com algumas espécies solitárias. A maior parte das espécies é 

marinha e estuarina, com 28 espécies restritas à água doce (Nelson, 2015). 

O centro de origem e dispersão da família Sciaenidae ainda não está claro, porém 

existem três hipóteses baseadas em dados fósseis. A primeira é proposta por Chu et al. (1963) 

na qual o Oceano Índico seria o centro de origem a partir do Terciário ou Quartenário. A 

segunda propõe o mar de Tétis como centro de origem, entre a Laurasia e Gondwana, no 

Jurássico tardio, com dispersão de uma linhagem para o Oeste pré-Atlântico e a outra para o 

leste pré-Índico e Pacífico (Chao, 1986). A terceira hipótese, proposta por Sasaki (1989), cita 

que a família teria origem na América tropical, com posterior dispersão para o leste e oeste do 

Indo-Pacífico. 

Recentemente, estudos com dados mitogenômicos (Xu et al., 2014) remontam a 

origem dos Sciaenidae por volta do Jurássico tardio e início do Cretáceo, há 208 milhões de 

anos atrás, compatível com o proposto por Chao (1986). Porém, o centro de origem não é 

concordante, uma vez que Xu et al. (2014) apontam a América tropical como o principal 

centro de origem para a família.  

Análises genéticas também foram úteis para reconstruir as relações filogenéticas de 

Sciaenidae do Atlântico Sul ocidental, conforme trabalho realizado por Santos et al. (2013), 

utilizando dois marcadores mitocondriais e um marcador nuclear de 45 espécies e 19 gêneros 

dessa família, (Fig. 3). Os dados moleculares revelaram três clados, sendo o primeiro formado 

por Macrodon, Cynoscion e Isopisthus; o segundo por Lonchurus e Paralonchurus; e o último 

por Bairdiella, Stellifer e Ophioscion. Plagioscion e Pachurus (grupos dulcícolas) não foram 

agrupados em um mesmo clado, indicando que a conquista ao ambiente de água doce ocorreu 

em eventos independentes. Cynoscion também não formou um grupo monofilético devido ao 

maior relacionamento evolutivo de espécies desse gênero com Isopisthus, levando à sugestão 

da realocação desse último no gênero Cynoscion.    
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Figura 3. Filogenia dos Sciaenidae do Atlântico Sul ocidental proposta por Santos et al. (2013). 

 

2.3 O gênero Macrodon no Atlântico Sul 

O gênero Macrodon atualmente é representado por duas espécies que ocorrem ao 

longo da costa oriental e uma espécie na costa ocidental da América do Sul, denominadas M. 

atricauda e M. ancylodon (Oceano Atlântico Sul ocidental) e M. mordax (Oceano Pacífico 

Oriental) (Carvalho-Filho et al., 2010).  

Porém, devido às características morfológicas similares, as espécies de Macrodon do 

Atlântico Sul, foram consideradas um único táxon amplamente distribuído ao longo da costa 

brasileira por muitas décadas. De fato, as principais diferenças anatômicas encontradas entre 

as espécies incluem o canino mandibular superior maior, maior número de raios na nadadeira 

dorsal e até 66 escamas na linha lateral em M. ancylodon enquanto M. atricauda apresenta 

mais raios na nadadeira anal e até 63 escamas na linha lateral (Carvalho-filho et al., 20100). 

Porém, tal distinção morfológica só foi detalhada após análises filogenéticas e 

populacionais, utilizando marcadores mitocondriais (16S e CYT-B) em indivíduos de 

Macrodon da Venezuela e de oito estados brasileiros (Amapá, Pará, Maranhão, Pernambuco, 

São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) (Santos et al. 2003). Com base nos 
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dados de divergência nucleotídica, os autores determinaram a existência de dois clados: 

Tropical (Venezuela, Amapá, Pará, Maranhão e Pernambuco) e Subtropical (São Paulo, 

Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). Esses resultados foram corroborados pelas 

análises de ML e NJ com valores de bootstrap superiores a 93%.  

Posteriormente, uma análise de estruturação genética utilizando o marcador 

mitocondrial CYT-B não encontrou evidências de fluxo gênico entre os clados Tropical e 

Subtropical (Santos et al., 2006). De acordo com os autores, a temperatura da água seria a 

principal responsável pela formação dos grupos, visto que o clado Tropical seria restrito a 

regiões mais quentes, influenciadas pela corrente equatorial, norte do Brasil e a do Brasil, 

enquanto o Subtropical seria restrito a águas mais frias, influenciadas pela corrente das 

Malvinas. Diante dessa clara distinção genética entre os clados, foi realizada a revisão 

morfológica supracitada a qual revalidou a espécie de Macrodon atricauda para a clado 

subtropical (com distribuição do Espírito Santo ate a Argentina), mantendo a nomenclatura M. 

ancylodon como válida apenas para o clado Tropical (Fig. 4) (Carvalho-Filho et al., 2010).  

Adicionalmente, estudos avaliaram a estrutura dos otólitos de ambas as espécies, relatando 

uma clara separação entre norte e sul do Brasil (Cardoso et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Distribuição de Macrodon ancylodon (amarelo) e Macrodon atricauda (verde) (Carvalho-

Filho et al., 2010). 
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Análises populacionais subsequentes à revalidação do clado subtropical, utilizando o 

marcador mitocondrial D-loop, demonstraram a subdivisão deste em dois grupos. Apesar da 

moderada diversidade haplotípica e baixa diversidade nucleotídica encontrada, estas 

populações encontram-se em recente expansão demográfica com os haplótipos mais 

frequentes na Argentina e Rio Grande do Sul, sugerindo expansão de Macrodon atricauda 

para o Norte (Rodrigues et al., 2013). 

 

2.4 Barreiras geográficas, especiação e hibridação 

Em geral, as barreiras de isolamento reprodutivo entre espécies podem ser pré-

zigóticas quando não é possível gerar fecundação cruzada, seja por incompatibilidades 

ecológicas, reprodutivas, gaméticas, morfológicas ou genéticas, ou pós-zigóticas, quando 

ocorre a formação de zigotos inviáveis ou híbridos com viabilidade reduzida (Ridley, 2008). 

No ambiente marinho, as barreiras de isolamento pré-zigótico podem envolver transições 

ambientais (salinidade e temperatura da água) ou por zonas de afloramento oceânico (e.g. 

áreas de ressurgência), como observado em peixes do Atlântico Sul (Santos et al., 2006; Silva 

et al., 2016; Costa et al., 2017) e África Ocidental (Henriques et al., 2014). 

Barreiras geográficas atuais ou pretéritas também podem proporcionar isolamento 

pré-zigótico em ambientes marinhos, como demonstrado em Cathorops mapale (do Sudeste 

da Colômbia Caribenha) e Cathorops sp. (Colômbia até a Venezuela). Nesse caso, as duas 

espécies estão separadas pelo Parque Nacional Natural de Tayrona (PNNT) (Betancur et al., 

2010). A hipótese levantada é que a progressão da montanha Santa Marta Massif localizada 

no PNNT, possibilitou a formação de recifes de corais, limitando o fluxo gênico entre ambas 

as formas, tipicamente estuarinas, levando à especiação. 

Outro fator que impossibilita o cruzamento entre espécies simpátricas intimamente 

relacionadas de peixes marinhos e dulcícolas é o padrão de coloração e o seu papel nas 

escolhas dos parceiros, como ocorre entre Etheostoma barrenense e Etheostoma zonale 

(Percidae) (Williams & Mendelson, 2011) e nos ciclídeos africanos Pundamilia nyererei e 

Pundamilia pundamilia (Ridley, 2008). Em ambos os casos, as fêmeas exibem padrão 

coespecífico na seleção de machos em função da coloração e padrão nupcial de faixas dos 

machos, constituindo um isolamento reprodutivo comportamental.  

Questões hormonais que influenciam no comportamento social em peixes também 

são exemplos de barreiras de isolamento em espécies relacionadas. Em dois clados irmãos de 
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ciclídeos africanos, Mbipia lutea e Mbipia mbipi com distribuição simpátrica no Lago Vitória, 

o padrão de coloração dos machos e o perfil de agressividade mostraram ter relação com a 

regulação do hormônio glicocorticóide, determinando variação de agressividade e 

diversificação ecológica nas áreas de forrageamento entre espécies congenéricas (Dijkstra et 

al., 2012), assumindo nichos distintos. 

No caso de ambientes marinhos, outros fatores como a distância (Domingues, et al. 

2007), frentes polares e calhas em ambientes profundos impossibilitam a dispersão de larvas e 

adultos, podendo favorecer a especiação (Shaw et al., 2004). Adicionalmente, a 

incompatibilidade entre gametas de indivíduos com fertilização externa pode levar ao 

isolamento reprodutivo (Ridley, 2008). De fato, revisões recentes mostram evolução 

adaptativa de proteínas de reconhecimento de gametas (GRPs) nesses grupos, cujas 

incompatibilidades entre espécies podem ter surgido como reforço ao isolamento reprodutivo 

(Kosman & Levitan, 2014). 

No caso das espécies de peixes ósseos e cartilaginosos do Atlântico Sul Ocidental, as 

principais barreiras favoráveis à especiação seriam a variação na temperatura e salinidade 

(Santos et al., 2006; Silva et al., 2016; Costa et al., 2017), profundidade da costa (Costa et al., 

2017), flutuações do nível do mar associadas a diferenças na largura da plataforma continental 

(Baggio et al, 2017) e as descargas de água doce e sedimentos dos Rio Amazonas e Orinoco 

(Luiz Jr. et al., 2011).  

O surgimento dessas barreiras de isolamento pode proporcionar a diferenciação 

alopátrica entre as populações e evolução independente até que a divergência das populações 

seja suficiente para promover a especiação (Ridley, 2008). Porém, espécies filogeneticamente 

relacionadas ainda que separadas por barreiras que impossibilitam o fluxo gênico podem 

restabelecer zonas de contato e ocorrer intercruzamento. Nesse caso, essa barreira não 

constitui isolamento reprodutivo total seja em função do curto tempo de divergência e/ou por 

modificações nos padrões espaciais de distribuição, gerando descendentes entre espécies 

supostamente distintas após contato secundário em locais específicos, denominados zonas de 

hibridação (Futuyma, 2003; Ridley, 2008; Abbott et al., 2013).  

O termo hibridação é utilizado para caracterizar cruzamento entre espécies, porém 

esse conceito é arbitrário, pois não há um conceito definitivo para espécie (Allendorf & 

Luikart, 2007). Assim, parece ser mais apropriado designar o termo quando ocorre o 

cruzamento entre espécimes geneticamente distintos (indivíduos de populações distintas ou 
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grupos de populações evolutivamente diferenciados) produzindo indivíduos mistos 

(Harrinson, 1990)  

Seguindo essa premissa, a hibridação em ambiente natural pode ocorrer entre 

indivíduos de mesma espécie (hibridação intraespecífica), mantendo as populações unidas por 

fluxo gênico, não sendo potencialmente prejudiciais às populações, pois os alelos e os 

genótipos de adaptação local serão mantidos (Allendorf & Luikart, 2007). Nesses casos, 

costuma-se visualizar um padrão reticulado de haplótipos entre as populações estruturadas, 

como verificadas para o peixe estuarino Atherinella brasiliensis, do Atlântico Sul Ocidental 

(Baggio et al., 2017). Quando a hibridação ocorre entre espécies claramente reconhecidas 

(hibridação interespecífica) ela pode representar uma importante fonte para variabilidade 

genética, assim como, proporcionar a perda de fitness e extinção local de espécies nativas 

(Allendorf & Luikart, 2007). 

A ocorrência da hibridação com certa freqüência entre espécies relacionadas pode 

gerar variedade adaptativa mais rapidamente que a mutação (mutações são raras e podem 

demandar muito tempo para conferir vantagem adaptativa). Nesses casos, espera-se que haja  

introgressão de alelos de uma população, gerando novas combinações alélicas e possíveis 

eventos de especiação por evolução adaptativa (Abbott et al., 2013). Para que a introgressão 

ocorra, os híbridos devem ser viáveis e capazes de realizar retrocruzamento com os parentais. 

Esse processo pode conferir radiação adaptativa seja por falta de competição em ambientes 

subutilizados e explorados pelas formas introgredidas ou pela ocorrência de novidades 

evolutivas (novos genótipos) com vantagem adaptativa superior às formas parentais. Tal 

fenômeno, denominado de segregação transgressiva, pode explicar as elevadas taxas de 

cruzamento e radiação adaptativa após eventos de hibridação (Seehausen, 2004).  

Ainda, as novas combinações de alelos na zona de contato com formação de híbridos 

viáveis podem gerar traços que conferem o reforço do isolamento pré-zigótico, garantindo que 

combinações genéticas vantajosas não sejam perdidas por hibridação sucessiva com formas 

parentais. A manutenção desse reforço vai depender do fluxo gênico entre as populações 

fontes de hibridação e da zona de contato, assim como das pressões seletivas que estão 

atuando para uma melhor adaptação (Abbott et al., 2013). Caso o fluxo seja limitado, o 

reforço pode ser gerado pela evolução dos traços reprodutivos dentro da sobreposição, 

podendo levar ao isolamento reprodutivo das populações em simpatria. Quando as populações 

fontes de hibridação possuem diferentes sítios de sobreposição, o contato entre populações 

distintas pode gerar combinações alélicas únicas para cada sítio (Abbott et al., 2013). 
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Porém, a hibridação introgressiva também tem suas desvantagens, como pode ser 

visto nas espécies do gênero Acanthopagrus (Teleostei, Sparidae) nos estuários do Leste da 

Austrália. A espécie Acanthopagrus butcheri completa todo seu ciclo de vida nos estuários e 

pode ocorrer em simpatria com Acanthopagrus australis, uma espécie marinha que utiliza os 

estuários para berçários e local de alimentação para os juvenis. Ambas podem formar 

híbridos, e os indivíduos retrocruzados competem reprodutivamente com as fêmeas de A. 

butcheri, levando à extinção local de determinadas populações (Roberts et al., 2009). 

Independentemente das desvantagens ou vantagens adaptativas do cruzamento entre 

espécies, a zona de hibridação pode ser mantida por longos períodos. No primeiro caso, 

costuma haver uma zona de tensão, quando os híbridos são mantidos pelo equilíbrio entre 

seleção contra híbridos e migração. Por outro lado, as zonas híbridas podem ser asseguradas 

pela superioridade híbrida, quando existe um gradiente ambiental entre as espécies e os 

híbridos, sendo estes últimos mais adaptados ao ambiente intermediário. Por fim, há situações 

descritas como mosaico, nas quais os híbridos são mais adaptados em ambientes parcialmente 

ocupados pelas formas parentais, não existindo gradiente de variação clinal (Arnold, 1997). 

Desse modo, vários exemplos de zonas híbridas são relatados em ambiente natural. 

Por exemplo, nas espécies de anfíbios Litoria ewingii e Litoria paraewingi do nordeste da 

Austrália, é possível encontrar indivíduos híbridos e retrocruzados nos seus limites de 

distribuição, perfazendo uma zona estreita de hibridação (Smith et al., 2013). Essa zona de 

hibridação foi caracterizada como uma zona de tensão, pois a zona de contato mostrou-se um 

cline estreito com baixa abundância de híbridos. Análises com o DNA mitocondrial e nuclear 

mostraram clines coincidentes, o que é muito comum em zonas de tensão. Isso mostra que a 

zona de hibridação é mantida pela dispersão das espécies para esses centros e que a seleção 

atua contra essa zona de hibridação (Smith et al., 2013).  

Contudo, há uma dificuldade de identificar se as zonas de hibridação são geradas por 

contato secundário (modelo usualmente inferido) ou por introgressão primária, onde o fluxo 

gênico ocorre desde o início de eventos de divergência (Allendorf & Luikart, 2007). Um 

exemplo de introgressão primária ocorre com as plantas do gênero Senecio do Monte Etna na 

Sicília. As espécies Senecio aethnensis (adaptada a altas altitudes) e S. chrysanthemifolius 

(típica de baixa altitude) estão em contato em altitude intermediárias, formando uma zona de 

hibridação. As análises com SNPs mostraram que o fluxo gênico ocorre desde o processo de 

especiação, diminuindo com o decorrer da divergência devido à adaptação local, constituindo 

um exemplo de divergência ecológica com fluxo gênico entre espécies (Filatov et al., 2016).  
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Outros casos de hibridação podem ocorrer por ação antropogênica devido à 

modificação do habitat, introdução de espécies exóticas ou alóctones, escape de híbridos de 

piscicultura e pelas mudanças climáticas (Allendorf & Luikart, 2007). Espécies simpátricas de 

peixes do gênero Coregonus (Salmonidae) em lagos pré-Alpinos da Europa, diversificaram 

por radiação adaptativa e estavam isoladas por mecanismos pré-zigóticos devido a diferenças 

de habitat e épocas de desova (isolamento ecológico e comportamental). Contudo, 

modificações antrópicas nas características dos lagos levaram à homogeneização dos 

ambientes, proporcionando o contato secundário entre espécies próximas e o fluxo gênico 

entre elas, diminuindo a diversidade genética devido à hibridação reversa (Vonlanthen et al., 

2012). Nesse mesmo grupo de peixes, a introdução pelo homem de Coregonus albula no lago 

Rahajarvi, na Lapónia Filandesa, proporcionou a hibridação com a espécie nativa Coregonus 

lavaretus, assim como a introgressão com as formas parentais. Os híbridos e as formas 

introgredidas mostraram morfologia intermediária entre as espécies parentais, porém não 

perderam a capacidade da utilização do mesmo nicho, sem evidência da seleção contra esses 

híbridos (Kahilainen et al., 2011). 

Similarmente, a introdução da truta Oncorhynchus mykiss no Rio Flathead, oeste da 

América do Norte, nos anos 70 proporcionou a formação de híbridos com a espécie nativa 

Oncorhynchus clarkii lewisi em locais restritos da bacia e em pequena proporção. Em 30 anos 

de monitoramento, observou-se que o aumento da temperatura e as diminuições nas taxas de 

precipitação por mudanças climáticas beneficiaram a expansão da truta invasora e de 

populações híbridas, resultando em maior taxa de introgressão (Muhlfeld et al., 2014). 

No caso do Brasil, destaca-se o cruzamento entre bagres de água doce da família 

Pimelodidae, Pseudoplatystoma corruscans (pintado) e Pseudoplatystoma reticulatum 

(cachara), promovido em pisciculturas de diversos estados brasileiros por questões 

zootécnicas, gerando híbridos férteis. Porém, P. corruscans é uma espécie nativa do Alto 

Paraná, a qual tem sofrido decréscimo populacional por construção de barragens, sobrepesca e 

perda de habitat, podendo ser potencialmente afetada pela hibridação introgressiva. De fato, 

híbridos já foram encontrados em ambientes naturais ao longo do Alto Paraná. Porém, dados 

moleculares em larvas e adultos apontam que esses indivíduos devem ser provenientes de 

escapes eventuais de estações de pisciculturas, sugerindo que não ocorre hibridação na 

natureza (Baggio et al., 2016).Aparentemente, esse seria um caso de depressão exclusiva, 

onde os híbridos seriam eliminados por seleção natural (Smith et al., 2013).  
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Deve-se destacar também que os padrões de aptidão ao se comparar formas híbridas 

ou introgredidas com as espécies parentais podem variar ao longo das gerações, de modo que 

híbridos de primeira geração podem ter vantagem igual ou superior aos parentais, mas serem 

excluídos na segunda geração ou gerações posteriores (Kahilainen et al., 2011; Allendorf & 

Luikart, 2007; Abbott et al., 2013). 

Esses exemplos demonstram a complexidade da evolução do isolamento reprodutivo 

e do dinamismo do processo de especiação e hibridação. Contudo, esse enfoque tem sido 

negligenciado em peixes estuarinos da costa brasileira, ainda que bem documentado em 

espécies recifais (Yaakub et al., 2006; Montanari et al., 2011).  

 

3. OBJETIVOS 

Analisar geneticamente populações de Macrodon ancylodon e M. atricauda ao longo 

da costa dos estados da Bahia e Espírito Santo por meio de marcadores moleculares, visando 

testar a hipótese de existência de zona de contato e/ou mistura de haplótipos, assim como 

determinar os fatores biogeográficos que influenciaram os padrões de distribuição atual. 

 

3.1 Objetivos Específicos: 

 Utilizar marcadores moleculares mitocondriais (citocromo oxidase subunidade 

I – COI, citocromo b – CYT-B e rRNA 16S) e nucleares (tolueno-4-monooxigenase  - 

Tmo-4C4, Rodopsina – RHO) para definir a identidade genética e diversidade 

haplotípica das espécies de Macrodon do Atlântico Sul ocidental ao longo dos limites 

de distribuição e provável zonas de contato de M. atricauda e M. ancylodon; 

 Verificar, quantificar e caracterizar a existência de eventos de hibridação e 

introgressão, assim como caracterizar localmente a zona de contato entre as espécies, 

caso presente.  

 Avaliar a partição da diversidade genética ao longo da distribuição geográfica 

de cada espécie, determinando o ponto de separação de ambas na costa brasileira, 

inferindo os fatores biogeográficos e oceanográficos para a especiação no gênero no 

Atlântico Sul Ocidental. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Amostragem e extração de DNA 

Um total de 124 espécimes de M. ancylodon e de 53 exemplares de M. atricauda 

(Fig. 5) foi obtido ao longo da costa da Bahia, Espírito Santo e Rio de Janeiro (Fig. 6; Tabela 

1) a partir de pesca de arrasto de fundo. A coleta foi autorizada pelo Ministério do Meio-

Ambiente, Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio) com licença 

SISBIO (sistema de autorização e informação em biodiversidade) sob o número 50628. Os 

procedimentos de eutanásia e extração de tecidos e de DNA foram previamente autorizados 

pelo Comitê de Ética No Uso de Animais da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia 

(CEUA/UESB no. 71/2014). 

Figura 5. Fotografia dos exemplares de Macrodon ancylodon (A) e Macrodon atricauda (B). 
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Figura 6. Pontos de coleta das espécies inicialmente identificadas como Macrodon ancylodon na 

Bahia (Valença, Itacaré, Ilhéus e Mucuri) e Macrodon atricauda no Espírito Santo (Aracruz e 

Conceição da Barra) e no Rio de Janeiro (Macaé).  

 

Tabela 1. Descrição das localidades e amostragem (N) de espécies de Macrodon no litoral nordeste e 

sudeste do Brasil.  

Provincia Estado Município Estuário Coordenadas N 

Tropical Bahia Valença Rio Una -13,3784 -38,9768 28 

Itacaré Rio de Contas -14,272099 -38,989695 3 

Ilhéus Rio Cachoeira -14,801671 -39,025454 24 

Porto Seguro Rio Buranhém -16,453291 -39,067048 29 

Mucurí Rio Mucuri -18,094519 -39,547752 40 

Subtropical Espírito Santo Conceição da Barra Rio São Mateus -18,605333 -39,72956 23 

Aracruz Rio Riacho -19,83102 -40,057764 14 

Rio de Janeiro Macaé Rio Macaé -22,372588 -41,7731 16 

 

As amostras de tecido muscular foram retiradas após fotografia de todos os 

espécimes, acondicionadas em álcool absoluto e estocadas em freezer a -20°C até a extração 

de DNA. Alguns espécimes foram devidamente fixados em formol 10% por 48h e 

posteriormente depositados na coleção ictiológica da Universidade Estadual do Sudoeste da 

Bahia.  

As amostras de DNA genômico foram obtidas utilizando o kit de extração Wizard 

Genomic DNA Purification (Promega), de acordo com instruções do fabricante com ligeiras 

modificações (uso de metade do volume de todos os reagentes do kit, álcool isopropanol e 

etanol a -20°C). Em seguida, as amostras foram coradas com GelRed (Biotium) e avaliadas 
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qualitativa e quantitativamente por eletroforese em gel de agarose 1%, com uma corrida de 40 

minutos a uma voltagem 100V.  

 

4.2 Condições de PCR  

Foram escolhidos três marcadores moleculares mitocondriais: DNAr 16S 

(16S), Citocromo b (CYT-B), e Citocromo oxidase C sub unidade 1 (COI). Os marcadores 

nucleares eleitos para as análises foram os genes da Rodopsina (RHO) e da tolueno-4- 

monooxigenase (TMO-4C4). As reações perfizeram um volume final de 15 µl para todos os 

marcadores, cujo volume e a concentração dos reagentes utilizados são mostrados na tabela 2, 

enquanto os primers utilizados e as condições de PCR são mostrados na tabela 3.  

 

Tabela 2. Condições de PCR para cada marcador molecular utilizado. 

Reag. 
 

RNAr 16S CYT-B COI RHO TMO-4C4 

 
CI V(µl) CF V(µl) CF V(µl) CF V(µl) CF V(µl) CF 

H2O -- 7,94-

4,94 

-- 7,84-

4,84 

-- 7,84-

4,84 

-- 7,94-

4,94 

- 7,94-

4,94 

- 

dNTP 1,0 mM 3 0,2 mM 3 0,2 mM 3 0,2 mM 3 0,2 mM 3 0,2 mM 

Tampão 10X 1,5 1X 1,5 1X 1,5 1X 1,5 1X 1,5 1X 

MgCl2 50 mM 0,6 2 mM 0,7 3,0 mM 0,7 3,0 mM 0,6 2 mM 0,6 2 mM 

PF 10 mM 0,42 0,28 mM 0,42 0,28 mM 0,42 0,28 mM 0,42 0,28 mM 0,42 0,28 mM 

PR 10 mM 0,42 0,28 mM 0,42 0,28 mM 0,42 0,28 mM 0,42 0,28 mM 0,42 0,28 mM 

Taq 5 U/µl 0,12 0,04 U/µl 0,12 0,04 U/µL 0,12 0,04 U/µl 0,12 0,04 U/µl 0,12 0,04 U/µl 

DNA >50ng 1,0-4,0 - 1,0-4,0 - 1,0-

4,0 

- 1,0-

4,0 

- 1,0-4,0 - 

VF   15,0   15,0   15,0   15,0   15,0   

CI= Concentração inicial, CF= Concentração final, V= Volume, Reag. = reagentes, PF = Primer F, PR, 

primer R e VF = Volume final. 
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Tabela 3. Condições de PCR para os marcadores moleculares mitocondriais (RNAr 16S, CYT-B e COI) e nucleares (ROD e TMO-4C4) para as espécies de 

M. ancylodon e M. atricauda. 

Gene Primer Condições de amplificação 

16S 16 S1L: 5’ CGCCTGTTTATCAAAAACAT 3’ 3 min (desnaturação) a 94°C. 30 ciclos: 1min 

(desnaturação) a 94°C, 1min (anelamento) a 48°C e 1 min 

30s (extensão) a 72°C. 10 min (extensão) a 72°C. 
16 S2H: 5’ TTTCCCCGCGGTCGCCCC 3’ 

(Palumbi, 1996) 

CYT-B TrucCyt-BR 5’ –CCGACTTCCGGATTACAAGACCG – 3’ 3 min (desnaturação) a 94°. 35 ciclos: 1min (desnaturação) 

a 94°C, 45s (anelamento) a 52°C e 1 min 30s (extensão) a 

72°C. 10 min (extensão) a 72°C.  
FishCyt-BF- 5’-ACCACCGTTGTTATTCAACTACAAGA- 3’ 

(Sevilla et al., 2007). 

COI VF2_t1 – 

5’TGTAAAACGACGGCCAGTCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’ 

4 min (desnaturação) a 95°C. 5 ciclos: 40 s (desnaturação) a 

95°C, 40s (anelamento) a 48°C, 1 min 30s (extensão) a 

72ºC. 35 ciclos: 40 s (desnaturação) a 95°C, 40s 

(anelamento) a 56°C e 1 min 30s (extensão) a 72°C. 10 min 

(extensão) a 72°C. 

VRI_t1 – 

5’CAGGAAACAGCTATGACTAGACTTCTGGGTGTTCCTAATAATCA- 

3´. 

(Ivanova et al., 2007). 

RHO Rod-F2w 5’- AGCAACTTCCGCTTC GGTGAGAA - 3’ 7 min (desnaturação) a 95°C. 35 ciclos: 30s (desnaturação) 

a 95°C, 30s (anelamento) a 59°C e 30s (extensão) a 72°C. 7 

min (extensão) a 72°. Rod-R4n 5’-GGAACTGCTTGTTCATGCAGATGTAGAT- 3’  

(Sevilla et al., 2007). 

TMO-

4C4 

F2: 5’ CGGCCTTCCTAAAACCTCTCATTAAG 3’ 2 min (desnaturação) a 95°C. 35 ciclos: 30s (desnaturação) 

a 95°C, 30s (anelamento) a 60°C e 1min (extensão) a 72°C. 

7 min (extensão) a 72°. 
R2: 5’ GTGCTCCTGGGTGACAAAGTCTACAG 3’ 

(Streelman & Karl, 1997) 



40 

 

Para o marcador COI, foram realizados testes de amplificação por PCR (reação em 

cadeia da polimerase) a fim de determinar a temperatura de anelamento mais adequada, assim 

como as concentrações do MgCl2, co-fator indispensável para o funcionamento da enzima 

DNA polimerase. No primeiro caso, foi feito um gradiente de temperatura de anelamento, 

variando de 50 a 60ºC, com intervalos de dois graus. No segundo caso, as concentrações do 

MgCl2 variaram de 2,3 a 3,3 mM, correspondendo aos volumes de 0,7 a 1,0 µl obtidos a partir 

de uma solução estoque a 50 mM (concentração inicial). O teste mostrou-se eficiente para 

todas as populações (ver condição de PCR e programa nas tabelas 2 e 3, respectivamente). 

Porém, as melhores amplificações foram obtidas com concentração de 3 mM de MgCl2 

independentemente da temperatura de anelamento (Fig. 7 e 8A). Para a repetição nos demais 

indivíduos, foi escolhida a temperatura de 56°C com 3 mM de MgCl2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Perfil eletroforético dos gradientes de temperatura e concentração de MgCl2 (0,7 µl = 2,3 

mM; 0,8 µl = 2,6 mM; 0,9 µ l= 3 mM; 1,0 µl= 3,3 mM) na amplificação do COI. A seta vermelha 

mostra as temperaturas e a concentração de MgCl2 escolhidas para a amplificação. 

 

Os marcadores CYT-B e 16S e foram amplificados conforme as condições descritas 

por Santos et al. (2013) e Santos et al. (2003), respectivamente, porém sob temperatura de 

anelamento maior, igual a 52°C (Tabelas 2 e 3). Ambos os marcadores foram eficientes no 

teste de amplificação de DNA de M. ancylodon e M. atricauda (Fig. 8B, 8C). Para o marcador 

nuclear RHO, foram respeitadas as condições de PCR (Tabelas 2 e 3) descritas por Barbosa et 

al. (2014) (Fig. 8D), com amplificação bem sucedida para ambas as espécies. 
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Figura 8. Perfil eletroforético para o gene de COI (A), CYT-B (B),  RNAr 16S  (C) e RHO (D). 

Foram selecionados quatro indivíduos das amostras de amplificação por gene, onde os dois primeiros 

poços representam amostras de M. ancylodon e os dois últimos são amostras de M. atricauda. 

 

O marcador nuclear TMO-4C4 foi amplificado respeitando as condições de PCR 

(Tabelas 2 e 3) descritas por Santos et al. (2013) (Fig. 9), com amplificação bem sucedida em 

todos os pontos coletados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Perfil eletroforético para o gene de TMO-4C4. Os oito primeiros poços a partir da esquerda 

incluem amostras de M. ancylodon enquanto os demais representam M. atricauda.  
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Posteriormente, os produtos de PCR foram submetidos ao sequenciamento 

utilizando-se o método didesoxiterminal (Sanger et al., 1977), com reagentes do kit BigDye 

Terminador v. 3.1 Cycle sequencing (Applied Biosystems/Life Technologies), de acordo com 

as orientações do fabricante. O sequenciamento das amostras foi realizado no sequenciador 

automático ABI 3500 (Applied Biosystems/Life Technologies).  

 

4.3 Edição e verificação de sequência  

Os eletroferogramas das regiões genômicas mitocondriais e nucleares foram editadas 

e sequências consenso foram alinhado no Clustal W (Thompson et al., 1994) incluído no 

BioEdit v. 7.2.6.1  (Hall, 1999). Para o gene 16S, apenas sequências forward foram 

analisadas, pois a amostras do fragmento reverso não foram sequenciadas, e editadas a partir 

da análise detalhada do cromatograma. Picos duplos encontrados nos eletroferogramas 

nucleares foram codificados respeitando o código de nucleotídeo ambíguo da IUPAC 

(International Union of Pure and Applied Chemistry). Todas as sequências consenso (e 

forward do 16S) foram verificadas no NCBI (National Center for Biotechnology information) 

com a função BLAST, para obtermos certeza da região amplificada e identificação dos 

espécimes.  

 

4.4. Análise de distância e árvore de Neighbor-Joining 

A análise de distância par-a-par entre os grupos e a árvore de Neighbor-Joining 

foram geradas no MEGA v. 7.0.26-1 (Kumar et al., 2016), assumindo o modelo evolutivo de 

Kimura 2-parâmetros (K-2P). A confiabilidade dos agrupamentos na árvore de Neighbor-

Joining (NJ) foi estimada pelo método de bootstrap (Felsenstein, 1985) com 1000 pseudo-

réplicas. Apenas os ramos com valores acima de 80% foram considerados para posterior 

discussão dos resultados.  

 

4.5 Análises filogenéticas e tempo de divergência 

Com o objetivo de determinar as relações evolutivas entre os representantes de 

Macrodon do litoral brasileiro, foram construídas árvores filogenéticas não calibradas por 

máxima verossimilhança (ML) no RAxML-HPC  (Blackbox) v. 8.2.10, e inferência Bayesiana 

(BI) usando MrBayes on (XSEDE) v. 3.2.6 na plataforma online CIPRES v. 3.3 (Cyber 

Infrastructure for Phylogenetic Research). Os modelos de substituição de nucleotídeo foram 

determinados no jModeltest v. 2.1.10 (Posada, 2003) pelo Critério de Informação de Akaike 
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(AIC). Para os genes mitocondriais, os modelos escolhidos foram TPM2+G (16S), HKY+G 

(COI) e HKY+G (CYT-B), enquanto os modelos evolutivos para os locos nucleares foram 

K80+I (TMO-4C4) e TPM1uf (RHO). 

A confiabilidade dos agrupamentos foi estimada pelo método de bootstrap 

(Felsenstein, 1985) com 1000 pseudo-réplicas na árvore por ML e pelo valor de probabilidade 

a posteriori na árvore por BI. Para enraizar a árvore filogenética, foram utilizadas sequências 

de Cynoscion jamaicensis, C. reticulatus, C. regalis e Isopisthus parvipinnis disponíveis no 

GenBank (Tabela 4) e de C. virescens e Isopisthus parvipinnis coletadas no presente estudo.  

 

Tabela 4. Código de sequências utilizadas para polarização das árvores filogenéticas obtidas 

GenBank. 

Espécies CYT-B COI 16S TMO-4C4 RHO 

Cynoscion jamaicensis -- KP331711.1 KP020028.1 KP020085.1 KP020066.1 

Cynoscion reticulatus KP722626.1 KC208678.1 KC208695.1 -- -- 

Cynoscion regalis KP722625.1 KX820248.1 AY857947.2 -- -- 

 

Uma árvore filogenética calibrada foi inferida para determinar o tempo de 

divergências das espécies do gênero Macrodon com os genes mitocondriais concatenados no 

BEAST v. 1.8.4 (Drummond et al., 2012). Os arquivos de entrada foram gerados no BEAUti 

(Bayesian Evolutionary Analysis Utility) v. 1.8.4 (Drummond et al., 2012), assumindo-se o 

modelo evolutivo HKY, relógio molecular estrito, com corrida simulada para 10 milhões de 

gerações de Cadeias Markov de Monte Carlo (MCMC). A convergência das árvores foi 

verificada pela análise das MCMC, estacionaridade e dos valores de mistura suficiente de 

parâmetros (ESS > 200) no Tracer v. 1.6. A árvore consenso calibrada foi montada no 

TreeAnnotator v. 1.8.2 assumindo 5% de burn-in (500.000 gerações). Foi utilizado um valor 

de 1% como taxa de substituição relativamente conservativa para DNA mitocondrial em 

peixes (Thomaz et al., 2015).  

  

4.6 Estatística sumária e análise demográfica 

Os índices de diversidade de nucleotídica (π; Nei, 1987) e haplotípica (h; Nei, 1987), 

assim como os testes de neutralidade para detectar sinal de expansão populacional - D de 

Tajima (Tajima, 1989), Fs de Fu (Fu, 1997) e R2 (Ramos-Onsins & Rosa, 2002) - foram 

calculados no DnaSP v. 5.10.01 (Librado & Rozas, 2009), com significância testada com base 

em 1000 repetições coalescentes. A quantidade de sítios polimórficos foi determinada no 
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MEGA v. 7.0.26-1 (Kumar et al., 2016). As análises foram realizadas para todos os genes 

mitocondriais (16S, CYT-B e COI) para as duas espécies, Macrodon ancylodon e M. 

atricauda de todos os pontos amostrados, considerando cada localidade como uma população 

arbitrária.  

 

4.7 Teste de estrutura genética 

Para cada gene mitocondrial, foi calculado o índice de fixação FST par-a-par a fim de 

avaliar a diferenciação genética entre os pares de população (Weir & Cockerham, 1984). A 

partição da variação genética dentro e entre populações foi avaliada através da análise de 

variância molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992) no Arlequin v. 3.01 (Excoffier et al., 

2005). Para avaliar a estrutura genética nos pontos coletados, uma imagem vetorial da rede de 

haplótipo para cada marcador mitocondrial foi gerada no programa PopArt v. 1.7 (Bandelt et 

al., 1999) usando o método de Median-Joining network (Bandelt et al., 1999). Os arquivos de 

entrada foram gerados no MEGA v. 7.0.26-1 (Kumar et al., 2016).  

A análise de variância molecular espacial (SAMOVA) para cada marcador 

mitocondrial foi calculado no programa SAMOVA v. 1.0 (Dupanloup et al., 2002). As 

análises foram rodadas variando o número de grupos (K) de dois a sete, para todos os pontos 

amostrados, (K) dois a cinco para M. ancylodon e (K) de dois a três para M. atricauda. 

Assumiu-se a distância de K-2P com 1000 simulações de annealing processes. O valor de K 

escolhido foi aquele que possuiu o maior valor de FCT. Os arquivos de entrada e com as 

coordenadas geográficas foram gerados no DnaSP v. 5.10.01 (Librado & Rozas, 2009) e no 

Microsoft Office Excel 2007, respectivamente. 

A estruturação populacional também foi avaliada por inferência Bayesiana, no BAPS 

(Bayesian Analysis of Population Structure) v. 6.0 (Corander et al., 2008) para cada marcador 

mitocondrial. O algoritmo é baseado na freqüência de alelos não idêntica para separar as 

populações, o qual usa otimização estocástica para inferir o número de populações/linhagens. 

O programa foi corrido com K variando de dois a oito para toda a amostragem, K de um a seis 

para M. ancylodon e K de um a quatro para M. atricauda. O número de interações individuais 

foi de 500, com 20 interações individuais para cada população e número de referência 

individual de 50. O arquivo de entrada foi gerado no Microsoft Office Excel 2007.  

O teste de Mantel (Mantel, 1967) com as sequências de DNA mitocondrial 

concatenadas foi obtido no programa Isolation By Distance web Service v. 3.23 (Jensen et al., 

2005. Esse Algoritmo verifica se existe uma correlação significativa entre a diversidade 
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genética e distribuição geográfica. Para o teste, foi construída uma matriz com o FST par-a-par 

e de coordenadas geográficas no Microsoft Office Excel 2007. A matriz do FST par-a-par foi 

calculada no programa Arlequin 3.11 (Excoffier et al., 2005) e a de distância geográfica no 

programa Geographic Distance Matrix Generator v. 1.2.3 (Ersts, Internet) . 

Para detectar sinal de expansão ou isolamento populacional para as sequências de 

DNA mitocondrial concatenadas, foi realizada a análise de Coalescência no BEAST 

(Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees) v. 1.8.4 (Drummond et al., 2012). O 

arquivo de entrada foi gerado no BEAUti v.1.8.4 assumindo uma corrida de MCMC para 10 

milhões de gerações. Para verificar o tamanho populacional ao longo do tempo, foi feita a 

análise de reconstrução por Bayesian Skyline Plot no BEAST v.1.8.4. (Drummond et al., 

2012). A verificação dos parâmetros foi realizada pela diagnose das MCMC, estacionaridade 

e a mistura suficiente de parâmetros (ESS > 200) no Tracer v. 1.6 (Rambaut et al., 2014). 

 

4.8 Construção e edição de mapas e figuras. 

O programa Diva-Gis v. 7.5 foi utilizado para a elaboração dos mapas do presente 

trabalho utilizando os shapefiles do Brasil, divisão política do Brasil e de relevo (elevações) 

do continente Sul Americano. Os programas Inkscape v.3 e Paint foram usados para a edição 

dos mapas e figuras. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Análise das sequências 

As sequências do gene ribossomal 16S apresentaram 515 pb (n = 102 espécimes), 

com 12 sítios polimórficos, constituídas em média de 24,2% de timina (T), 24% de citosina 

(C), 28,7% de adenina (A) e 23,2% de guanina (G). O COI apresentou um total de 616 pb (n 

= 80), com 34 sítios variáveis e composição de 27,2% de T, 30,3% C, 22,6% A e 19,9% G. 

Para o CYT-B, foram obtidos 818 pb (n = 65) com 35 sítios polimórficos, apresentando 

29,6% de T, 32,7% C, 22,2% A e 26,6% G. O conjunto dos genes mitocondriais totalizou 

1949 pb com 81 sítios polimórficos. 

Ambos marcadores nucleares apresentaram conjuntamente 950 pb e 5 sítios 

polimórficos, sendo 495 pb para TMO-4C4 (n = 90) com 4  sítios variáveis e composição de 

26,1%  T, 20,7% C, 26,7% A e 26,6%  G). Por outro lado, o gene da rodopsina (RHO) 

apresentou 455 pb (n = 96), com 1 sítio variável, constituída por 29,2%  de T, 27,8% C, 

18,9% A e 24% G.  

 

5.2 Análise de distância genética e árvore de Neighbor-Joining 

As árvores de Neighbor-Joining para cada marcador mitocondrial mostraram a 

mesma topologia, sustentando a formação de dois grandes clados. O primeiro clado é formado 

por indivíduos de Macrodon ancylodon (Valença-BAVA, Itacaré-BAIT, Ilhéus-BAIL, Porto 

Seguro-BAP, Mucuri-BAMU, e Conceição da Barra-ESCB) e o segundo inclui as amostras de 

Macrodon atricauda (Mucuri, Conceição da Barra, Aracruz-ESAR e Macaé-RJMA), com 

altos valores de bootstrap (>99%) para a maioria dos ramos e genes (Fig. 10 a 12). Os 

marcadores nucleares apresentaram uma árvore politômica, não separando as duas espécies 

devido à grande similaridade das sequências (Fig. 13-14). Por este motivo, os genes nucleares 

não foram utilizados para inferências de diversidade genética, neutralidade e estruturação 

populacional.  

Observamos uma região de simpatria para as espécies com os marcadores 

mitocondriais nas localidades de Mucuri-BA e Conceição da Barra-ES (Fig. 15), uma vez que 

espécimes de ambas as localidades agruparam nos clados de M. ancylodon e M. atricauda 

(Fig. 10 a 12). 
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Figura 10. Árvore filogenética para Macrodon ancylodon e M. atricauda amostradas ao longo da costa da Bahia, Espírito Santo e Rio de Janeiro, inferidas 

pelo método de Neighbor-Joining (NJ), Máxima verossimilhança (ML) e Inferência Bayesiana (BI) com marcador mitocondrial 16S. Os valores entre 

parênteses representam o suporte para os ramos, em que os dois primeiros indicam bootstrap para NJ e ML, respectivamente, e o terceiro a probabilidade a 

posteriori para BI. Somente valores > 80% são mostrados. O grupo externo é representado por 1 = Cynoscion virescens, 2 = Isopisthus parvipinnis e 3 

=Cynoscion jamaicensis. 
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Figura 11. Árvore filogenética para Macrodon ancylodon e M. atricauda amostradas ao longo da costa da Bahia, Espírito Santo e Rio de Janeiro, inferidas 

pelo método de Neighbor-Joining (NJ), Máxima verossimilhança (ML) e Inferência Bayesiana (BI) com marcador mitocondrial COI. Os valores entre 

parênteses representam o suporte para os ramos, em que os dois primeiros indicam bootstrap para NJ e ML, respectivamente, e o terceiro a probabilidade a 

posteriori para BI. Somente valores > 80% são mostrados. O grupo externo é representado por 1 = Isopisthus parvipinnis, 2 = Cynoscion virescens e 3 = 

Cynoscion jamaicensis. 
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Figura 12. Árvore filogenética para Macrodon ancylodon e M. atricauda amostradas ao longo da costa da Bahia, Espírito Santo e Rio de Janeiro, inferidas 

pelo método de Neighbor-Joining (NJ), Máxima verossimilhança (ML) e Inferência Bayesiana (BI) com marcador mitocondrial CYT-B. Os valores entre 

parênteses representam o suporte para os ramos, em que os dois primeiros indicam bootstrap para NJ e ML, respectivamente, e o terceiro a probabilidade a 

posteriori para BI. Somente valores > 80% são mostrados. O grupo externo é representado por 1 = Cynoscion virescens, 2 = Cynoscion reticulatus e 3 = 

Cynoscion regalis. 
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Figura 13. Árvore filogenética para Macrodon ancylodon e M. atricauda amostradas ao longo da costa da Bahia, Espírito Santo e Rio de Janeiro, inferidas 

pelo método de Neighbor-Joining (NJ), Máxima verossimilhança (ML) e Inferência Bayesiana (BI) com marcador nuclear TMO-4C4. Os valores entre 

parênteses representam o suporte para os ramos, em que os dois primeiros indicam bootstrap para NJ e ML, respectivamente, e o terceiro a probabilidade a 

posteriori para BI. Somente valores > 80% são mostrados. O grupo externo é representado por 1 = Cynoscion virescens, 2 = Isopisthus parvipinnis e 3 = 

Cynoscion jamaicensis. 
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Figura 14. Árvore filogenética para Macrodon ancylodon e M. atricauda amostradas ao longo da costa da Bahia, Espírito Santo e Rio de Janeiro, inferidas 

pelo método de Neighbor-Joining (NJ), Máxima verossimilhança (ML) e Inferência Bayesiana (BI) com marcador nuclear RHO. Os valores entre parênteses 

representam o suporte para os ramos, em que os dois primeiros indicam bootstrap para NJ e ML, respectivamente, e o terceiro a probabilidade a posteriori 

para BI. Somente valores > 80% são mostrados. O grupo externo é representado por 1 = Cynoscion jamaicensis, 2 = Isopisthus parvipinnis e 3 = Cynoscion 

virescens.
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Figura 15. Área de distribuição para Macrodon ancylodon (amarelo) e M. atricauda (azul) descrita 

por Carvalho-Filho et al. (2010), com a inclusão da nova área de simpatria (verde) para as duas 

espécies entre Mucuri/BA e Conceição da Barra/ES identificada nesse estudo.  

 

O agrupamento formado pela análise de Neighbor-Joining foi considerado para a 

análise de distância, ou seja, as populações de Mucuri/BA (BAMU) e Conceição da Barra/ES 

(ESCB) foram separadas em dois grupos, um pertencente ao clado M. ancylodon 

(BAMU/MAC e ESCB/MAC) e outra para M. atricauda (BAMU/MAT e ESCB/MAT). 

A análise de distância par-a-par entre os grupos amostrados (Tabelas 5 a 7) não 

evidenciou uma variação genética intraespecífica para o gene 16S, mas variou de 0 a 0,3% 

para o COI e de 0 a 0,2% para o CYT-B. A variação interespecífica par-a-par para o 16S foi 

de 1,6%, enquanto para os genes COI e CYT-B ela variou de 3,3 a 3,5% e de 3,4 a 3,5%, 

respectivamente. Os espécimes de M. atricauda e M. ancylodon encontrados em simpatria nos 

estuários do Mucuri-BA e Conceição da Barra-ES (Fig. 15) apresentaram valores de distância 

interespecífica similares àqueles observados entre populações alopátricas de cada espécie 

(Tabelas 5 a 7). 
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Tabela 5. Distância par-a-par determinada pelo método K-2P para o gene de rRNA 16S. 

  ESAR ESCB/MAT ESCB/MAC BAIL BAIT BAMU/MAT BAMU/MAC BAP RJMA BAVA GE 

ESAR  -                     

ESCB/MAT 0,000 - 

         ESCB/MAC 0,016 0,016 - 

        BAIL 0,016 0,016 0,000 - 

       BAIT 0,016 0,016 0,000 0,000 - 

      BAMU/MAT 0,000 0,000 0,016 0,016 0,016 - 

     BAMU/MAC 0,016 0,016 0,000 0,000 0,000 0,016 - 

    BAP 0,016 0,016 0,000 0,000 0,000 0,016 0,000 - 

   RJMA 0,000 0,000 0,016 0,016 0,016 0,000 0,016 0,016 - 

  BAVA 0,016 0,016 0,000 0,000 0,000 0,016 0,000 0,000 0,016 - 

 GE 0,055 0,055 0,056 0,056 0,056 0,055 0,056 0,056 0,055 0,056 - 

 

Tabela 6. Distância par-a-par determinada pelo método K-2P para o marcador COI. 

  ESAR ESCB/MAT ESCB/MAC BAIL BAIT BAMU/MAT BAMU/MAC BAP RJMA BAVA GE 

ESAR -                      

ESCB/MAT 0,001 - 

         ESCB/MAC 0,035 0,034 - 

        BAIL 0,034 0,033 0,001 - 

       BAIT 0,034 0,033 0,000 0,000 - 

      BAMU/MAT 0,001 0,000 0,034 0,033 0,033 - 

     BAMU/MAC 0,035 0,034 0,001 0,001 0,001 0,034 - 

    BAP 0,035 0,034 0,001 0,001 0,001 0,034 0,001 - 

   RJMA 0,003 0,003 0,035 0,035 0,035 0,003 0,036 0,035 - 

  BAVA 0,034 0,033 0,001 0,000 0,000 0,033 0,001 0,001 0,035 - 

 GE 0,165 0,164 0,163 0,163 0,163 0,164 0,163 0,163 0,166 0,163 -  
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Tabela 7. Distância par-a-par determinada pelo método K-2P para o marcador CYT-B. 

  ESAR ESCB/MAT ESCB/MAC BAIL BAIT BAMU/MAT BAMU/MAC BAP RJMA BAVA GE 

ESAR  -                     

ESCB/MAT 0,000 - 

         ESCB/MAC 0,034 0,034 - 

        BAIL 0,035 0,035 0,001 - 

       BAIT 0,034 0,034 0,000 0,001 - 

      RJMA 0,001 0,001 0,034 0,035 0,034 - 

     BAMU/MAT 0,000 0,000 0,034 0,035 0,034 0,001 - 

    BAMU/MAC 0,035 0,035 0,001 0,001 0,001 0,035 0,035 - 

   BAP 0,035 0,035 0,001 0,002 0,001 0,035 0,035 0,002 - 

  BAVA 0,035 0,035 0,001 0,002 0,001 0,035 0,035 0,002 0,002 - 

 GE 0,152 0,152 0,156 0,156 0,156 0,152 0,152 0,155 0,156 0,155 -  
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5.3 Análise filogenética e tempo de divergência. 

As relações filogenéticas para todos os genes mitocondriais por ML e BI 

apresentaram a mesma topologia, recuperando o monofiletismo para M. ancylodon e M. 

atricauda com altos valores de bootstrap e de probabilidade a posteriori (>98%) na maioria 

dos ramos. O clado de M. ancylodon foi representado pelas populações da Bahia e alguns 

indivíduos de Conceição da Barra/ES enquanto o clado M. atricauda foi composto pelas 

populações do Espírito Santo, Rio de Janeiro e Mucuri-BA (Fig. 10 a 12). No caso dos genes 

nucleares, as árvores filogenéticas não foram capazes de discriminar as duas espécies (Fig. 

13-14).  

A árvore filogenética calibrada para os três marcadores mitocondriais concatenados 

estimou uma data de dispersão entre Macrodon ancylodon e M. atricauda há 1,5 milhões de 

anos (mya) no Pleistoceno. Observamos um evento de expansão populacional, datado em 

aproximadamente 0,2 mya no Holoceno, em ambas as espécies. Em M. atricauda, foi 

indicado um evento de isolamento populacional no Rio de Janeiro (Fig. 16). Deve-se destacar 

que os eventos de divergência entre M. ancylodon e M. atricauda, assim como os eventos de 

expansão e isolamento, apresentaram suportes estatisticamente significativos (>98%).  

 

5.4 Estatística sumária  

Para o 16S, encontramos seis haplótipos, quatro deles de M. ancylodon (diversidade 

haplotípica - Hd = 0,129 e diversidade nucleotídica - π = 0,00026) e dois para M. atricauda 

(Hd = 0,048 e π = 0,00009). A maior diversidade foi encontrada em espécimes de Conceição 

da Barra (Hd = 0,524, π = 0,00111 para M. ancylodon e Hd = 0,048 e π = 0,00009 para M. 

atricauda).  

No caso do COI, encontramos 12 haplótipos, sete deles para M. ancylodon (Hd = 

0,246 e π = 0,00049) e cinco para M. atricauda (Hd = 0,480 e π = 0,0014). Para a primeira 

espécie, a maior diversidade foi detectada na população de Porto Seguro (Hd = 0,524 e π = 

0,00093), enquanto, para M. atricauda, o COI foi mais variável nas amostras do Rio de 

Janeiro ( Hd = 0,556 e π = 0,001177)  (Tabelas 8 e 9). 
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Figura 16. Árvore filogenética com tempo de divergência em milhares de anos (mya) para Macrodon ancylodon e M. atricauda, baseada em nos genes 

mitocondriais 16S, COI e CYT-B concatenados, estimada pela análise Bayesiana coalescente. As barras em azul representam 95% de HPD (Highest posterior 

densities). O grupo externo é representado por 1 = Cynoscion virescens, 2 = Cynoscion reticulatus e 3 = Cynoscion regalis.
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Um total de 14 haplótipos foi recuperado para o CYT-B, oito deles em M. ancylodon 

(Hd = 0,711 e π = 0,00144), e seis para M. atricauda (Hd = 0,424 e π = 0, 00064), com maior 

diversidade para as populações de Mucuri (Hd = 1 e π = 0,00163) e Rio de Janeiro (Hd = 

0,833 e π = 0,00149), respectivamente. Porém a alta diversidade encontrada na população de 

Mucuri de M. ancylodon pode estar enviesada em função da baixa amostragem, composta por 

apenas três indivíduos com haplótipos distintos entre si.  (Tabela 10).   

Como os dados genéticos (Fig. 10 a 12) evidenciaram (Fig. 10 a 12) uma região de 

simpatria para M. ancylodon e M. atricauda em Mucuri e Conceição da Barra entre a costa 

nordeste e sudeste do Brasil, as inferências de diversidade, neutralidade e estruturação 

populacional baseadas exclusivamente nos locais de coleta causariam uma falsa impressão de 

alta diversidade nessas duas localidades (Fig. 17). Dessa forma, as análises foram realizadas 

levando em consideração tanto a localidade quanto a identidade genética de cada espécie, de 

modo que as populações de Mucuri e Conceição da Barra foram subdivididas para M. 

ancylodon e M. atricauda (Fig.18). 

 

Tabela 8. Teste de diversidade e neutralidade em Macrodon ancylodon e M. atricauda com 16S.  

 

Pontos Amostrados N H Hd S π Fs D R2 

BAVA 15 2 0,248 1 0,00048 0,133 -0,39883 0,1238 

BAIT 3 1 0 0 0 - - - 

BAIL 14 1 0 0 0 - - - 

BAP 15 1 0 0 0 - - - 

BAMU 14 2 0,527 8 0,00819 8,069 2,55452* 0,2637 

BAMU/MAC 6 1 0 0 0 - - - 

BAMU/MAT 8 1 0 0 0 - - - 

ESCB 15 5 0,705 11 0,00906 2,7 1,46252 0,1973 

ESCB/MAC 7 3 0,524 2 0,00111 -0,922 -1,23716 0,2259 

ESCB/MAT 8 2 0,25 1 0,00049 -0,182 -1,05482 0,3307 

ESAR 13 1 0 0 0 - - - 

RJMA 13 1 0 0 0 - - - 

M. ancylodon 60 4 0,129 3 0,00026 -3,922** -1,5765 0,0608 

M. atricauda 42 2 0,048 1 0,00009 -1,491 -1,11966 0,1525** 

Todas Populações 102 6 0,542 12 0,00779 6,553 1,95282 0,1653 

(N = número do indivíduo sequenciado, H = número de haplótipos, Hb = diversidade 

haplotípica, S = sítios polimórficos, π =, diversidade nucleotídica, Fs = teste Fs de Fu e D = 

teste D de Tajima e R2 = teste de Ramos-Onsins & Rosa, 2002).*P < 0,01 **P < 0,05 
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Tabela 9. Teste de diversidade e neutralidade em Macrodon ancylodon e M. atricauda com COI.  

Pontos 

Amostrados N H Hd S π Fs D R2 

BAVA 14 2 0,143 1 0,00023 -0,595 -1,15524 0,2575 

BAIT 2 1 0 0 0 - - - 

BAIL 14 2 0,143 1 0,00023 -0,595 -1,15524 0,2575 

BAP 7 3 0,524 2 0,00093 -0,922 -1,23716 0,2259 

BAMU 11 3 0,618 23 0,01919 9,699 2,30803** 0,2503 

BAMU/MAC 5 2 0,4 2 0,0013 1,04 -0,97256 0,4 

BAMU/MAT 6 1 0 0 0 - - - 

ESCB 13 3 0,5 22 0,01598  9,81  1,67456 0,2206 

ESCB/MAC 4 2 0,5 1 0,00081      0,17  -0,61237 0,433 

ESCB/MAT 9 1 0 0 0  - - - 

ESAR 10 2 0,2 4 0,0013 1,744 -1,66706 0,3 

RJMA 9 3 0,556 2 0,00117 -0,239 -0,06382 0,2008 

M. ancylodon 46 7 0,246 7 0,00049 -7,13** -2,1759** 0,0593 

M. atricauda 34 5 0,48 7 0,0014 -0,892 -1,42649 0,1068 

Todas Populações 80 12 0,661 34 0,01767 8,459 1,85011 0,1565* 

(N = número do indivíduo sequenciado, H = número de haplótipos, Hb = diversidade 

haplotípica, S = sítios polimórficos, π =, diversidade nucleotídica, Fs = teste Fs de Fu e D = 

teste D de Tajima e R2 = teste de Ramos-Onsins & Rosa, 2002).*P < 0,01 **P < 0,05 

 

Tabela 10. Teste de diversidade e neutralidade em Macrodon ancylodon e M. atricauda com CYT-B. 

Pontos Amostrados N H Hd S π Fs D R2 

BAVA 6 3 0,733 3 0,00187 0,54 0,86222 0,2354 

BAIT 1 - 0 0 - - - - 

BAIL 11 4 0,709 3 0,00111 -0,94 -0,38482 0,1575 

BAP 10 7 0,867 7 0,0019 -4,136** -1,57285 0,0981** 

BAMU 6 4 0,8 29 0,02062 3,771 2,07584** 0,2798 

BAMU/MAC 3 3 1 2 0,00163 -1,216 *** 0,2357 

BAMU/MAT 3 1 0 0 0 - - - 

ESCB 13 3 0,603 28 0,01711 12,289 2,41058* 0,2474 

ESCB/MAC 5 1 0 0 - - - - 

ESCB/MAT 8 2 0,25 1 0,00031 -0,182 -1,05482 0,3307 

ESAR 9 1 0 0 0 - - - 

RJMA 9 5 0,833 4 0,00149 -1,995** -0,68914 0,1368** 

M. ancylodon 36 8 0,711 8 0,00144 -2,917** -1,14071 0,0718 

M. atricauda 29 6 0,424 29 0,00064 -3,829** -1,62347 0,0732 

Todas Populações 65 14 0,8 35 0,01748 7,864 2,56886** 0,2022 

(N = número do indivíduo sequenciado, H = número de haplótipos, Hb = diversidade 

haplotípica, S = sítios polimórficos, π =, diversidade nucleotídica, Fs = teste Fs de Fu e D = 

teste D de Tajima e R2 = teste de Ramos-Onsins & Rosa, 2002).*P < 0,01 **P < 0,05, *** 

Não calculado teste D de Tajima (n< 4). 
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Figura 17. Variação de diversidade de nucleotídeo baseada nas tabelas 8 a 10 para os pontos 

amostrados. Em azul claro está indicada a distribuição de M. ancylodon, em amarelo claro, a 

distribuição de M. atricauda e verde claro representa a região de simpatria. As barras representam os 

genes 16S (azul escuro), COI (vermelho) e CYT-B (verde escuro).  

 

Figura 18. Real distribuição da diversidade de nucleotídeo para M. ancylodon e M. atricauda ao longo 

da costa da Bahia, Espírito Santo e Rio de Janeiro. Em azul claro, está indicada a distribuição de M. 

ancylodon, em amarelo claro, a distribuição de M. atricauda e, em verde claro, está representada a 

região de simpatria. As barras representam os genes 16S (azul escuro), COI (vermelho) e CYT-B 

(verde escuro). 

Adicionalmente, os valores observados de diversidade para o CYT-B entre a região 

da Bahia e Rio de Janeiro amostrada no presente trabalho foram moderados ou baixos quando 

comparados aos dados disponíveis na literatura para outras regiões (Santos et al., 2006) (Fig. 
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19). Considerando esse conjunto de dados, demonstra-se que a maior diversidade para M. 

ancylodon foi detectada em populações de Pernambuco (π = 0, 003) enquanto a população de 

São Paulo (π= 0, 0027) apresentou maior variação para M. atricauda. Infelizmente, para os 

outros marcadores não há dados publicados de diversidade nucleotídica para análises 

comparativas.  

 

Figura 19. Diversidade de nucleotídeo para CYT-B ao longo da área de distribuição para M. 

ancylodon e M. atricauda no Atlântico Sul Ocidental com base nos dados de presente estudo (BAVA 

até RJMA) e publicados por Santos et al. (2006) (VE até PE e SP até ARG) e dados do presente 

trabalho (BAVA-RJMA). Em azul claro, indica-se a distribuição de M. ancylodon, em amarelo claro a 

distribuição de M. atricauda e, em verde claro, a região de contato. (VE - Venezuela; AP - Amapá; PA 

- Pará; MA - Maranhão; PE - Pernambuco; SP - São Paulo; PR - Paraná; SC - Santa Catarina; RS - Rio 

Grande do Sul e ARG - Argentina).  

 

5.5 Estrutura genética 

A análise de FST com os marcadores mitocondriais (16S, COI e CYT-B) reunindo M. 

ancylodon e M. atricauda indicou uma alta estruturação populacional (0,95 a 0.98), com 

maior variação entre as populações do que dentro das populações (Tabela 11), conforme 

esperado para espécies distintas. Porém, quando cada espécie foi analisada separadamente, 

observou-se uma baixa estruturação populacional (0,04 a 0,34 para M. ancylodon e 0,04 a 

0,55 para M. atricauda a depender do marcador). Em M. ancylodon a maior variação foi 

detectada dentro das populações do que entre populações independentemente do gene 

analisado, enquanto M. atricauda só seguiu esse padrão para o gene 16S (Tabela 11).   
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Tabela 11. Estruturação populacional (FST) para M. ancylodon e M. atricauda com os marcadores 

mitocondriais 16S, COI e CYT-B.  

  16S  COI  CYT-B 

  Geral MAC MAT  Geral MAC MAT  Geral MAC MAT 

FST 0,9790* 0,0419 0,0431  0,9709* 0,3428 0,55642*  0,9485* 0,0637 0,1506* 

Entre Pop 97,90% 4,19% 4,32%  97,09% 3,43% 56,43%  94,88% 6,38% 84,93% 

Dentro Pop 2,10% 95,81% 95,68%  2,91% 96,57% 47,57%  5,12% 93,62% 15,07% 

(Geral = M. ancylodon + M. atricauda; MAC = M. ancylodon; MAT = M. atricauda; Pop = 

população).*P<0,05. 

As comparações de FST par-a-par para os três marcadores mitocondriais apóiam a 

alta diferenciação genética entre M. ancylodon (Bahia) e M. atricauda (Espírito Santo e Rio 

de Janeiro), com valores significativos de 0,95 a 1 de acordo com o gene analisado (Tabelas 

12 a 14). Ressalta-se que as comparações entre espécimes de M. ancylodon e M. atricauda 

nas regiões de simpatria em Mucuri-BA (BAMU/MAC x BAMU/MAT) e Conceição da 

Barra-ES (ESCB/MAC x ESCB/MAT) exibiram valores de divergência interespecífica 

compatíveis com os observados entre as populações alopátricas (0,95 a 1,00 para o 16S; 0,98 

a 0,99 para COI; e 0,97 a 0,99 para o CYT-B) (Tabelas 12 a 14). Adicionalmente, a população 

do Rio de Janeiro apresentou uma moderada estruturação significativa para os marcadores 

COI e CYT-B em relação às demais populações (Tabelas 13 e 14). 

Por outro lado, quando os espécimes de M. ancylodon de Mucuri-BA são 

comparados com as amostras de mesma espécie de Conceição da Barra-ES valores de FST 

nulo ou negativo, não significativos, foram encontrados, indicando que representam uma 

mesma unidade evolutiva. O mesmo padrão foi observado em M. atricauda (Tabelas 12 a 14).  

As redes de haplótipo separaram claramente M. ancylodon e M. atricauda, com oito 

mutações para o gene 16S (Fig. 20A), 20 mutações para o COI (Fig. 20B) e 25 mutações para 

o CYT-B (Fig. 20C), incluindo haplótipos privados para cada grupo. Novamente, destaca-se 

que os haplótipos privados que discriminam geneticamente os indivíduos de M. ancylodon e 

M. atricauda estavam presentes nas zonas de contato (Mucuri-BA e Conceição da Barra-ES), 

constituindo mais uma evidência para a simpatria de ambas. Ademais, não foi detectado 

compartilhamento de haplótipo entre as espécies com os marcadores utilizados nesse trabalho, 

mesmo nas regiões de co-ocorrência de M. ancylodon e M. atricauda.   
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Tabela 12. Diversidade genética (FST par-a-par) com o marcador 16S para M. ancylodon e M. atricauda entre o litoral Nordeste (Bahia) e sudeste (Espírito 

Santo e Rio de Janeiro) do Brasil. 

  ESAR ESCB/MAC ESCB/MAT BAIL BAIT BAMU/MAC BAMU/MAT BAP RJMA BAVA 

ESAR - 

         ESCB/MAC 0,97680* - 

        ESCB/MAT 0,06427 0,95259* - 

       BAIL 1,00000* 0,10638 0,98919* - 

      BAIT 1,00000* -0,16667 0,97619* 0,00000 - 

     BAMU/MAC 1,00000* -0,02439 0,98208* 0,00000 0,00000 - 

    BAMU/MAT 0,00000 0,96811* 0,00000 1,00000* 1,00000* 1,00000* - 

   BAP 1,00000* 0,11765 0,98970* 0,00000 0,00000 0,00000 1,00000* - 

  RJMA 0,00000 0,97680* 0,06427 1,00000* 1,00000* 1,00000* 0,00000 1,00000* - 

 BAVA 0,98362* 0,06120 0,96992* 0,06491 -0,13372 -0,01961 0,97979* 0,07143 0,98362* - 

*P<0,05 

 

Tabela 13. Diversidade genética (FST par-a-par) com o marcador COI para M. ancylodon e M. atricauda entre o litoral Nordeste (Bahia) e sudeste (Espírito 

Santo e Rio de Janeiro) do Brasil. 

  ESAR ESCB/MAC ESCB/MAT BAIL BAIT BAMU/MAC BAMU/MAT BAP RJMA BAVA 

ESAR - 

         ESCB/MAC 0,96659* - 

        ESCB/MAT -0,01124 0,99356* - 

       BAIL 0,98078* 0,13903 0,99581* - 

      BAIT 0,96658 -0,26316 1,00000* -0,32847 - 

     BAMU/MAC 0,96330* -0,01293 0,98748* 0,13071 -0,29032 - 

    BAMU/MAT -0,05882 0,99116* 0,00000 0,99511* 1,00000* 0,98336* - 

   BAP 0,96735* -0,00782 0,98848* 0,05474 -0,31250 0,01072 0,98537* - 

  RJMA 0,58652* 0,97001* 0,75000* 0,98332* 0,97069* 0,96625* 0,70492* 0,97021* - 

 BAVA 0,98078* 0,13903 0,99581* 0,00000 -0,32847 0,13071 0,99511* 0,05474 0,98332* - 

*P<0,05 
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Tabela 14. Diversidade genética (FST par-a-par) com o marcador CYT-B para M. ancylodon e M. atricauda entre o litoral Nordeste (Bahia) e sudeste 

(Espírito Santo e Rio de Janeiro) do Brasil. 

  ESAR ESCB/MAC ESCB/MAT BAIL BAIT RJMA BAMU/MAC BAMU/MAT BAP BAVA 

ESAR - 

         ESCB/MAC 1,00000* - 

        ESCB/MAT 0,01562 0,99414* - 

       BAIL 0,98175* 0,16540 0,97707* - 

      BAIT 1,00000 0,00000 0,99078 -0,42857 - 

     RJMA 0,21429 0,97011* 0,17184 0,96219* 0,95492 - 

    BAMU/MAC 0,99028* 0,18919 0,98223* -0,07164 -1,00000 0,95517* - 

   BAMU/MAT 0,00000 1,00000* -0,17483 0,97277* 1,00000 0,01737 0,97590 - 

  BAP 0,97009* -0,06061 0,96445* 0,00584 -0,94444 0,94936* -0,15741 0,95421* - 

 BAVA 0,97858* 0,30373 0,97168* 0,28965* -0,31429 0,95165* 0,15455 0,96067* 0,09091 - 
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Figura 20. Rede de haplótipos para os marcadores mitocondriais 16S (A), COI (B) e CYT-B 

(C) para M. ancylodon e M. atricauda. A coloração indica as localidades amostradas e o 

tamanho do círculo reflete a proporção individual dos haplótipos. 

 

A análise de variância molecular espacial (SAMOVA) para os marcadores 

mitocondriais reunindo as amostras das duas espécies recuperou três grupos (K = 3) ao longo 

de toda a distribuição (Fig. 21). O primeiro grupo seria formado por M. atricauda de Aracruz-

ES e Macaé-RJ, o segundo seria composto por M. ancylodon de Valença até Porto seguro na 

Bahia. O terceiro grupo representa a zona de contato em Mucuri-BA e Conceição da Barra-

ES, recuperado em função da alta estruturação causada pela inclusão de duas espécies 

distintas que ocorrem nessas áreas (Tabelas 15 a 17). 
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Figura 21. Análise de variância molecular espacial (SAMOVA) para 16S (A), COI (B) e CYT-B (C) 

considerando M. ancylodon+M. atricauda (verde), M. ancylodon (azul) e M. atricauda (vermelho), 

separadamente.
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A SAMOVA para M. ancylodon separadamente recuperou valores de K = 2 (16S) 

até K = 5 (COI, CYT-B), com baixa estruturação populacional (Fig. 21). Porém, os valores 

de FCT e FST não foram significativos, com exceção do FST para o gene 16S (Tabelas 15 a 

17). Em M. atricauda, todos os genes indicaram K = 2, também com baixa estruturação 

genética e valores significativos apenas para o FST para o COI (Tabelas 15 a 17).   

Tabela 15. Análise de variância molecular espacial (SAMOVA) com o gene 16S para M. ancylodon, 

M. atricauda e M. ancylodon+M. atricauda (Geral). Em destaque, os maiores valores de FCT. 

K 
M. ancylodon M. atricauda Geral 

FCT FST FCT FST FCT FST 

2 0,39475 0,3834* 0,26191 0,18875 0,71300* 0,79187* 

3 0,31251* 0,2218* 0,16213 0,06803 0,77878* 0,76121* 

4 0,28917 0,15406* - - 0,76872* 0,7537* 

5 0,34939 0,13252* - - 0,75888* 0,74451* 

6 - - - - 0,73929* 0,71393* 

7 -  -   -  - 0,76354* 0,70354* 

 * P<0,05  

 

Tabela 16. Análise de variância molecular espacial (SAMOVA) com o gene COI para M. ancylodon, 

M. atricauda e M. ancylodon+M. atricauda (Geral). Em destaque, os maiores valores de FCT. 

K 
M. ancylodon M. atricauda Geral 

FCT FST FCT FST FCT FST 

2 0,14894 0,14206 0,73098 0,71548* 0,73478* 0,7971* 

3 0,13132 0,09230 0,65544 0,59987* 0,76500* 0,76442* 

4 0,16454 0,08354 - - 0,75308* 0,75787* 

5 0,30097 0,04440 - - 0,75079* 0,73931* 

6 - - - - 0,76163 0,71825* 

7  - -   -  - 0,70300 0,71762* 

* P<0,05  

 

Tabela 17. Análise de variância molecular espacial (SAMOVA) com o gene CYT-B para M. 

ancylodon, M. atricauda e M. ancylodon+M. atricauda (Geral). Em destaque, os maiores valores de 

FCT. 

k 
M. ancylodon M. atricauda Geral 

FCT FST FCT FST FCT FST 

2 0,26933 0,22558 0,37909 0,28122 0,70623* 0,71194* 

3 0,24238 0,11493 0,36049 0,17778* 0,75278* 0,73179* 

4 0,30145* 0,08353 - - 0,7458* 0,720073* 

5 0,62788 0,06971 - - 0,73533* 0,70252* 

6 - - - - 0,72624* 0,68587* 

7  - -   -  - 0,69657 0,68414* 

* P<0,05  
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A análise de estruturação populacional por inferência Bayesiana (BAPS) com os 

três genes mitocondriais com o conjunto de dados de todas as espécies recuperou dois 

grupos, um para M. ancylodon e outro para M. atricauda (Fig. 22). Porém, quando cada 

espécie foi analisada separadamente, foi gerado um padrão heterogêneo de estruturação de 

acordo com o marcador, variando de K = 3 (COI, CYT-B) a K = 4 (16S) para M. 

ancylodon e de K = 2 (16S) a K = 4 (COI, CYT-B) para M. atricauda (Fig. 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Análise de estruturação populacional por inferência Bayesiana (BAPS) para 16S, COI e 

CYT-B em M. ancylodon+M. atricauda (esquerda), M. ancylodon (centro) e M. atricauda (direita). 

Na coluna da esquerda as cores vermelho e verde indicam os espécimes de M. atricauda e M. 

ancylodon, respectivamente. No caso das análises em M. ancylodon e M. atricauda isoladamente, as 

cores predominantes indicam indivíduos que não apresentam diferenças genéticas significativas entre 

as localidades. 

 

 

O teste de Mantel com os genes mitocondriais concatenados demonstrou que não 

há estruturação genética significativa relacionada com a distância geográfica ao se 

considerar M. ancylodon+M. atricauda (r = 0.7465; P = 0.99). Porém não houve correlação 

entre distâncias genética e geográfica ao se analisar cada espécie separadamente (r = 

0,8679; P = 0,77 para M. atricauda e r = -0,1153; P = 0,56 para M. ancylodon) (Fig. 23).  

 

 



68 

 

 

Figura 23. Correlação entre distância genética (FST) e distância geográfica (Km) para amostras de M. ancylodon + M. atricauda (A) (r = 

0.7465; P = 0.99), M. ancylodon (B) (r = -0,1153; P = 0,56) e M. atricauda (C) (r = 0,8679, P = 0,77). 
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5.6 Estimativa de expansão populacional 

Conforme demonstrado anteriormente nas Tabelas 8 a 10, encontramos sinais de 

expansão populacional significativos para M. ancylodon pelo teste de Fs de Fu (Fu, 1997) 

com os três marcadores mitocondriais. Porém, o teste D de Tajima (Tajima, 1089) indicou 

expansão populacional nessa espécie somente para o marcador COI (Tabelas 8 a 10). Ao 

considerarmos as populações de M. ancylodon separadamente, apenas as amostras de Porto 

Seguro-BA evidenciaram sinal significativo de expansão com o marcador CYT-B para os 

testes de Fs de Fu e R2 (Tabelas 8 a 10).  

Por outro lado, só foi possível detectar expansão populacional para M. atricauda 

com o teste de Fs de Fu (Fu, 1997) com o gene CYT-B e com o teste de R2 com o 16S 

(Tabelas 8 a 10). Na análise por populações de M. atricauda, valores significativos de 

expansão populacional foram encontrados somente na população de Macaé – RJ pelo teste 

R2 (Tabelas 8 a 10). 

A estimativa demográfica histórica estimada pelo Extended Bayesian Skyline Plot 

(EBSP) com base nos genes mitocondriais concatenados evidenciou a manutenção no 

tamanho efetivo (NE) populacional ao longo do tempo para M. atricauda (12.500 mil anos até 

a atualidade). Em M. ancylodon¸ essa análise indicou manutenção do NE de 6 milhões de 

anos atrás ate aproximadamente 150 mil anos, seguida por redução populacional (Fig. 24). 
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Figura 24. Estimativa de tamanho efetivo (NE) histórico pela análise de Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) para M. ancylodon (A) e M. 

atricauda (B). A linha em preto representa a mediana da estimativa e a área em roxo indica os limites superiores e inferiores de 95% de HDP 

(Highest Posterior Density).  
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6. DISCUSSÃO 

As análises de distância, NJ, ML e BI com os marcadores mitocondriais (Tabelas 5 a 

7; Fig. 10 a 12) evidenciaram a formação de dois grupos, um para M. ancylodon e outro para 

M. atricauda. O mesmo padrão foi mostrado por Santos et al. (2003) e Santos et al. (2006), 

quando M. ancylodon era considerada uma única espécie do gênero amplamente distribuída 

para o litoral brasileiro. Corroborando essa evidência, as análises de estruturação populacional 

por rede de haplótipo, BAPS, SAMOVA e FST par-a-par considerando as duas espécies em 

conjunto também evidenciaram a separação clara entre M. ancylodon e M. atricauda (Fig. 20 

a 22; Tabelas 12 a 17). De fato, revisões taxonômicas posteriores revalidaram o clado 

subtropical (Sul e Sudeste do Brasil) como M. atricauda, permanecendo o nome M. 

ancylodon para o Norte e Nordeste (Carvalho-Filho et al., 2010; Cardoso et al., 2012). A 

partir dessa reclassificação, Carvalho et al. (2010) propuseram a ocorrência de M. ancylodon 

da Venezuela ao estado brasileiro da Bahia (Nordeste) enquanto a distribuição de M. 

atricauda seria do estado brasileiro do Espírito Santo (Sudeste) à Argentina. Esse limite de 

distribuição entre a Bahia e o Espírito Santo também foi sugerido anteriormente por Santos et 

al. (2006), propondo isolamento por alopatria entre as espécies.  

Porém, é importante ressaltar que possíveis áreas de ocorrência de Macrodon entre 

os limites da distribuição de cada espécie do litoral brasileiro permaneciam não estudadas. A 

região do sul da Bahia até o Espírito Santo (cerca de 800 km), assumida como região limítrofe 

da distribuição de M. ancylodon e M. atricauda, respectivamente, é caracterizada por vários 

ambientes estuarinos com lacunas de dados sobre essas espécies. Consequentemente, 

possíveis áreas de contato não foram detectadas em trabalhos prévios (Santos et al., 2003; 

Santos et al., 2006; Rodrigues et al., 2013). Diferentemente, a amostragem refinada do 

presente trabalho permitiu identificar populações simpátricas de M. ancylodon e M. atricauda 

simultaneamente no estuário de Mucuri, extremo sul da Bahia, e Conceição da Barra, norte do 

Espírito Santo (Fig. 15). Dessa forma, foi identificada uma zona de contato de cerca de 60 km 

(distância entre os dois estuários) para as espécies de Macrodon do litoral brasileiro. Isto pode 

ser evidenciado pelas inferências de NJ, ML e BI com os marcadores mitocondriais (Fig. 10 a 

12), demonstrando que partes dos espécimes de Macrodon do estuário do Rio Mucuri 

(considerado M. ancylodon) e de Conceição da Barra (M. atricauda) agrupam nos clados de 

M. ancylodon e M. atricauda com alta confiabilidade. Adicionalmente, destaca-se que a 

distância encontrada entre os espécimes de cada espécie nas regiões de simpatria são 

compatíveis com as observadas entre populações alopátricas (Tabelas 5 a 7).  
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A zona de contato relativamente estreita entre M. ancylodon e M. atricauda levanta 

importantes questões biogeográficas sobre quais eventos explicariam a divergência e 

distribuição desses táxons na costa brasileira. Para isso, foi construída uma árvore filogenética 

calibrada com os genes mitocondriais concatenados, a qual estimou a separação entre M. 

ancylodon e M. atricauda há 1,5 milhões de anos atrás, no início de Pleistoceno (Fig. 16). 

Similarmente, estudos moleculares em Bagre bagre (Siluriformes, Ariidae) também 

apontaram divergência significativa entre linhagens da costa nordeste e sudeste do Brasil 

datada em 1,7 milhões de anos, sugerindo a presença de espécies crípticas (Silva et al., 2016). 

A estimativa de vicariância simultânea entre táxons não relacionados como bagres e pescadas 

entre o extremo sul da Bahia e o norte do Espírito Santo reforça a inferência de um evento 

biogeográfico importante para diversificação de peixes costeiros do Atlântico Ocidental.  

Com efeito, esse período estimado para a separação de M. atricauda e M. ancylodon 

no Pleistoceno é caracterizado por ciclos de expansão e recuo do nível do mar nos períodos 

glaciais e interglaciais, respectivamente, devido a eventos eustáticos (Brown & Lomolio, 

2006). Admite-se que esses eventos de regressão e transgressão marinha influenciam nos 

padrões de dispersão e especiação de táxons dependentes da plataforma continental e 

estuarinos (Chakona et al., 2013; Thomaz et al, 2015; Baggio et al., 2017). Logo, as 

glaciações no Pleistoceno podem ter proporcionado a vicariância das populações de 

Macrodon do Atlântico Sul Ocidental entre o nordeste e sudeste do Brasil a partir da 

exposição da Plataforma continental nessa região. Nessa região, o banco de Abrolhos no 

extremo sul da Bahia determina um aumento da largura da Plataforma continental (cerca de 

200 km) até o norte do Espírito Santo onde se inicia a cadeia de montanhas submersas 

Vitória-Trindade, coincidindo com as áreas de contato identificadas nesse trabalho (Fig. 6). 

Possivelmente, durante a regressão marinha no Pleistoceno, o banco de Abrolhos e a cadeia 

Vitória-Trindade podem ter constituído uma barreira física para a separação de Macrodon da 

região nordeste e sudeste do Brasil. Inferências similares foram propostas para outros grupos 

de peixes como Hoplias malabaricus (Characiformes, Erythrinidae) por Pereira et al. (2012) e 

Menticirrhus americanus (Scianidae) por Freitas et al. (2017).  

Análises comparativas reforçam a divergência recente entre M. ancylodon e M. 

atricauda uma vez que a origem dos Sciaenidae remonta ao Jurássico tardio e início do 

Cretáceo, há 208 milhões de anos atrás, e com a divergência entre M. ancylodon e M. mordax 

(espécie da costa do Pacífico da América do Sul) no Neogeno, há 25 milhões de anos atrás 

(Xu et al., 2014). Adicionalmente, a homogeneidade encontrada entre os marcadores 
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nucleares, levando à politomia nas árvores filogenéticas com base nos genes TMO-4C4 e 

RHO (Fig. 13 e 14) reforçam o pouco tempo de divergência entre M. ancylodon e M. 

atricauda, pois os genes nucleares apresentam taxas evolutivas mais lentas que sequências 

mitocondriais (Collins et al., 2012; Behrens-Chapuis et al., 2015). Do mesmo modo, o padrão 

de rede de haplótipo em forma de estrela (Fig. 20), com vários haplótipos de DNA 

mitocondrial originados a partir de um haplótipo mais abundante e amplamente distribuído, 

conforme descrito nesse trabalho também constitui indícios de diversificação recente 

(Chakona et al., 2013; Rodrigues et al., 2013; Silva et al., 2016; Baggio et al., 2017). 

Contrariando estudos prévios (Santos et al., 2006; Carvalho-Filho et al., 2010), as 

barreiras históricas físicas (banco de Abrolhos e cadeia Vitória-Trindade) e/ou ecológicas 

(e.g. diferenças na temperatura entre norte/nordeste e sudeste/sul do Brasil) inferidas para a 

especiação de Macrodon do Atlântico Sul Ocidental não representam fatores limitantes à 

dispersão atual, pois encontramos populações simpátricas de M. ancylodon e M. atricauda. 

Essas populações foram detectadas justamente na região da plataforma de Abrolhos e ao norte 

da cadeia da Vitória-Trindade, assumida como os limites de distribuição de cada espécie, 

demonstrando assim que essas espécies foram capazes de sobrepor essas barreiras após a 

especiação e estabelecerem contato secundário. 

Os dados moleculares baseados em marcadores mitocondriais também evidenciaram 

baixa diversidade de nucleotídeo e alta diversidade haplotípica para M. ancylodon e M. 

atricauda (Tabelas 8 a 10). Essas características representam sinais de expansão populacional 

recente após evento de gargalo ou deriva genética, assim como proposto por Santos et al. 

(2006) e Rodrigues et al. (2013). Corroborando essa hipótese, eventos de expansão recente 

para M. ancylodon e M. atricauda foram indicados na árvore filogenética calibrada (Fig. 16). 

Novamente, esse padrão sugere a ocorrência de subdivisão de populações ancestrais durante 

as mudanças climáticas do Pleistoceno, seguida por adaptações locais e posterior expansão 

populacional após o evento recente de cladogênese. 

Curiosamente, a diversidade genética populacional foi maior para M. atricauda do 

que para M. ancylodon (Fig. 17 e 18). Esse resultado contraria a proposta de pulso de táxons 

em espécies estuarinas (Erwin, 1979, 1981), o qual prevê que populações em regiões de 

plataforma estreita como a costa nordeste do Brasil (tipicamente ocupada por M. ancylodon) 

teriam maior acúmulo de divergência genética interpopulacional pelo forte isolamento em 

períodos glaciais. Essa hipótese foi confirmada em espécies de peixes estuarino-residentes 

como Atherinella brasiliensis (Baggio et al., 2017) e Menticirrhus americanus (Freitas et al., 
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2017). Entretanto, as espécies do gênero Macrodon do Atlântico Sul são estuarina-

dependentes, podendo manter padrões de expansão entre estuários próximos, tal como 

observado na espécie anádroma Bagre bagre do Atlântico Sul Ocidental (Silva et al., 2016).   

Analisando conjuntamente nossos dados e os publicados por Santos et al. (2006) para 

o marcador mitocondrial CYT-B, observamos maior diversidade genética nas populações de 

M. ancylodon provenientes de Pernambuco, Pará e Amapá enquanto as populações 

(=localidades) de São Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul foram as mais diversas para 

M. atricauda (Fig. 19). Porém, quando consideramos somente as amostrados do presente 

trabalho com todos os genes mitocondriais, a população de Macaé-RJ para M. atricauda foi a 

que apresentou a maior diversidade genética (Tabelas 8 a 10). Para M. ancylodon, a 

amostragem foi restrita ao sul da Bahia com grandes diferenças no tamanho da amostra o que 

pode causar viés às estimativas de diversidade genética intrapopulacional. De qualquer modo, 

os dados aqui apresentados e os previamente publicados (Santos et al., 2006; Rodrigues et al., 

2013) apontam que a maior variação genética encontra-se distribuída preferencialmente nas 

populações geograficamente distantes da área de simpatria, conforme bem ilustrado na Fig. 

19. Esses dados oferecem suporte adicional à proposta de dispersão recente das duas espécies 

em direção à zona de contato entre o extremo sul da Bahia e Espírito Santo. 

Os três grupos recuperados pela SAMOVA com os marcadores mitocondriais (Fig. 

21; Tabelas 15 a 17) não foram recuperados pela Análise Bayesiana de Estruturação 

Populacional (BAPS), o qual discriminou apenas M. ancylodon de M. atricauda (Fig. 22). 

Essa discrepância com a formação de um terceiro grupo pela SAMOVA se deve à presença 

das duas espécies (M. ancylodon + M. atricauda) na região de Mucuri/BA e Conceição da 

Barra/ES, resultando em níveis enviesados de diversidade genética nessa localidade.  

Por outro lado, enquanto a SAMOVA indicou valores baixos e não significativos de 

estruturação populacional entre as localidades (Fig. 21; Tabelas 15 a 17), a BAPS revelou 

heterogeneidade entre as populações para M. ancylodon e M. atricauda individualmente (Fig. 

22). Resultados similares foram encontrados por Rodrigues et al. (2013) entre populações de 

M. atricauda ao longo do sudeste do Brasil até Argentina. Deve-se ressaltar que a 

estruturação genética para os clados de M. ancylodon e M. atricauda, ainda que reduzida, não 

foi correlacionada com a distância geográfica pelo teste de Mantel, como também 

demonstrado por Santos et al. (2003, 2006). Isso mostra que outros fatores além da distância 

geográfica influenciam na diversidade genética encontrada entre populações de ambas as 

espécies apesar da tendência proposta para espécies estuarinas, particularmente as residentes, 
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de isolamento por distância (Silva et al., 2016; Baggio et al., 2017; Freitas et al., 2017; Sales 

et al., 2017). Considerando a extensão da costa brasileira e as diferenças ambientais (padrões 

peculiares de correntes marítimas, variação de temperatura, salinidade e aporte de água doce 

entre outros) entre as regiões norte, nordeste, sudeste e sul, a heterogeneidade genética das 

espécies pode estar mais relacionada às particularidades regionais (Cunha & Guerra 2003).  

Do ponto de vista histórico, sinas de expansão populacional para M. ancylodon e M. 

atricauda foram observados no Holoceno, após os eventos de glaciação no Pleistoceno (Fig. 

16). Porém, os testes de neutralidade mostraram expansão significativa apenas para M. 

ancylodon com os três marcadores mitocondriais pelo teste Fs de Fu (Fu, 1997) e com o COI 

pelo teste D de Tajima (Tajima, 1989) (Tabelas 8 a 10). Em M. atricauda, somente o CYT-B 

apresentou sinal de expansão apenas para o marcador CYT-B. Esse padrão é um pouco 

diferente ao mostrado na literatura para espécies estuarinas residentes do Atlântico Sul 

Ocidental, cuja expansão populacional é evidenciada nos períodos glaciais (Pereira et al., 

2012; Baggio et al., 2017). Essa diferenciação em M. ancylodon e M. atricauda pode ser 

atribuída ao fato de ambas serem estuarina-dependentes (Barletta-Bergan et al., 2002; Passos 

et al., 2012),com capacidade de expansão populacional após eventos de glaciação uma vez 

que seriam capazes de dispersar durante a transgressão marinha ao longo da costa entre as 

áreas estuarinas. 

Seguindo esse padrão, a estimativa do tamanho efetivo populacional (NE) ao longo 

do tempo com base nos marcadores mitocondriais pelo EBSP não evidenciou expansão 

populacional para M. atricauda, sugerindo valores estáveis de NE de 12.550 anos atrás até a 

atualidade (Fig. 24A). O período amostrado é muito próximo da última glaciação, há 18.000 

mil anos trás, no final do Pleistoceno (Brown & Lomolio, 2006). Como a estimativa de 

divergência dessa espécie com M. ancylodon foi datada há 1,5 milhões de anos atrás, 

podemos inferir que esse período foi fundamental para a seleção adaptativa de M. atricauda 

no sudeste e sul do Atlântico Sul Ocidental.  

M. ancylodon também mostrou baixa expansão populacional nos últimos seis 

milhões de anos pela análise EBSP, seguida por redução populacional nos últimos 150 mil 

anos (Fig. 24B). A causa dessa redução populacional permanece obscura, mas pode ser 

ocasionada por fatores como a endogamia em função de mudanças climáticas e/ou 

sobrepesca. Porém, embora as populações de M. atricauda sofram efeitos negativos da pesca 

(Cardoso & Haimovici, 2015), estudos de estatística pesqueira em populações e espécies na 

região norte e nordeste da costa brasileira são ainda escassos. Logo, se faz necessário políticas 
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de conservação para M. ancylodon assim como para M. atricauda, os quais devem considerar 

as particularidades genéticas das populações e os novos padrões de distribuição apresentados 

nesse estudo.    

 

6. CONCLUSÕES 

 As análises com marcadores mitocondriais permitiram separar com confiabilidade as 

espécies de Macrodon ancylodon e M. atricauda do litoral brasileiro. 

 A amostragem desse trabalho revelou zona de contato entre Macrodon ancylodon e M. 

atricauda na região limítrofe da costa nordeste e sudeste do Brasil (estuários do 

Mucuri-BA e Conceição da Barra-ES). 

 As análises de distância e filogenéticas por ML e BI recuperaram o monofiletismo de 

Macrodon ancylodon e M. atricauda com altos valore de suporte de bootstrap (>98%) 

e probabilidade a posteriori (> 0,98), além de confirmar a presença dessas espécies em 

Mucuri-BA e Conceição da Barra-ES em ambos os clados, constituindo mais uma 

evidência de simpatria. 

 Estima-se que o tempo de divergência entre Macrodon ancylodon e M. atricauda 

tenha ocorrido no Pleistoceno, há 1,5 milhões de anos atrás, provavelmente em 

decorrência da separação física por barreira geográfica como o banco de Abrolhos e a 

cadeia de montanhas Vitória-Trindade durante a glaciação seguida por posterior 

contato secundário com a elevação do nível do mar. 

 A baixa diversidade de nucleotídeo e alta diversidade de haplótipo no DNA 

mitocondrial bem como a ausência de diferenças nos marcadores nucleares em 

Macrodon ancylodon e M. atricauda são evidências de expansão recente após deriva 

genética ou efeito gargalo, compatíveis com o isolamento no Pleistoceno e expansão 

ecológica posterior. 

 A diversidade genética ao longo da costa brasileira para ambas as espécies não é 

homogênea, sugerindo restrições ao fluxo gênico que, no entanto, não podem ser 

associadas à distância geográfica. Sugere-se que condições ambientais particulares de 

cada região possam ter influência nessa heterogeneidade da partição genética-espacial. 

 Assim como as análises de distância e inferências filogenéticas, a avaliação da 

estruturação populacional evidenciou a formação de dois grupos claramente 

distinguíveis, um para Macrodon ancylodon e outro para M. atricauda, mesmo nas 

regiões de simpatria (Mucuri/BA e Conceição da Barra/ES); 
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 Não observamos hibridação entre Macrodon ancylodon e M. atricauda com os 

marcadores mitocondriais. Porém, a homogeneidade dos genes nucleares aqui 

analisados deixa dúvidas sobre a eventual ocorrência de cruzamentos interespecíficos, 

necessitando de futuras análises para avaliar a hipótese de hibridação com ou sem 

introgressão.  
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