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RESUMO

Lycengraulis grossidens pode ser considerada uma espécie enigmatica em
relagdo ao uso do habitat, sendo classificada desde anadroma até catadroma.
Através de uma abordagem multi-integrada, envolvendo analise de dados
bibliograficos, uso de ferramentas moleculares e estudo de elementos quimicos
do otdlito a presente tese tenta elucidar algumas questdes importantes sobre
sua bio-ecologia. Desta forma esta tese é constituida de quatro capitulos. O
primeiro capitulo (publicado) consiste em uma revisao sobre o0 uso do habitat,
distribuicao e histéria de vida (Mai & Vieira 2013. Review and consideration on
L. grossidens. Biota Neotrop 13: 121-130). O segundo capitulo (submetido a
Estuarine, Coastal and Shelf Science) trata do padréo de uso do habitat
revelado por andlises quimicas dos otdlitos (Mai, Albuquerque, Vieira et al.
High plasticity in habitat use of L. grossidens). O terceiro capitulo (publicado) é
um trabalho técnico-cientifico onde foram isoladas e caracterizadas regides
microssatélites de L. grossidens (Mai, Vieira, Marins et al. 2013. Isolation and
characterization of 18 microsatellites for L. grossidens. Cons Gen Res 5: 15-
18). O ultimo capitulo (inédito) descreve um estudo de genética populacional,
baseado na regiao controle do DNA mitocondrial de L. grossidens, utilizando
exemplares da por¢ao sul de sua distribuicdo. Os resultados gerais sugerem
que L. grossidens é capaz de se reproduzir em agua doce ou salobra, com uma
alta plasticidade no uso do habitat, apresentando migragao parcial, com
contingentes diadromo/némades e residentes no mesmo local. A espécie
apresenta um padrao clinal no comportamento migratério, com maior
percentual de diadromo/nédmades em altas latitudes. Estas analises
confirmaram, também, a presenga de uma populagao residente de agua doce
no Rio Uruguai, e de um contingente residente na Lagoa Mirim. Analises de
distancia genética, baseadas na regido controle do DNA mitocondrial, indicam
que a populagao limnica do Rio Uruguai encontra-se semi-isolada, e tem
recebido diversos pulsos de entrada de individuos através do Rio da Prata ao
longo dos ultimos 137 mil anos. Nos demais locais foi encontrado um elevado
fluxo genético, sugerindo que se trata de uma populagao panmitica.

Palavras chave: ecologia, uso do habitat, quimica de otdlitos, genética de

populagdes, isolamento populacional.



ABSTRACT

Lycengraulis grossidens is widely distributed in the coastal zone of Atlantic
Southwest and has been considered as an enigmatic species regarding its
habitat use, being classified from anadromous to catadromous. Through a multi-
integrative approach involving analyses of bibliographic data, molecular tools
and otolith chemistry this thesis attempts to clarify some important issues about
the bioecology of L. grossidens. This thesis consists of four chapters: The first
chapter (published) consists in a review (Vieira & Mai 2013. Review and
consideration on habitat use, distribution and life history of L. grossidens. Biota
Neotrop 13: 121-130). The second chapter (submitted to Estuarine, Coastal and
Shelf Science) investigated the plasticity on habitat use of L. grossidens
throughout chemical analyses of otoliths (Mai, Albuquerque, Vieira et al. High
plasticity in habitat use of L. grossidens). The third chapter (published) is a
technical-scientific (Mai, Vieira, Marins et al. 2013. Isolation and
characterization of 18 microsatellites for L. grossidens. Cons Gen Res 5: 15-
18). The last chapter (unpublished) describe the population genetics of L.
grossidens based on control region of mitochondrial DNA using individuals of
the southern portion of its distribution. Results suggest that the species is able
to breed in fresh or brackish water, with a high plasticity in habitat use, with
contingent diadromous/nomadic and resident cohabiting in the same areas. It
was revealed a clinal pattern in migratory behavior of the species, with the
highest percentage of diadromous/nomadic at high latitudes. These analyses
confirmed the presence of a resident population in the Uruguay River, and a
contingent resident in Mirim Lagoon. A high genetic diversity was found in the
control region of L. grossidens. The genetic diversity of samples from Mirim,
Cassino, Mampituba, Patos Lagoon and La Plata suggests high gene flow
among those areas, suggesting the presence of a panmitic population. Genetic
distance analyzes indicate that the population of the Uruguay River is currently
semi-isolated and had several pulses of invasion in the past 137 kyears of
individuals belong from the mouth of the La Plata River.

Key words: fish ecology, habitat use, otolith chemistry, population genetic,
landlocked.



INTRODUCAO GERAL

A familia Engraulididae é primordialmente marinha, vivendo em aguas
costeiras de todos os mares entre as latitudes de 60°N e 50°S, com poucas
espécies sendo capazes de viverem ou usarem a agua doce. Esta familia
compreende 16 géneros, com aproximadamente 140 espécies descritas.
Estudos indicam que pelo menos cinco linhagens surgiram na agua doce, sao
elas: Lycengraulis, Amazonsprattus, Anchoviella, Jurengraulis e Pterengraulis
(Bloom & Lovejoy 2012).

O arranjo molecular filogenético atual reconhece que os Engraulididae de
agua doce da América do Sul sdo produto de uma transicdo do ambiente
marinho para o de agua doce ocorrida no Mioceno (Albert & Reis 2011). Nesta
visdo, o género Lycengraulis surgiu na agua doce (na bacia amazdnica), sendo
que dentre as espécies viventes Lycengraulis batesii € considerada a espécie
basal, enquanto L. poeyi e L. grossidens derivaram mais recentemente e
retornaram ao ambiente marinho (Bloom & Lovejoy 2012).

A distribuicdo geografica atual de L. grossidens demonstra sua
capacidade eurialina, sendo encontrada desde ambientes costeiros marinhos
até ambientes limnicos (Mai & Vieira 2013). A espécie ocorre da Ameérica
Central (Belize) até a regido da Patagbnia (Argentina), podendo ser encontrada
em grandes bacias hidrograficas (p. ex., Amazonas e Parand), além de
pequenos rios ao longo da costa (Froese & Pauly 2013).

Os biomas marinhos e de agua doce sdo geralmente tratados como
regides zoogeograficas distintas (Darlington 1957). O movimento de
organismos entre estes biomas é dificultado devido a fatores iGnicos e

osmorregulatérios inerentes a fisiologia. Existem poucos organismos capazes



de se moverem entre eles, havendo uma mudanca pronunciada da composi¢cao
faunistica entre o mar, os estuarios e os ambientes de agua doce (Winemiller &
Leslie 1992, Blaber 2000).

As classificacbes dos organismos quanto ao uso dos habitats vém
sofrendo ampla revisao (Elliott et al. 2011, Potter et al. 2013). Inicialmente,
espécies que realizam migragdes em gradientes salinos, eram classificadas
como diadromas, sendo subdividida em catadromas, anadromas e anfidromas
(McDowall 1999). Organismos anadromos migram do mar para desovar em
agua doce, e seus filhotes retornam ao mar para se alimentar, crescer e
maturar sexualmente — sdo exemplos desse comportamento muitos salmdoes,
esturjdes e lampréias; catddromos sao organismos que desovam no mar, se
movendo para a agua doce como pequenos juvenis para se alimentar, crescer
e maturar sexualmente, retornando ao mar como adultos, para se reproduzirem
— como ocorre em enguias; anfidromos se reproduzem em agua doce, vao para
0 mar como larvas, para um periodo de alimentacao e crescimento, usualmente
por poucos meses, retornando a agua doce ainda como juvenis, para mais um
periodo de alimentagao e crescimento em agua doce, seguido pela reprodugao,
isto ocorre em alguns Gobiidae (McDowall 2007).

Com os avancos dos estudos na compreengao do uso do habitat, muitas
vezes refinados utilizando ferramentas como marcacgao e recaptura, telemetria
e principalmente microelementos em otdlitos, essas trés classificacbes nao
comportavam mais a complexidade de comportamentos encontrados. Sendo
assim, novas categorias foram sendo criadas, e atualmente temos 13
diferentes categorias para o comportamento de uso do habitat em um gradiente

salino (Potter et al. 2013) (Fig. 1).
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Fig. 1. Propostas de classificacdo dos organismos quanto ao uso do habitat em

gradientes salinos (adaptado de Potter et al. 2013).

Aliado a esta complexidade, outro comportamento que vem sendo
observado com frequéncia, em diversas espécies de peixes, € a migragao
parcial, onde parte da populagao realiza algum tipo de diadromia, mas outra
parte é residente (Chapman et al. 2012). Entdo, uma populacdo pode estar
dividida em distintos contingentes (grupo de individuos que possuem

comportamento similar) (Jonsson and Jonsson 1993, Secor 1999), o que



dificulta ainda mais o enquadramento de uma espécie nas categorias propostas
até o momento.

O uso do habitat por L. grossidens sempre foi um tema controverso entre
os pesquisadores. Estudos realizados entre o norte, nordeste e sudeste do
Brasil classificam a espécie principalmente como marinhas migrantes (Krumme
et al. 2004, Vasconcelo-Filho & Oliveira 1999, Reis-Filho et al. 2010, Sanchez-
Botero et al. 2008, Vilar et al. 2011). Na Lagoa dos Patos, a espécie ja foi
classificada como estuarina residente, marinha migrante, catddroma e semi-
cataddroma (Weiss & Krug 1977, Weiss 1981, Chao et al. 1985, Garcia et al.
2003, Ramos 2005, Vieira et al. 2010). Pesquisadores da Bacia do Rio da Prata
(Argentina) classificam a espécie como um peixe migrador do tipo anadromo
(Mastrarrigo 1947, Fuster de Plaza & Boschi 1961). Todavia, outros estudos
sugerem a presencga de populagdes restritas a agua doce (Lucena et al. 1994,
Benedito-Cecilio et al. 1997, Goulart et al. 2007).

Mudancas intraespecificas no uso dos habitats estuarinos podem ocorrer
ao longo de um gradiente latitudinal/longitudinal de distribuicao (Elliott et al.
2007, Whitfield et al. 2012). Atualmente, além de estudos de padrdo de
abundancia e frequencia das espécies, outras ferramentas vém sendo
utilizadas para compreender e caracterizar o comportamento de movimento
dos organismos. Uma ferramenta que tem se demonstrado efetiva para a
reconstrucdo do passado ambiental dos peixes, sdo as analises de elementos
quimicos dos otdlitos. Este tipo de estudo tem a vantagem de que todos os
individuos encontram-se “marcados”. Isto é possivel porque, a medida que o
animal cresce, carbonato de calcio, otolina e micro-elementos presentes no

ambiente sdo depositados de forma concéntrica nos otdlitos. Sendo assim, os



otdlitos além de marcarem o tempo de vida, registram informacdes quimicas
relativas ao meio ambiente em que o individuo vive (Campana & Neilson 1985,
Arai et al. 2007).

Varios elementos quimicos presentes na composi¢cao do otolito tém sido
quantificados com distintos objetivos (Elsdon et al. 2008). Estudos que visam
tracar o uso do habitat de espécies que transitam entre ambientes de agua
doce e salgada baseiam-se, principalmente, nas razbes dos elementos
estroncio (Sr) e bario (Ba) em relagdo ao calcio (Ca). Isso se deve ao fato de
que o Sr é um elemento que existe em maiores concentragcbes em aguas
salgadas, enquanto o Ba é predominante em ambientes de aguas doce (Vries
et al. 2005, Arai et al. 2007). Sendo assim, € esperado que a concentragao de
Sr seja maior nas camadas do otdlito referentes ao periodo que o individuo
estava em agua salgada e a concentragdo de Ba seja maior nas camadas do
otdlito referentes ao periodo que o individuo estava em agua doce.

O isolamento de parte de uma populagdo em ambiente de agua doce
pode ser investigado de diferentes formas, como por exemplo, estudos
morfolégicos, comportamentais, de parametros populacionais, elementos
quimicos em otdlitos e/ou moleculares. Os marcadores genéticos somados a
elementos quimicos de otdlitos para inferir a conectividade das populagdes
foram as ferramentas escolhidas neste estudo. De maneira geral, os
marcadores moleculares podem ser agrupados em duas categorias: o0s
marcadores de frequéncia e marcadores de sequéncia (Hellberg 2009). Os
primeiros utilizam as frequéncias de alelos para sugerir fluxo génico entre
populagdes, e as regides do DNA nuclear, conhecidas como microssatélites,

sao as mais utilizadas recentemente. Marcadores de sequéncia, em contraste,



utilizam a distribuicdo de haploétiplos para inferir relagdes entre populagdes,
sendo para tal fim, utilizado geralmente sequéncias de DNA mitocondrial
(mtDNA) (Allendorf & Luikart 2007).

As mudancgas genéticas que os marcadores de frequéncia e sequéncia
podem revelar ocorrem em diferentes escalas de tempo. Marcadores de
frequéncia sado adequados para prazos mais curtos (por exemplo, respostas
ecoldgicas as mudancgas antropicas) (O’Reilly & Wright 1995, Zane et al. 2002).
Ja as sequéncias do mtDNA, possuem taxas de mutagdes mais lentas,
variando de regido para regiao (por exemplo, a regidao do mtDNA conhecida do
Citocromo Oxidase | (COl) é utilizada para identificacdo de espécies, também
conhecida como codigo de barras (DNA barcoding) (Tautz et al. 2003, Ward et
al. 2008). Portanto, a escolha do marcador genético a ser utilizado depende do
tipo de pergunta que se pretende responder.

No caso de populagdes que podem estar sofrento isolamento por
barreiras artificiais (p. ex. Lagoa Mirim, pela Barragem Eclusa do Canal Sao
Gongalo e, Rio Uruguai, pela Barragem Eclusa de Salto), marcadores de
frequéncia, como os microssatélites, sdo os mais indicados, pois estas
barragens estdo construidas ha menos de 40 anos.

A presente tese surgiu da ideia de que o isolamento de L. grossidens em
ambientes de agua doce fosse causado pelas barragens. Assim, além do
estudo de elementos quimicos em otdlitos, foi desenvolvida uma biblioteca
genbmica de fragmentos de microssatélites. Os resultados iniciais, todavia,
demonstraram que o isolamento das populagdes de agua doce poderiam ser
anteriores a construgdo das barragens, dentro de uma escala de tempo de

milhares de anos. Por essa razao, optou-se pelo estudo de um marcador de



sequéncia, a regidao controle do DNA mitocondrial, também conhecida como D-
loop.

A regiao controle € uma regido nao codificadora do DNA mitocondrial, e
tem sido intensamente utilizada para investigar a estruturagdo genética
“recente”, relacionadas a espécies e a populagcbes (Avise 1994, Tabata &
Taniguchi 2000). Esta regido possui uma taxa mutacional de 5-20% a cada
1.000.000 anos para peixes marinhos (Liu et al. 2006).

No caso de existirem populagdes residentes de agua doce no Rio Parana
e Uruguai, Bacia do Parana, no sistema Patos/Mirim e Rosario de Lagoas,
Bacia Atlantico Sul, quais as rotas de colonizagao desses ambientes? Aqui dois
cenarios poderiam ter ocorrido, um via conexao entre bacias hidrograficas
durante eventos isostaticos do continente sul americano, somados a
regressoes e transgressdes do nivel do mar. Este cenario parece ser o que
melhor explica a presenca de Plagioscion (Sciaenidae) e raias-de-agua-doce
Potamotrygon (Potamotrygonidae) tanto na Bacia Amazbnica como na Bacia
do Parana (Bloom & Lovejoy 2011, Cooke et al. 2012). Estes dois géneros sé
ocorrem em ambientes de agua doce, e ha indicios de que o género
Plagioscion surgiu ha mais de 10 milhdes de anos, quando as bacias estavam
conectadas (Cooke et al. 2012).

A outra rota seria via conexdes do ambiente marinho com o de agua
doce. Ja que L. grossidens ocorre em parte da costa leste da América do Sul, e
utiliza ambientes estuarinos e de agua doce por toda sua distribuigdo. Tendo
ainda registros em ambientes semi-isolados, como na Lagoa Peri, SC, Rosario

de Lagoas, Lagoa Mirim e Rio Uruguai, RS.
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OBJETIVOS

Esta tese teve como principais objetivos:

i) realizar uma ampla revisao da literatura, e condensar o maior numero
de informacgdes sobre a espécie em um unico trabalho;

ii) investigar o padrao de uso do habitat de Lycengraulis grossidens em
diversos pontos da costa da América do Sul;

i) verificar, com analises de elementos quimicos em otdlitos, se ha
isolamento atual das populagdes do Rio Uruguai e da Lagoa Mirim;

iv) desenvolver um estudo de estruturagao genética desde Santa Catarina
até a Argentina, incluindo pontos amostrais em ambientes de agua doce;

v) avaliar se a rota de colonizagdo em agua doce ocorreu via conexdes de

bacias hidrograficas ou via marinha.



11

HIPOTESES
Considerando o contexto e as informagdes acima expostas, as hipoteses

de trabalho foram:

Hipétese 1: Lycengraulis grossidens € uma espécie com alta plasticidade no
seu ciclo de vida quanto ao uso do habitat.

A existéncia de informacdes contraditorias sobre seu padrdo de uso do
habitat ao longo do ciclo de vida pode ser explicada pela capacidade da
espécie em se reproduzir tanto em agua salobra como doce.

Hipdtese 2: As populagdes limnicas da Lagoa Mirim e do Rio Uruguai estao
isoladas das populagdes costeiras do sul do Brasil, Uruguai e Argentina.

A grande duvida é se as barragens artificiais impedem a migracado e
isolam as populagdes atuais de agua doce ou se estas populagdes ja
estavam isoladas antes da construgao das barragens.

Hipdtese 3: Lycengraulis grossidens apresenta uma s6 populagdo na porgao
costeira, desde Santa Catarina, no Brasil, até Mar del Plata, na Argentina.
Apesar das diferengas morfomeristicas encontradas ao longo do litoral do
Brasil, a populagao IV - Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Silva 2006)
nao apresentaria diferengcas genéticas em relagao a sua distribuicdo mais
ao sul.

Hipdtese 4: A rota de colonizagao de L. grossidens para os ambientes limnicos
€ marinha via ambientes estuarinos ao longo da costa.

Para Sciaenidae de agua doce, a rota de colonizagdo recentemente
proposta ocorre via interconexdo das bacias do Amazonas e do Parana
(Cooke et al. 2012). Porém esta rota ndo é a mais provavel no caso dos

Lycengraulis.
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MATERIAL E METODOS GERAL

Area de estudo

A area amostrada estendeu-se de Pernambuco (7°54'S) (Brasil) a Mar del
Plata (Argentina) (36°21'S). Espécimes foram obtidos de ambientes limnicos
(Lagoa Mirim, Santa Vitéria do Palmar, RS e Rio Uruguai (Uruguaiana, RS);
estuarinos (Rio da Prata, Mar del Plata, Argentina e Maldonado, Uruguai,
Lagoa dos Patos, Rio Grande, RS, Rio Mampituba, Passo de Torres, RS e
Ribeira, Iguape, SP); marinhos (Praia do Cassino, Rio Grande, RS, Baia de

Todos os Santos, Salvador, BA e Praia de Pau Amarelo, Paulista, PE) (Fig. 2,

Tab. 1).
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Fig. 2. Mapa dos pontos de amostragem de Lycengraulis grossidens.
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Amostragem do material biolodgico

As amostragens foram realizadas com uma variedade de petrechos de
pesca, tais como rede de arrasto de praia, redes de emalhe e tarrafas, com o
intuito de coletar a espécie de interesse. Na maioria dos pontos amostrais as
coletas foram realizadas por pescadores profissionais ou em expedicdes de
pesquisadores entre dezembro de 2009 a dezembro de 2012.

Foram coletados no minimo 30 exemplares de L. grossidens em cada
ponto. Estes peixes foram crioanestesiados e conservados em gelo até a
chegada ao laboratorio. Todos os exemplares foram medidos e tiveram 20 mg
de tecido muscular retirados e conservados em etanol absoluto 99,5 %, para
posterior extracbes de DNA. Otdlitos sagitta de cerca de 20 exemplares por
local foram retirados, limpos e estocados secos em microtubos individuais.

Posteriormente, alguns exemplares foram fixados em formol 10%,
preservados em alcool 70%, e tombados na Colecao de Ictiologica da FURG.

As amostragens foram autorizadas pelo IBAMA (Processo: 22692).

SINTESE DOS RESULTADOS

A sintese dos resultados sera apresentada na forma de capitulos. Sendo
que nos trés primeiros capitulos sdo apresentados a sintese dos resultados,
pois estes possuem sua versao na integra, em inglés, na forma de anexo. E o
quarto capitulo, € completo em portugués, estando em sua integra no corpo

principal da tese.
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CAPITULO 1

Revisao e consideracdes sobre o uso do habitat, distribuicéo e histéria de

vida de Lycengraulis grossidens

Mai, A. C. G. & Vieira, J. P. 2013. Review and consideration on habitat use,
distribution and life history of Lycengraulis grossidens (Agassiz, 1829)
(Actinopterygii, Clupeiformes, Engraulididae). Biota Neotropica, 13(3): 121-130.
Versao completa acessivel no Anexo | ou no endereco eletronico

http://www.biotaneotropica.org.br/v13n3

Ao revisar a literatura referente a L. grossidens (Fig. 1.1 e 1.2), foi
possivel identificar um total de 93 trabalhos entre artigos, livros, teses e
trabalhos apresentados em congressos, que traziam informagdes sobre a
espécie. O periodo de estudo abrangeu trabalhos que datam de 1906 a 2013.
A maioria dos trabalhos (43) se concentra em estudos de ecologia de
comunidades de peixes, 14 tratam especificamente da espécie de interesse, 11
foram focados em capturas acessoérias da pesca de camarao e 25

compreendem outras areas do conhecimento.

e 5.

S S

Figura 1.1. Lycengraulis grossidens, exemplar capturado em Solis Grande, Uruguai.
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a) b)

Figura 1.2. Caractere diagnéstico para a distingdo entre a) Lycengraulis grossidens
(Mandibula inferior; 110 mm de comprimento total, dentic&o tipo caniniforme) e b)
Anchoviella lepidentostole, 110 mm de comprimento total, denti¢ao tipo filiforme). Lupa

Zeiss, aumento de 2.5 vezes.

Os trabalhos que abordam a ecologia desta espécie estdo concentrados
na regido sul do Brasil, onde a espécie € abundante em zonas estuarinas, e
frequente em lagoas costeiras, principalmente no Rio Grande do Sul (Oliveira
1997, Vieira et al. 2010). Ha também diversos trabalhos na regido da Argentina.

Muito dos aspectos abordados neste trabalho, foram apresentados na
introducao desta tese. Vale ressaltar ainda que L. grossidens apresenta uma
estratégia alimentar generalista, se alimentando principalmente de insetos,
crustaceos, moluscos, poliquetas e de peixes 6sseos (Ramos 2005, Froese &
Pauly 2013). Mas ha uma mudanga ontogenética em sua dieta, onde juvenis se
alimentam de invertebrados (zooplancton) e quando atingem cerca de 140
milimetros, passam a se alimentar, principalmente de peixes (Ramos 2005,
Oliveira 2008).

Outro aspecto relevante, e que precisa ser abordado em maior detalhe,
se refere ao uso do habitat pela espécie. Isso porque, ao longo de sua

distribuicao, a espécie tem sido classificada de diferentes maneiras, desde
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residentes de agua doce, anadromos, marinhos migrantes, estuarinos
residentes, catadromo e semi-catadromo (Mastrarrigo 1947, Fuster de Plaza &
Boschi 1961, Weiss & Krug 1977, Vasconcelo-Filho & Oliveira 1999, Krumme et
al. 2004, Ramos 2005, Sanchez-Botero et al. 2008, Reis-Filho et al. 2010,
Vieira 2010, Vilar et al. 2011). Todos estes estudos baseiam-se em dados de
frequéncia e abundancia relativa da espécie. Dentro deste contexto, foi
possivel concluir que a espécie é capaz de se reproduzir em agua doce ou
salgada, com uma alta plasticidade no uso do habitat e na sua histoéria de vida,
com componentes migrantes e residentes no mesmo local.

Além disso, a compilagao destas informagdes nos deu indicios de que o
comportamento migratério da espécie apresenta um padrao clinal, mostrando
mais individuos diddromos nas maiores latitudes e mais marinhos migrantes ao

longo da costa tropical do Brasil.
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CAPITULO 2

Alta plasticidade no uso do habitat apresentado por

Lycengraulis grossidens

Mai, A. C. G., Condini, M. V., Albuquerque, C. Q., Loebmann, D., Saint'Pierre, T. D.,
Miekeley, N., Vieira, J. P. High plasticity in habitat use of Lycengraulis grossidens
(Clupeiformes, Engraulididae). Submetido a Estuarine, Coastal and Shelf Science em

01/10/2013 (Anexo Il).

Um total de 139 otdlitos de Lycengraulis grossidens foi analisado. Os
individuos incluiam jovens e adultos, com comprimentos totais que variaram de
70 a 290 mm. Os resultados das razdes %°Sr:**Ca e '**Ba:**Ca das bordas
(representativa da deposicéo recente) permitiram discriminar os ambientes de
agua doce dos estuarinos e marinhos. Como esperado a razao de Sr:Ca foi
menor em agua doce (médiaDP = 0,08310,034 no Rio Uruguai e 0,082+0,048
na Lagoa Mirim, RS) e mais alta em zonas estuarinas e marinhas (p. ex.
0,29110,118 na Praia de Pau Amarelo, PE). Por outro lado, a razdo Ba:Ca foi
significativamente mais alta na agua doce (0,020+0,008 no Rio Uruguai e
0,026+0,019 na Lagoa Mirim) que em ambientes estuarinos e marinhos (p. ex.
0,002+0,001 na Praia de Pau Amarelo).

Os perfis de leituras das razdes Sr:Ca e Ba:Ca ao longo da vida, ou seja,

do nucleo do otdlito a borda, sugerem a existéncia de quatro padrdes de uso do
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habitat, sdo eles residentes de agua doce, estuarino/marinhos residentes, e

diadromo/némades do tipo A e do tipo B (Fig. 2.1.).

0.6 0.16
Lagoa Mirim, 290 mm
& 0.5/ Residente de 4gua doce 0.14
& 012 §
0.4 3
R 0.10 ®
S 2
So3 l 0.08 3
o B
3 l 0.06 5
5 0.2 ¢ @
()] 0.04 9{_’.}
I 0.1 002 ©
0.0 0.00
0.6 . 0.16
0.5/ Diadromo/némade tipo A | | Estuarino/marinho residente 0.14
1] . e
O 012 §
E 0.4 | 0.10 &
03 0.08 3
s l 0.06 S
g 0.2 m
8 0.04 &
| i 0.02 ¥
0.0 e i | 0.00
0.6 — : — _ 0.16
- Estuario do Rio da Prata, 272 mm Estuario do Rio da Prata, 167 mm
Q 0.5/ Diadrom/némade tipo A Diadrom/némade tipo B 0.14
. 0.12 §
804 | | 3
® 0.10 @
£03 wlv ¢ 0.08 §
o I3
§ 0.2 Jr 0.06 3
0.04 »
| o 002 §
0.0 Radh SR 0.00

0O 200 400 600 800 100 O 200 400 600 800 100

Distancia do nucleo do otdlito (um)

Figura 2.1. Perfis de otdlitos de Lycengraulis grossidens mensurado por LA-ICPMS do
nucleo a borda para %Sr:**Ca (linha azul) e "*Ba:**Ca (linha marron). Para cada
individuo, estao indicados no grafico, o local de captura, o comprimento total e a

classificagdo quanto ao uso do habitat. As setas representam a posi¢ao dos annuli.

A abundancia relativa de cada contingente variou entre os locais, com
um aparente padrao de mudanga latitudinal. Individuos amostrados em baixas

latitudes (entre 7 e 25°S) foram predominantemente estuarino/marinhos
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residentes. Ja em altas latitudes (entre 30 e 36°S) os individuos foram, em sua
maioria, diadromo/némades do tipo A e B (Fig. 2.2.).

Como esperado, quase todos os individuos provindos dos locais de agua
doce (Lagoa Mirim e Rio Uruguai) tiveram assinaturas quimicas representativas
de residentes de agua doce, o que evidencia possiveis populagdes restritas a
ambientes limnicos e/ou sem acesso ao mar. Exceto oito individuos da Lagoa
Mirim, que apresentaram propor¢des de Sr:Ca e Ba:Ca tipicos de ambientes
estuarino/marino e de agua doce ao longo de suas historias de vida,
caracteristico do padrao diadromo/némade do tipo A.

Medimos também, a razdo isotdpica 8'Sr:%®Sr, que segundo a literatura
responde a gradientes salinos, porém n&o encontramos esta correlagdo. Outros
elementos que foram analisados, mas que também nao trouxeram relacdo com
a salinidade desses ambientes amostrados na espécie de interesse foram

24Mg7 55Mn, 208Pb, 662n e 23Na.
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CAPITULO 3

Isolamento e caracterizacdo de 18 microssatélites para

Lycengraulis grossidens

Mai, A. C. G., J. P. Vieira, A. A. Plavan, M. F. Nobrega®, L. E. Moraes', F. L.
Rodrigues, L. F. Marins. 2013. Isolation and characterization of 18
microsatellites for Lycengraulis grossidens (Pisces: Clupeiformes).
Conservation Genetics Resources, 5: 15-18. Versao completa acessivel em

Anexo Il ou pelo doi 10.1007/s12686-012-9718-2

Para realizacao deste trabalho foi construida uma biblioteca genémica
para L. grossidens seguindo o protocolo rapido de isolamento e amplificagao de
fragmentos de sequéncias repetidas com polimorfismo de comprimento (Zane
et al. 2002, Liao et al. 2007). Esta etapa foi realizada na Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP).

A partir da biblioteca genémica um total de 30 pares de iniciadores
(primers) para regides microssatélites (Fig. 3.1) foram desenhados e
sintetizados. Cinco deles ndo mostraram sucesso na amplificagao via reacao
em cadeia de polimerase (PCR), outros sete nao apresentaram padrdes claros
de banda em gel de poliacrilamida 6%, e seis se apresentaram monomorficos.

Com isto, obtivemos um total de doze loci microssatélites polimérficos e

seis nao-polimoérficos. Sendo estas sequéncias depositadas no GenBank com
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0s seguintes numeros de acesso: JQ659014, JX241462, JX241463, JQ659015,
JQ659016, JQ659017, JX241464, JX241466, JQ659018, JQ659019,
JQ659020, JQ659021, JQ659024, JQ659022, JX241470, JX241469, JQ659025

e JQ659023.

I.H" it ' L i el
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Figura 3.1. Cromatograma de uma regido do DNA nuclear de Lycengraulis
grossidens contendo uma regidao microssatélite, motivo TG a partir da base
454,

O numero de alelos variou de 1 a 29. A heterozigosidade observada e a
esperada foram calculadas usando o programa Arlequin (v.3.5) para 35
individuos provindos de Maldonado, Uruguai. A heterozigosidade observada
variou de 0,19 a 0,8 e a esperada de 0,18 a 0,95.

Estes microssatélites desenvolvidos para L. grossidens foram testados
em outras espécies de Engraulididae: Anchoa spinifer, Anchoa marinii,
Anchoviella lepidentostole, Cetengraulis edentulous e Engraulis anchoita e

tiveram diferentes graus de sucesso na amplificagéo.
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CAPITULO 4

Estruturacdo genética de Lycengraulis grossidens (Clupeiformes) do sul

do Brasil a Argentina: O papel do gradiente de salinidade.

RESUMO

Lycengraulis grossidens é encontrado em abundancia em estuarios, mas
também é frequente em ambientes marinhos e de agua doce na América do
Sul. Esta distribuicdo pode ser explicada pelo seu comportamento migratorio,
porém, sabe-se que a espécie apresenta migragao parcial e populagdes
residentes de agua doce. Partindo destes pressupostos, este trabalho se
propds a investigar os padrdes de estruturacdo genética apresentados por L.
grossidens em ambientes de agua doce (Rio Uruguai e Lagoa Mirim),
ambientes estuarinos (Rio da Prata, Lagoa dos Patos e Rio Mampituba) e
ambiente marinho (Praia do Cassino) na porcéo sul da distribuicdo da espécie.
Analises filogenéticas e filogeograficas foram realizadas com base nas
sequéncias da regiao conhecida como Citocromo b oxidase e da regiao
controle do DNA mitocondrial. Dados de estruturagcado genética demonstram a
presenca de uma populagdo panmitica de L. grossidens ao longo da maior
parte da area de estudo, com excec¢ao dos individuos provenientes do Rio
Uruguai, os quais estao isolados geneticamente com relagdo das demais
populagdes (Fst=0,09, p<0,001). Alguns individuos da Lagoa Mirim revelam
indicios de fluxo restrito de genes. Nossa hipotese de rota de colonizagao para

ambientes da agua doce (Rio Uruguai e Lagoa Mirim) € via os estuarios do Rio
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da Prata e da Lagoa dos Patos, respectivamente. Desta maneira, nossos
resultados ressaltam a plasticidade da espécie em colonizar, novamente,
habitats de agua doce.

Palavras-chave: genética de populacdes, biogeografia, isolamento em agua
doce, fragmentacgéao alopatrica, fluxo restrito de genes, regido controle do DNA

mitocondrial.

INTRODUCAO

Os peixes da familia Engraulididae sao primariamente marinhos, mas na
Ameérica do Sul existem pelo menos 12 espécies que ocorrem em rios tropicais
(Bloom & Lovejoy 2011). O género Lycengraulis € uma linhagem de agua doce
resultante da transgressao marinha ocorrida no Mioceno, que formou o mar
interior Pebas (cerca de 15 milhdes de anos atras) (Monsch 1998). Outros
exemplos de géneros desta familia que ocorrem em agua doce, principalmente
no Rio Amazonas, sdo os Amazonsprattus, Anchoviella, Jurengraulis e
Pterengraulis (Bloom & Lovejoy 2012). Acredita-se que sejam resultado deste
mesmo evento transgressional, as raias-de-agua-doce (Potamotrygon), o
peixe-agulha (Potamorrhaphis), as pescadinhas (Plagioscion) entre outros
(Bloom & Lovejoy 2011, Cooke et al. 2012).

Atualmente se reconhece que Lycengraulis grossidens e L. poeyi séo
espécies derivadas, que retornaram ao mar, a partir de uma populagao
ancestral de L. batesii, que ainda habita o Rio Amazonas (Bloom & Lovejoy
2012). A espécie L. grossidens, foco deste trabalho, ocorre atualmente em
estuarios, em alguns rios e na regiao costeira do oeste do Atlantico Sul, de

Belize a Argentina (Whitehead et al. 1988). Trata-se de uma espécie pelagica
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de médio porte, atingindo 300 mm, iteropara, maturando por volta de 120 mm,
com mais ou menos um ano de vida, e vivendo por cerca de trés anos (Castello
& Krug 1978, Mai & Vieira 2013).

No nordeste do Brasil a espécie possui um comportamento mais
costeiro, utilizando os estuarios de maneira oportunista, ja no sudeste a
espécie parece usar os estuarios como uma rota para realizar migragéo e ou
como habitat por toda a vida (Mai & Vieira 2013). Uma adaptagao extrema de
L. grossidens em ambientes limnicos ocorre na bacia do Parana, onde a
espécie é registrada o ano todo no Rio Uruguai, a mais de 550 km do mar, a
montante da barragem de Salto Grande e também no Rio Parana, a 1500 km
do mar (Teixeira de Melo et al. 2011, Benedito-Cecilio et al. 1997).

Em meados do século XX, Fuster de Plaza & Boschi (1961) acreditavam
na existéncia da espécie Lycengraulis olidus, ocorrendo na bacia do Parana e
litoral argentino, uruguaio e sul brasileiro. Baseados em caracteres
morfologicos, estes autores, mostraram que tanto individuos provenientes de
agua doce quanto os marinhos se tratavam da mesma espécie. Atualmente L.
olidus é considerada sinonimia de L. grossidens (Whitehead et al. 1988) e se
distribui ao longo de todo o gradiente. A revisdo do ciclo de vida de L.
grossidens efetuada por Mai e Vieira (2013) gerou diversas perguntas sobre a
conectividade desses individuos de agua doce e os costeiros.

Analises quimicas de otdlitos realizadas por Mai et al. (submetido)
confirmam a plasticidade no uso de habitats pela espécie. Este trabalho
mostrou que os individuos de L. grossidens coletados no Rio Uruguai
(Uruguaiana, RS) sao residentes de agua doce, e que na Lagoa Mirim (Santa

Vitéria do Palmar, RS) ha dois contingentes, um residente de agua doce, e
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outro que realiza diadromia. O isolamento de parte da populagédo em agua doce
pode acarretar um isolamento reprodutivo, o que pode levar a especiagao
(McDowall 2008). Eventos de rapida especiagao ja foram registrados para esta
regido geografica para Odontesthes perugiae (Atherinidae), que na verdade,
representa um complexo de espécies distribuidas ao longo das lagoas
costeiras do Rio Grande do Sul (Beheregaray et al. 2002).

Este trabalho é o primeiro a utilizar ferramentas moleculares para
compreender a estruturagao genética de Lycengraulis grossidens ao longo de
um gradiente de salinidade. As transi¢gdes entre os biomas marinhos e de agua
doce s&o eventos raros (Alverson et al. 2007, Logares et al. 2010). Essas
transigdes ocorrem com pouca frequéncia ao longo do tempo geoldgico,
indicando a presencga de barreiras abidticas e bidticas. A barreira mais 6bvia é
o contraste drastico na concentracao de salinidade e a consequente demanda
fisiolodgica aos organismos aquaticos para manterem o equilibrio osmaético com
0 meio circundante (Lee & Bell 1999, Vermeij & Dudley 2000, Vermeij &
Wesselingh 2002, Bloom & Lovejoy 2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o grau de fluxo génico entre as
populagdes de L. grossidens de agua doce e costeiras da regidao Sul da
Ameérica do Sul, fornecendo subsidios para o esclarecimento do cenario
espaco-temporal envolvido na colonizagao destes habitats. As hipoteses deste
trabalho s&o: i) o isolamento de populagdes em ambientes liminicos, e ii) a rota
de colonizagao desses ambientes € via conexdes entre o ambiente marinho e o

de agua doce.

MATERIAL E METODOS
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Area de estudo
Entre os anos de 2010 e 2011, 197 individuos de L. grossidens foram

coletados em um trecho do litoral e de aguas interiores da América do Sul.
Nossas amostras incluiram individuos provindos do Rio Uruguai e da Lagoa
Mirim (ambientes limnicos), dos estuarios da Lagoa dos Patos, RS, do Rio da
Prata, divisa Argentina/Uruguai e do Rio Mampituba, SC (ambientes
estuarinos) e da Praia do Cassino, RS (ambiente marinho) (Tab. 4.1).
Amplificacdo e sequenciamento de regides do mtDNA

Foram utilizadas, primariamente, sequéncias do DNA mitocondrial
compreendendo 341 pb do gene Citocromo b oxidase (L14735: AAAAA
CCACC GTTGT TATTC AACTA e H15149: GCCCC TCAGA ATGAT ATTTG
TCCTCA) (Wolf et al. 1999) para confirmacéao da identidade genética e também
para avaliagdo das relagdes de parentesco com outras espécies deste género.
Para tal analise, utilizamos sequéncias do GenBank provenientes de trés
individuos de L. batesii (numeros de acesso JQ012410.1, JQ012326.1 e
JQ012411.1), um de L. poeyi (JQ012370.1) e quatro de L. grossidens do
estuario do Rio da Prata (AP011563, NC014279, JQ012397 e JQ012396).
Além disso, amplificamos e sequenciamos 12 individuos de L. grossidens
(quatro individuos residentes do Rio Uruguai, quatro individuos residentes da
Lagoa Mirim e quatro individuos diddromos do Estuario da Lagoa dos Patos).

Para o estudo de estruturagao genética e filogeografia, a regido controle
do mtDNA foi amplificada para todos os 197 individuos amostrados (Tab. 4.1)
utilizando os seguintes iniciadores degenerados: MitDL-F (5'-ACCCY TRRCT
CCCAA AGCYA-3') e MitDL-R (5'-GGTGC GGRKA CTTGC ATGTR TAA-3")

(Huang et al., 2009, Li et al., 2012). Em cada caso, a reagdo em cadeia da
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polimerase (PCR) foi realizada em um volume total de 30 ul contendo: 10-50
ng DNA, 1xbuffer, 0.2 mM de cada iniciador, 1,5 mM MgCI?, 0,2 mM dNTP e
0.5U de Taq Platinum® (Invitrogen, Brasil). Os fragmentos foram amplificados
em MJ Research PTC-100 Thermal Cycler com 95°C de temperatura inicial de
desnaturagao por 5 minutos, 35 ciclos a 95°C por 30 segundos, 56°C por 30
segundos, e extensao a 72°C por 30 segundos e extensao final a 72°C por 10
minutos. Posteriormente os fragmentos foram purificados e sequenciados na
Macrogen Inc., Korea com o uso dos mesmos iniciadores utilizados nas
amplificacdes.

Analise de dados

As sequencias de DNA foram alinhadas e conferidas mediante
visualizagdo dos cromatogramas usando o Bioedit (Hall 1999). Regides do
alinhamento que ndo puderam ser alinhadas com confiabilidade foram
eliminadas. O programa DNASP 5.0 (Librado & Rozas 2009) foi usado para
gerar os arquivos *.arp e *.phy, que foram posteriormente utilizados nos
programas Arlequin v.3.11 (Excoffier et al. 2005) e TCS, respectivamente.

Os testes de neutralidade D de Tajima (Tajima 1989) e FS de Fu (Fu
1997), avaliados com significancia de 1.000 permutagdes randémicas e os dois
testes analogos de diferenciagao genética (Fst), a estatistica F convencional
apenas com frequéncias haplotipicas e as frequéncias e diferencas pareadas
(Slatkin 1995), avaliados com significancia de 10.000 permuta¢des randémicas,
foram executados no Arlequin.

A estrutura populacional foi investigada com a analise molecular de
variancia (AMOVA) no Arlequin. Para testar nossa hipotese de isolamento

genético da populagao de agua doce, a AMOVA foi realizada subdividindo-se
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as amostras nas duas maiores partigdes filogeograficas identificadas com o uso
do Fst, ou seja, sob 0 agrupamento dos individuos do Uruguai versus nao-
Uruguai. Outro método para investigar a estrutura espacial das populagdes de
L. grossidens foi a analise espacial de variancia molecular (SAMOVA)
(Dupanloup et al. 2002). A SAMOVA define grupos de populagdes que sao
geograficamente homogéneos e maximamente diferenciados uns dos outros.
Estes métodos indicam o grau de estruturagcao genética entre as populagoes,
mas nao fornece nenhuma informacéao sobre relagbes genealdgicas. Por
conseguinte, uma rede de haplétipos foi calculada utilizando o método de
parcimonia estatistica aplicada no programa TCS v.1.21 (Clement et al. 2000).

O teste de Mantel (Mantel 1967) foi realizado para verificar as relagdes
entre genética (Fst) e distancia geografica calculado em quildmetros usando
Diva v. 7.5 (http://www.diva-gis.org/). A significancia da correlacdo de Mantel foi
estimada utilizando 5000 permutacgdes (Smouse et al. 1986).

Por fim, utilizou-se o método probabilistico baseado em coalescéncia e
emplementado no programa LAMARC (Likelihood Analysis with Metropolis
Algorithm using Random Coalescence) (Kuhner 2006) para o calculo de
numero efetivo de fémeas (Nef) e numero efetivo de fémeas migrantes (Nefm).
Para tanto, foram realizadas quatro corridas simultaneas, cada qual com 100
cadeias iniciais e dez cadeias finais, com um minimo de 500 e 10.000
amostragens, respectivamente, realizadas sempre a cada 20 gerag¢des apds
um burnin de 1.000 geragdes. Para todas as analises, duas popula¢des foram
designadas (Uruguai versus ndao-Uruguai), com permissado de crescimento para

ambas e migragao bi-direcional.
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Arvore filogenética

Uma inferéncia bayesiana baseada em coalescéncia foi utilizada na
estimativa dos tempos de divergéncia, com o uso do programa Beast 1.6.1
(Drummond & Rambaut 2007). Para tanto, Modeltest 3,06 (Posada & Crandall
1998) foi usado, em conjunto com o PAUP 4.0b10 (Swofford 2002), para
estimar o modelo ideal de evolugéo para a matriz de dados da regiao controle,
usando o teste hierarquico da razado de verossimilhancga e o critério de
informacéo de Akaike (AIC) (Akaike, 1974). O modelo selecionado foi o general
time reversible (GTR) com uma proporgéo de sitios invariaveis (1) e uma
corregao gama para evolugado dos demais (G). Como prior de taxa mutacional
utilizamos a média de 1,25x10” com distribuigao uniforme entre 5x10® e 20x10"
’_ conforme sugerido por Liu et al. (2006) para populagées de Engraulis
japonicus e E. australis. Além disso, esta analise foi realizada sobre a
distribuicdo log-normal de relégio molecular relaxado (uncorrelated relaxed
clock lognormal distribution - UCLD) e pré-suposi¢céo de tamanho populacional
constante. O numero de geragdes na MCMC (Markov Chain Monte Carlo) foi
de 500 milhdes, com os resultados amostrados a cada 10 mil interacdes e
descarte das arvores geradas antes da estabilizacdo (aproximadamente 10%).
As amostragens obtidas no programa BEAST foram avaliadas no Tracer 1.4
(Drummond et al, 2005), onde foram estimados os valores de ESS (Effective
Sample Size) de cada parametro e a convergéncia ao longo da corrida.
Posteriormente, o TreeAnnotator 3.7.5 foi utilizado na construcédo da arvore de
maxima credibilidade dos clados, onde os resultados gerados antes da
estabilizacdo visualizada no Tracer (aproximadamente 10%) foram

descartados.
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Analise de clados aninhados

A histdria biogeografica de L. grossidens foi avaliada ainda através da
realizacado da analise filogenética de clado aninhado (NCA or NCPA — nested
clade phylogenetic analysis). Os agrupamentos hierarquicos formados
fornecem informagdes para testar se existe alguma associagao significante
entre os niveis dos cladogramas dos haplétipos e sua localizagao geografica
através de uma analise de contingéncia (Templeton 2006). NCPA tem o poder
de distinguir padrdes filogeograficos causados por processos como fluxo
génico contemporaneo restrito, fragmentagao e expanséao, e fornece um meio
de explorar cenarios complexos da histéria evolutiva (Templeton 1998).

Assim, a rede de haplotipos gerada no TCS teve seu formato aninhado
construido usando as regras pré-estabelecidas por Templeton (2006). Esses
dados, juntamente com as informacgdes geograficas das coletas, foram entéo
estatisticamente avaliados quanto a presenga de uma associagao significativa
entre geografia e variabilidade genética no GeoDis 2.6 (Posada et al. 2000)
com 5.000 permutagdes. Os resultados significativos foram interpretados com o
uso da mais recente chave de inferéncia (6 de janeiro de 2011) disponivel em

http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html.

RESULTADOS

A rede de haplétiplos construida com 341 pb da regido Citocromo b
oxidase, confirmou a identidade dos individuos provindos do Rio Uruguai,
Lagoa Mirim e porcao estuarina/marinha do Brasil e Argentina como sendo L.
grossidens (Fig. 4.1). Um total de 197 individuos, dos seis pontos amostrais,

incluindo individuos de agua doce, estuarinos e marinhos tiveram a regiao
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controle do DNA mitocondrial sequenciados (Fig. 4.1). Obtivemos 910 pares
bases (pb) deste fragmento, das 1021 pb reportadas para esta regiao controle
do mtDNA em L. grossidens (Genbank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

A diversidade de haplétipos foi bastante elevada, gerando 93 diferentes
haplétipos. A populagao do Rio Uruguai foi a que apresentou menor
diversidade haplotipica (Hd = 0,936+/-0,024), ainda assim com valores
bastantes elevados (Tab. 4.1). Apenas o haplétipo 6 foi compartilhado pelas
seis populagdes, e, como este constituiu-se também no haplétipo mais
frequénte (16), foi inferido como ancestral. Tanto o teste neutralidade D de
Tajima como Fs de Fu mostraram valores negativos significativos em muitas
populagdes, um indicativo de expansao populacional recente (Tab. 4.1).

Os dois indices de distancia genética (Fst) sugerem que a populagéo do
Rio Uruguai encontra-se semi-isolada geneticamente das demais, para todas
as comparagdes par a par (Tab. 4.2). Tal resultado foi corroborado pela
SAMOVA que determinou a presenca de apenas duas populacdes na area
amostrada. Os resultados da AMOVA indicam que as diferencas genéticas
entre estes dois grupos principais constitui 11,38% da variagado encontrada,
enquanto 88,58% da variagao € encontrada dentro das populagdes (Tab. 4.3).

O numero efetivo de fémeas migrantes da populagdo panmitica para a
populagdo do Rio Uruguai foi bem maior (1,927) que no sentido inverso (0,382).
O numero efetivo de fémeas para o Rio Uruguai foi estimado em 12.296
enquanto que na populagéo panmitica foi estimado em 160.924 (Tab. 4.4).

A arvore filogenética sugere que a colonizagédo do Rio Uruguai por L.
grossidens vem ocorrendo aos pulsos. Assim, os dados obtidos sugerem a

ocorréncia de pelo menos quatro pulsos de entradas, uma ha menos de 137 mil
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anos atras (ka), outro em 74 (ka), um terceiro entre 26-29 Ka, e um mais
recente de 1-3 Ka (Fig. 4.3).

Na analise dos clados aninhados (NCA) 55 clados foram formados, em 5
niveis, e destes, 9 clados foram significativamente associados com suas
localizagbes geograficas. Apesar da significancia, em alguns clados a
interpretacao nao foi conclusiva (Clados 1-32 e 4-2). Porém em outros os
resultados conclusivos sugerem a ocorréncia de expansao demogréafica, a
partir de um padrao de tipo estrela (Clado 2-13), fragmentacgao alopatrica (com
presenca de haplétipos unicos no Rio Uruguai) (Clados 2-3, 2-12, 2-14 e 3-3), e

fluxo génico restrito (Clados 2-5 e 3-6) (Fig. 4.4, Tab. 4.5).

DISCUSSAO

Entender o padrao de distribuicdo atual das espécies pode ajudar a
entender os processos histéricos que causaram sua dispersdo. Lycengraulis
grossidens tem sua distribuicdo ao longo do litoral leste das Américas Central e
do Sul (Mai & Vieira 2013). Lycengraulis grossidens divergiu de L. batessi ha
aproximadamente 7 milhdes de anos atras (Ma) (Bloom & Lovejoy 2012), e os
dados apresentados indicam que a primeira entrada de L. grossidens no Rio
Uruguai data de 137 mil anos atras (ka). Esta grande diferenga de tempo entre
a divergéncia de L. grossidens da espécie basal (L. batesii) e a chegada na
bacia do Parana provavelmente corresponde ao periodo de sua dispersao pela
costa leste da América do Sul desde o Amazonas, até o estuario do Rio da
Prata.

Pelas estimativas do tempo de colonizagao (137 ka), os eventos

paleoclimaticos envolvidos na colonizagéo de L. grossidens da bacia do



35

Parana, englobam o Pleistoceno tardio e o Holoceno (Quaternario). Neste
periodo, o nivel do mar apresentou, pelo menos, quatro eventos regressivos e
trangressivos, um a 400 ka, o segundo a 325 ka, o terceiro a 120 ka e o mais
recente aos 5 ka (Codignotto & Aguirre 1993, Tomazelli & Villwock 2005). As
datas das entradas de L. grossidens no Rio Uruguai, aqui estimadas, sugerem
um padrao de entrada em quatro pulsos distintos, podendo dois deles, serem
relacionados aos dois ultimos eventos transgressivos, com estimativas entre
105-137 ka e 1-3 ka, respectivamente.

A formacgao do sistema Patos-Mirim esta datada em 400 ka, todavia, seu
isolamento do ambiente marinho com a formacao da Barreira lll, ocorreu a
cerca de 120 ka (Tomazelli & Villwock 2005). Lycengraulis grossidens
encontra-se amplamente distribuido nesse sistema, incluindo areas estuarinas
(Vieira et al. 2010) e de agua doce (Lucena et al. 1994, Milani & Fontoura 2007,
Burns et al. 2006, Ceni & Vieira 2013). Nossa amostragem de material genético
em area liminica nesse sistema se limitou a Lagoa Mirim. E apesar de nao
termos feito distingdo dos dois tipos de comportamentos de uso do habitat na
Mirim, residentes versus diadromos, nossa analise de clados aninhados
sugerem que ha um fluxo restrito de genes. Esta analise € exploratdria, mas
pode estar dando indicios que estes distintos comportamentos estariam
levando a uma diferenciacédo populacional simpatrica na Mirim. Avaliagdes
recentes da analise de clados aninhados (NCA) indicaram taxas
excessivamente altas de erros do Tipo |, falsos positivos (Petit 2008). No
entanto, Garrick et al. (2008) sugerem que a NCA é um instrumento adequado
para a formulagao de hipéteses sobre a historia evolutiva, e essas hipoteses

podem ser testadas por meio de analises complementares.
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Em nosso caso de estudo, a fragmentacgao alopatrica registrada com
haplétipos exclusivos do Rio Uruguai foi confirmada pela estatistica tradicional
(estatistica F) e analise espacial da variancia molecular. Porém, para o fluxo
restrito de genes identificados na Lagoa Mirim, as analises complementares
nao identificaram estruturacdo genética. Portanto, para melhorar a resolugéao
dessa questao, seria necessaria uma analise diferenciando individuos
residentes e migrantes em pacotes amostrais distintos.

Baseado nas evidéncias anteriormente mencionadas para a espécie,
como sua distribuicdo costeira e a estimativas de colonizagdo do Rio Uruguai
ha apenas 137 ka, aliados aos fatos de menor diversidade haplotipica, e de
haplétipos posicionados em regides periféricas na rede de haplétipos
apresentados pelos individuos do Rio Uruguai nossos resultados suportam a
hipotese de disperséo costeira ao longo da costa brasileira e invasao de L.
grossidens ao Rio Uruguai via conexdes entre o ambiente marino e os de agua
doce. Esta hipotese se opde a hipétese mais tradicional que explica a chegada
das pescadas (Sciaenidae) de agua doce desde o Amazonas até a bacia do
Parana, por via continental (Cooke et al. 2012). A hipotese de invasao
continental se embasada em dois fatores principais: por as pescadas de agua
doce serem géneros restritos ao ambientes de agua doce, e pelas datas
estimadas de entre 15 e 7 Ma de divergéncia e provavel colonizagéo de
Plagioscion ternetzi na bacia do Parana (Cooke et al. 2012). Esta rota
continental, também é a hipotese mais provavel para as raias de agua doce
Potamotrygon que tem sua distribuigdo tanto na bacia amazonica quanto na

bacia do Parana (Carvalho et al. 2003, Oddone et al. 2012).
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Pouco se conhece da histéria filogeografica das outras linhagens de
Engraulididae de agua doce. Sabe-se que alguns géneros sao limitados a bacia
do Amazonas, como o caso de Jurengraulis e Amazonsprattus (Lavoue et al
2010). Pterengraulis atherinoides apesar de ter retornado ao mar, se manteve
com uma distribuigao limitada, ocorrendo do Delta do Orinoco, Venezuela ao
Cear4, Brasil, sempre proximos a rios (Froese & Pauly 2011). Muitas espécies
de Anchoviella se mantiveram restritas a bacia do Amazonas (e.g. Anchoviella
alleni, A. carrikeri e A. nattereri), mas algumas possuem ocorréncia em outras
bacias, como a A. vaillanti, endémica da bacia do Rio S&o Francisco, Brasil
(Silva et al. 2010) e A. perezi endémica do delta do Rio Orinoco, Venezuela
(Kullander & Ferraris 2003). As espécies A. brevirostris e A. lepidentostole
possuem ampla distribuicdo costeira, do delta do Orinoco, Venezuela, ao sul do
Brasil (Whitehead et al. 1988, Froese & Pauly 2013), e comportamentos de uso
de habitats estuarinos e de agua doce séo ainda pouco compreendidos.
Estudos mais aprofundados, principalmente, nas duas ultimas espécies supra-
citadas, poderiam corroborar as hipéteses levantadas por este trabalho, ja que
possuem muitas similaridades com a espécie de estudo.

Dos seis pontos amostrados, cinco deles, do estuario do Rio Mampituba
ao estuario do Rio da Prata, a espécie demonstrou ter alto fluxo génico,
caracterizando uma populagédo panmitica. De acordo com Silva (2006), a partir
de dados morfolégicos e métricos, os individuos de L. grossidens dos estados
de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul podem ser considerados uma Unica
unidade populacional, mas distintas das demais regides do Brasil. Todavia,
este autor ndo avaliou individuos oriundos de agua doce nem dos paises

vizinhos. Além disso, os testes de neutralidade dao indicativo de expanséao
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populacional recente, sugerindo que apesar da espécie ser frequentemente
capturada na pesca do camaréao (Branco & Verani 2006, Vianna & D’Incao
2006), ela nao vem sofrendo um efeito de gargalo genético nesta regiao
amostrada.

Conclui-se que a populagao de L. grossidens entre o sul do Brasil ao
estuario do Rio da Prata trata-se de uma populagao panmitica, sendo que uma
populagao de L. grossidens encontra-se estabelecida, semi-isolada, no Rio
Uruguai. Esse semi-isolamento nao foi causado pela agao antropica
(construgao de barragens), ja que a regiao controle do mtDNA possui uma taxa
mutacional na casa dos milhares de anos. Assim, nossa hipotese é de que a
entrada de L. grossidens ocorreu via ambiente costeiro em pelo menos quatro
pulsos distintos, provavelmente correlacionados a eventos

transgressivos/regressivos do nivel do mar no quaternario.
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Tabela 4.3. Analise hierarquica da variancia molecular (AMOVA) dos haplétipos da
regiao controle do mtDNA (910 pb) de Lycengraulis grossidens. Foram usados dois
grupos, individuos provindos do Rio Uruguai (grupo 1) e todos os demais individuos
dos 5 locais (grupo 2), veja MM.

Graus de Somados Componente Percentual
liberdade quadrados de Variancia de variagao
Entre grupos 1 16,437 0.27988 Va 11,38 %
Entre populagoes 4 8812  0,00077Vb 0,03 %
dentro dos grupos
Dentro das populacdes 191 415,944 217771 Vc 88,58 %
TOTAL 196 441,193 2,45837

Tabela 4.4. Estimativas de migrantes baseada na regiao controle do DNA mitocondrial
(910 pb) de Lycengraulis grossidens. Onde, MLE = estimativas de maxima
verossimilhanga, Nef = numero efetivo de fémeas, Nefm = nimero efetivo de fémeas
migrantes.

Intervalo de confianga 95%

MLE Inferior Superior
Theta Rio Uruguai 0,003074 0,001803 0,005206
Theta Outros locais 0,040231 0,033972 0,048228
Proporcéao de Mlgragao Rio Uruguai 18,98133 1195542 72.18686
para Outros locais
Proporgao de Mlgragao Outros locais 1253 785 596,9406 2292.128
para Rio Uruguai
Nef Rio Uruguai 12296 7212 20824
Nef Outros locais 160924 135888 192912
Nefm Uruguai para Outros 0,3818 0,020307 1,740714
Nefm Outros para Uruguai 1,927068 0,538142 5,966409
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Tabela 4.5. Inferéncia biolégica dos processos que estao influenciando a variagao

genética em Lycengraulis grossidens numa distribuicdo geografica, baseado nos

clados aninhados significantes formados na figura 4.4. Apenas clados com

permutagdes significantes para estrutura geografica constam nesta tabela.

Nivel de significancia
do cladograma

Chave de inferéncia Saida

Clado 1-32
Clado 2-3
Clado 2-5
Clado 2-12

Clado 2-13
Clado 2-14

Clado 3-3

Clado 3-6

Clado 4-2

1-2-11-17 (N&o)
1-2-3-4-9 (N&o)
1-2-3-5-6-7-8 (Sim)
1-2-11-17-4-9 (N&o)

1-2-11-12 (N&o)
1-19 (N&o)
1-2-11-12-13 (Sim)

1-2-11-17-4 (N&o)

1-2

N&o conclusivo
Fragmentacao Alopatrica
Fluxo restrito de genes
Fragmentacao Alopatrica

Expansdo em um intervalo
contiguo

Fragmentagao Alopatrica
Fragmentagao passada seguida
por Expansao

Fluxo restrito de genes com
isolamento por distancia

Nao conclusivo
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Lycengraulis grossidens n=16

h

Lycengraulis batesii n=3

Lycengraulis poeyi n=1
Figura 4.1. Rede de haplétipos da regido Citocromo b oxidase (341 pb) do género
Lycengraulis. Em cinza estao L. batesii e L. poeyi. Lycengraulis grossidens provindos
do Rio Uruguai (preto), do estuario do Rio da Prata (rosa), do estuario da Lagoa dos
Patos (vermelho) e da Lagoa Mirim (amarelo). Algumas sequéncias foram acessadas
do banco de dados genbank (veja MM).
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Figura 4.2. Mapa da area de estudo e da rede de haplétipos. A rede de haplétipos foi
gerada de acordo com a regiao controle (910 pb) do mtDNA de Lycengraulis
grossidens. Nota: o tamanho dos circulos é proporcional a frequéncia haplotipica; as
cores representam individuos das diferentes localidades, Rio Uruguai em preto,
estuario do Rio da Prata em rosa, Praia do Cassino em azul, Lagoa Mirim em amarelo,
estuario da Lagoa dos Patos em vermelho e estuario do Rio Mampituba em verde.
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Figura 4.3. Arvore filogenética construida através de IB no programa Beast, com base
em 910 pb da regido controle do mtDNA. Uru= Rio Uruguai, Pla= estuario do Rio da
Prata, Cas= Praia do Cassino, ELP= estuario da Lagoa dos Patos, Mir= Lagoa Mirim e
Mam= estuario do Rio Mampituba. Entre parénteses esta o numero do haplétipo para
os individuos do Rio Uruguai, os ramos que contem individuos do Rio Uruguai se
encontram destacados em azul. NUmeros fora dos parénteses representam o numero

de individuos, quando maiores que um.
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CONCLUSOES GERAIS DA TESE

Baseado em uma abordagem integrada, envolvendo andlise de dados
bibliograficos, uso de ferramentas moleculares, e o estudo de elementos
quimicos do otdlito de L. grossidens, foi possivel elucidar algumas questdes
importantes sobre a bio-ecologia dessa espécie.

A primeira questdo se refere ao uso do habitat por Lycengraulis
grossidens. Conforme discutido ao longo dessa tese se verificou que o
entendimento do ciclo de vida de L. grossidens era bastante controverso na
literatura, sendo que diversas classificagées ja foram propostas, incluindo o
reconhecimento de populagbes anadromas, marinha migrantes, catadromas,
estuarina residentes, semi-catddromas e residentes de agua doce. Os
resultados encontrados pelos perfis das razdes estroncio (Sr) e bario (Ba) em
relacdo ao calcio (Ca) corroboram com dados bibliograficos, revelando uma
alta plasticidade de uso do habitat pela espécie. Ela é capaz de usar desde
ambientes limnicos a ambientes marinhos por toda a vida. Ou seja, ndo é
possivel descartar nenhuma das propostas presentes na literatura, o que
classifica L. grossidens como uma das espécies bastante adaptavel a utilizacao
de um amplo gradiente salino e de temperatura.

Ainda no que tange aos aspectos relacionados ao uso do habitat da
espécie verificou-se a presenga de uma variagao latitudinal. Com a maioria dos
individuos amostrados em baixas latitudes em baias marinhas protegidas e no
mar apresentando um comportamento estuarino/marinho residente. Enquanto,
na porcdo sul de sua distribuicdo, a maioria dos individuos sao

caracteristicamente diadromo/némades.
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Por fim, a analise de elementos quimicos dos otdlitos indicou a existéncia
de uma populacao restrita ao Rio Uruguai, e de uma parte da populacédo da
Lagoa Mirim residente de agua doce. Com isto, concluimos que a espécie &
capaz de viver toda a vida na agua doce, ou no ambiente estuarino/marinho,
com alguns individuos apresentando diadromia facultativa.

Apesar dos marcadores microssatélites nao terem sido utilizados para o
estudo de estruturagcdo genética, a publicagdo dos iniciadores de regides
microssatélites pode ser util para estudos futuros. Ja que estes marcadores sao
muito utilizados em estudos de diversidade genética, fluxo génico e estrutura
genética de populagdes. Além disso, nosso trabalho demonstrou que estes
iniciadores funcionam em outras espécies de Engraulididae, ou seja, poderao
também ser utilizados para estudos populacionais em outras espécies.

Baseados em sequéncias da regidao controle do mtDNA, as analises
sugerem que a populagdo do Rio Uruguai se encontra semi-isolada
geneticamente das demais. Como os haplétipos do Rio Uruguai posicionam-se
em regides periféricas da rede de haplétipos, por ser a populagdo com a menor
diversidade haplotipica e nucleotidica, e pelos dados da regidao do Citocromo b
do mtDNA confirmar que L. grossidens é irma de L. poeyi, uma espécie
marinha. Os resultados, provenientes da regiao controle do DNA mitocondrial,
suportam a hipotese de colonizagao de L. grossidens para a agua doce a partir
do ambiente marinho/costeiro, em detrimento da hipétese de chegada pelo
centro do continente, via afluentes da bacia Amazdnica. Outro fato €& a
ocorréncia de L. grossidens em outros ambientes limnicos, como no Guaiba,

na Lagoa Mirim e no Rosario de Lagoas do norte do Rio Grande do Sul. Essas
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invasdes também suportam a entrada via conexdes entre o0 mar e a agua doce
(estuarios) da regiao.

Por fim, nosso trabalho demonstrou que uma populagdo de L.
grossidens encontra-se estabelecida em agua doce, e que este semi-
isolamento ndo é reflexo de uma acao antrépica nas ultimas décadas como
previamente hipotetizado nesse trabalho. Ou seja, os resultados encontrados
através do estudo da regido controle do mtDNA revelaram que as entradas
vem ocorrendo através de pulsos nos ultimos 137 mil anos.

Evidéncias de fluxo restrito de genes em uma parte da rede de
haplotiplos aninhada poderiam estar refletindo que diferencas no uso do habitat
por parte da populagdo (contingentes) podem estar levando a um semi-
isolamento reprodutivo. Todavia, € necessario ressaltar que nossas
amostragens néo fizeram distingdo entre os diferentes contingentes revelados
pelas analises de elementos quimicos dos otdlitos. Assim, ndo € possivel
afirmar categoricamente esta hipotese.

Migragado ou migragao parcial impulsiona a variagdo espacial e temporal
na abundancia de organismos e, portanto, pode ter consequéncias ecoldgicas
importantes, embora estudos empiricos a esta questao séo raros (Chapman et
al. 2012). Estes efeitos ecoldogicos podem ser divididos em duas categorias:
transporte de nutrientes e efeitos tréficos. E reconhecido que espécies
diadromas realizam um importante trabalho no transporte de nutrientes entre os
ambientes costeiros e os de agua doce, e vice-versa (Jonsson and Jonsson
1993, Moore et al. 2004). Mudangas nas assembléias de peixes, com impactos
em toda a teia trofica, ocorrem com a chegada ou saida de uma espécie

durante os eventos migracionais. No caso especifico do L. grossidens, quando
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juvenis, alimentando-se de zooplancton, pode contribuir como alimento de
espécies icti6fagas. E quando chegam adultos, agora com habito
icti6fago/carcinéfago, podem modificar a teia trofica ja que sdo predadores de
topo de médio porte.

Esta grande plasticidade de historias de vida, mudanga ontogenética na
dieta e padrdes individuais de uso do habitat, podem conferir resisténcia em
face de perturbagdes imprevisiveis que tornam um determinado padréo de uso
de habitat insustentavel por um periodo de tempo (Secor 1999, 2007).
Resiliéncia a disturbios € particularmente importante para espécies diadromas,
pois estas enfrentam mudangas antropogénicas em estuarios (principalmente
poluicdo), em rios (construgdo de Barragens e poluicdo) e pressao pesqueira
(McDowall 2007, Chapman et al. 2012). Esta ampla gama de ameacas
antrépicas tem contribuido para declinios populacionais em todo o mundo
(Jonsson et al. 1999, McDowall 1999, Limburg and Waldman 2009).

Finalmente, como sujestbes para abordagens futuras no estudo de L.
grossidens recomenda-se:

i) Realizar um estudo integrado com marcadores moleculares e
elementos quimicos de otdlitos, utilizando a Lagoa Mirim como
modelo para estudar o fluxo genético entre contingentes. Para
esse estudo, primeiramente deve-se efetuar a analise quimica do
otdlito de todos os individuos e, apds reconhecer os diferentes
contingentes  (residentes e diadromo/nébmades) utilizar
ferramentas genéticas da regido controle do mtDNA afim de

demonstrar o possivel isolamento genético populacional;
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ii) Testar esta hipotese para outros ambientes como no Rio Parana,
no Rio Guaiba, em Lagoas do norte do Rio Grande do Sul, € na
Lagoa Peri (SC);

iii) Determinar a estruturagdo genética da espécie ao longo da sua
distribuigdo, utilizando a regido controle do mtDNA, ou outros
marcadores moleculares, como a regido Citocromo b oxidase ou
16S, uma vez que a regido controle se mostrou muito diversa,
com diversos casos de homoplasia;

iv) Incluir amostras do Para e da porcdo mais ao norte de sua
distribuicdo tanto em estudos de uso do habitat quanto de

estruturagcdo genética.
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MAIL A.C.G. & VIEIRA, J.P. Review and consideration on habitat use, distribution and life history of
Lycengraulis grossidens (Agassiz, 1829) (Actinopterygii, Clupeiformes, Engraulididae). Biota Neotrop.
13(3): http://www.biotaneotropica.org.br/v13n3/en/abstract?article+bn02713032013

Abstract: In this paper, we present a summary of the current knowledge of Lycengraulis grossidens, a widely
distributed coastal fish that occurs from Belize to Argentina. This species is abundant in estuaries along the
Southwest Atlantic Coast and is important for recreational fishing, and as bycatch of shrimp fisheries. We
compiled data available on taxonomy. phylogeny, ecology, fisheries and organized conceptually the life cycle
of the species according to modern estuarine-use classification. Our review showed that along its geographic
distribution and inside some particular environments (i.e., estuaries and costal lagoons) the species have been
classified in a variety of ways in order to describe the remarkable complexity of habitat use that varies from
freshwater resident, anadromous, marine migrant, estuarine resident, marine stragglers, catadromous to semi-
catadromous. We conclude that L. grossidens is able to reproduce either in freshwater or estuarine water and
postulate that it has a high plasticity in habitat use and life history, with migratory and resident contingents in
the same local population. There seems to be a latitudinal change in migratory behavior of this species along the
South America Coast, prevailing anadromous or semi-anadromous pattern at higher latitudes and marine migrants
at the tropical northeast coast of Brazil.

Keywords: contingents, estuarine resident, anadromous, catadromous, freshwater resident, review.

MAI A.C.G. & VIEIRA, J.P. Revisiio e consideracdes sobre o uso do habitat, distribuicfio e histéria de vida
de Lycengraulis grossidens (Agassiz, 1829) (Actinopterygii, Clupeiformes, Engraulididae). Biota Neotrop.
13(3): http://www.biotaneotropica.org.br/v13n3/pt/abstract?article+bn02713032013

Resumo: Neste trabalho ¢ apresentada uma compilacio do conhecimento atual de Lycengraulis grossidens, uma
espécie de peixe amplamente distribuido pela costa oeste do Atlantico Sul. ocorrendo de Belize a Argentina.
Esta espécie é abundante nos estuarios e tem importancia na pesca recreacional além de sofrer impacto da pesca
do camardo. Sdo revisados dados publicados sobre a taxonomia, filogenia, ecologia, pesca e ciclo de vida da
espécie. Nossa revisdo mostrou que, ao longo de sua distribuicdo, a espécie tem sido classificada de varias formas
na tentativa de descrever seu uso do habitat, desde residentes de agua doce, anadromos, marinhos migrantes,
estuarinos residentes, catddromo e semi-catddromo. Conclui-se que a espécie é capaz de se reproduzir em agua
doce ou salgada. com uma alta plasticidade no uso do habitat e na sua histéria de vida, com componentes migrantes
e residentes no mesmo local. Além disso, parece haver uma mudanca no comportamento migratorio da espécie
em diferentes latitudes, mostrando um padrdo anadromo ou semi-anddromo nas maiores latitudes e marinhos
migrantes ao longo da costa tropical do Brasil.

Palavras-chave: contingentes, estuarino residente, anddromo, catddromo, residente de dgua doce, revisdo.
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Introduction

Engraulididae are usually found in schools. and many species
are important fisheries resources, playing a relevant role as primary
consumers (Berra 2007). Currently, sixteen genera of Engraulididae
are recognized (Froese & Pauly 2011). Anchovies are primarily
marine fishes, but in South America there are 12+ species that occur
in major tropical rivers (Berra 2007, Bloom & Lovejoy 2012).

Different from other western Atlantic anchovies, the genus
Lycengraulis has canine-like teeth, i.e., sharp and conical teeth of
different sizes which are distinet from other Engraulididae that
have filiform teeth (Whitehead et al. 1988). Cwrently, the genus
comprises four species. one restricted to the western coast of the
Americas (Lyvcengraulis poevi (Kner & Steindachner, 1865)), and
three inhabiting the east coast of the Neotropical region (Lycengraulis
grossidens (Agassiz, 1829), Lycengraulis baresii (Giinther, 1868)
and Lycengraulis limnichthys (Schultz, 1949)). Lycengraulis batesii
occurs to the west of Central and South Atlantic Ocean (Orinoco
River, Manacacias River. rivers of the Guianas, and Amazon River)
(Whitehead et al. 1988) and L. /imnichtiys inhabits Cartagena Bay and
Maracaibo Bay. Venezuela (Nizinski & Munroe 2002). Lycengraulis
grossidens is recognized to be widely distributed in the coastal
zone from Belize to Argentina, including freshwater populations
(Whitehead et al. 1988).

Lycengraulis grossidens can be characterized by a combination
of characters as following: body fairly elongate and compressed,
varying in depth 3.85-4.4 times in standard length (Schultz 1949,
Whitehead et al. 1988). Snout pointed, projecting, a notch in the upper
jaw, mouth large, maxillary ending below middle of pre-operculum
(Jordan & Seale 1926) (Figure 1). Dorsal fin origin sits at midway
between end of the caudal vertebra and the posterior margin of the
eye. its longest ray scarcely equal to the base of the fin, being equal to
head posterior of eye: origin of anal fin under ninth dorsal ray. Head
4.5 times in standard length. Eye a third more than snout, which is
4.7 of head. Cycloid scales that detach easily for its body. It presents
four gill arches and a pseudobranquia (Jordan & Seale 1926, Fuster
de Plaza & Boschi 1961). Species can reach up to 300 mum in total
length (Carvalho-Filho 1999). Number of vertebras range from 42 to
48. Dorsal fin rays have 12-18, pectoral 13-17, ventral always have 7
and, anal range from 21-30. Number of gillrakers on upper anterior
arch range from 11-20 and in lower 16-25 (Jordan & Seale 1926,
Fuster de Plaza & Boschi 1961, Silva 2006). It has fusiform otolith,
posterior margin lobed and anterior margin finished in notch, ventral
margin dentate (Figure 2). Ventral height up to 3.15 and excisural
notch up to 4.2 times the length of the otolith. Ventral height up to
1.75 times the length of the otolith. Rostrum and antirostrum present
(Lemos et al. 1995). Comparison of the numeric characters reveals
no sexual differences (Fuster de Plaza & Boschi 1961). Species can
be distinguished for Lyeengraulis batesti that possess less lower
gillrakers (12 to 15), being the anterior 1 to 3 rudimentary in larger fish
(Whitehead et al. 1988). Lycengraulis limnichthys has less vertebrates
(39 to 42), and more lower gillrakers (19 to 23) (Whitehead et al.
1988, Nizinski & Munroe 2002).

Figure 1. Lycengraulis grossidens, photograph taken of a live specimen at
Solis Grande. Uruguay.

hitp://www.biotaneotropica.org br

Lyeengraulis grossidens is among the 10 most abundant species in
the larger La Plata River, Patos Lagoon and Paranagud Bay Estuaries
(Spach et al. 2004, Oliveira 2008, Barletta et al. 2010, Vieira et al.
2010). and has economic importance for artisanal fisheries in
Argentina, Uruguay and southern Brazil (Fuster de Plaza & Boschi
1961, Castello 1985, Spinetti et al. 2002, Ramos 2005).

This review is important because it brings a comparative vision
of habitat use thought the latitudinal gradient of distribution of
L. grossidens. raising new highlights on this context, and we focused
our review and conclusions on habitat use and migration, since this is
a controversial issue and crucial part of the life cycle of this species.

Material and Methods

More than a century of literature (since Evermann & Kendall
1906 to several authors at 2012) was extensively reviewed. Published
papers used in this review were obtained from “Periédicos Capes™
(http://www.periodicos.capes.gov.br/), Science direct (http://www.
sciencedirect.com/) and Google Scholar (http://scholar.google.com.
br/). We also included the Brazilian Digital Library of Theses and
Dissertations (http://bdtd.ibict.br/) and “Plataforma Lattes™ (http://
lattes.enpq.br/) for grey literature (unpublished theses, dissertations
and monographs in Brazil). In addition, we obtained complementary
material, which was not available online, by contacting researchers
using electronic correspondence. Searches were conducted using
the keyword “Lycengraulis™ and the aim was to obtain current data
available regarding phylogeny. distribution, diet, fisheries, growth,
reproduction, and migration movements of Lycengraulis grossidens.

Based on the records of occurrence from Fishbase (Froese
& Pauly 2011) and from original publications, we constructed a
distribution map using the program Diva-Gis (available in: http://
www.diva-gis.org/). Whenever the data was available, latitudinal
variations of species parameters were included. The meristic data
are presented as follows: amplitude and the most often observed
values in brackets.

In order to standardize the terms used for habitat use and
migrations, we used the classification of estuarine-use functional
groups proposed by Elliott et al. (2007) in addition to the freshwater
component not observed in the original classification of Elliott et al.
(2007).

Results

Our literature review were able to find a total of 93 published
works on L. grossidens which was distributed into 64 papers, 15
books, 13 gray literature (thesis, dissertations, conference proceedings
and, reports), and one website. Our survey period encompassed
studies dated from 1906 to 2012. Most studies reviewed (43) are
focused on studies related to ecology of fishes communities, 14

a) 1mm b) 1 mm

Figure 2, Photograph of sagitta otoliths of Lycengraulis grossidens, Iguape,
SP: a) 129 mm total length (TL) individual and: b) 260 mm TL individual.
Stereomicroscope Nikon SMZ 1500, with HR Plan Apo 1x WD54 lens coupled
to digital camera Nikon Digita sight DS Fil.
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works deal specifically with the species of interest, 11 surveys were
focused on by-catch of shrimp fisheries, and 25 surveys comprise
others areas of knowledge.

1. Phylogenetic relationships

Grande & Nelson (1985) reviewed the entire family Engraulididae
and divided into two clades: the first clade, the subfamily Coilinae,
comprises six Indo-Pacific genera; and the second lineage, the
subfamily Engraulinae comprises the Indo-Pacific marine genera
Encrasicholina and Stolephorus, the worldwide, temperate-
distributed genus Engraulis, and the so-called “New World
anchovies™ that include the genera Anchoa, Anchoviella, Anchovia,
Cetengraulis, Jurengraulis, Lycengraulis and Pterengraulis. These
authors believed that taxonomic arrangement of the freshwater South
American species were the result of multiple independent transitions
from a marine environment.

The currently recognized molecular phylogenetics arrangement
of New World anchovies suggest that fresh water South America
species are the product of a single evolutionary transition from
a marine to freshwater environment (Bloom & Lovejoy 2012).
Thus, L. gressidens derived from freshwater lineages, where
Jurengraulis juruensis was the basal lineages, the topology is fully
resolved as follows: (Jurengraulis, (Amazonsprafttus, (Anchoviella,
(Pterengraulis, (Lycengraulis batesii, (L. poevi, L. grossidens))))))
(Bloom & Lovejoy 2012).

2. Ecology

2.1. Species distribution

In freshwater and estuarine environments, the species have been
recorded in Bela Vista (Prov. de Corrientes, AR), Rosario (Prov.
de Santa Fé, AR). Negro River, Mar Chiquita and Buenos Aires
(Prov. Buenos Aires, AR}, Parana River (until Itaipu Dam, AR),
Uruguay River, Patos Lagoon, Peixe Lagoon, Tramandai Lagoon
(Rio Grande do Sul state, BR), Babitonga Bay (Santa Catarina
state, BR), Paranagua (Parana state, BR). Iguape. Imbituba (Sao
Paulo state, BR), Imboassica Lagoon (Rio de Janeiro state, BR),
Vitoria Bay, Doce River (Espirito Santo state, BR), Parnaiba River
(Piaui state, BR), Negro River (Amazonas state, BR) and Orinoco
and Maracaibo Rivers (Venezuela) (Evermann & Kendall 1906,
Hildebrand 1943, Menezes 1950, Fuster de Plaza & Boschi 1961,
Vieira et al. 1996, Benedito-Cecilio et al. 1997, Saint-Paul et al.
2000, Saad et al. 2002, Joyeux et al. 2004, Cervigon 2003, Ramos
2005, Bortoluzzi et al. 2006, Burns et al. 2006, Queiroz et al. 2006,
Loebmann et al. 2008, Sanchez-Botero et al. 2008, Costa & Souza-
Conceicdo 2009) (Figure 3).

In saltwater, the species have been recorded in Mar de Ajo,
Mar del Plata, Necochea. Orense, Quequé Salado, Monte Hermoso,
Bahia Blanca, and Carmem de Patagones, Argentina; Montevideo,
Uruguay: Rio Grande (Rio Grande do Sul state; BR), Caravelas
(Babhia state), Tamandaré, Ttamaraca, Itapissuma (Pernambuco state),
Cajueiro da Praia (Piaui state), Brazil: Guiana: French Guiana:
Trinidad and Tebago:; Venezuela; Colombia; Suriname and Belize
(Schultz 1949, Fuster de Plaza & Boschi 1961, Valdez & Aguilera
1987, Whitehead et al. 1988, Albuquerque 1994, Santos et al. 1998,
Kullender & Ferraris 2003, Cervigon 2005, Guedes et al. 2005, Silva
2006, Lira & Teixeira 2008, Santos et al. 2008, Mai et al. 2012)
(Figure 3).

2.2. Population Structure

Based on morphological and meristic characteristics, the
distribution of the species was divided into four distinct populations

http://www.biotaneotropica.org br/v13n3/en/abstract?article+bn02713032013

Figure 3. Distribution records of Lycengraulis grossidens plotted on a
hydrographic map of Central and South America. Black squares showing
locations of occurrence deseribed in the literature reviewed, and gray circles
are data available i Fishbase (Froese & Pauly 2011).

along the Brazilian Coast (Silva 2006): one from Para, another from
Ceara to Espirito Santo, the third between Rio de Janeiro and Sao
Paulo, and the last one extended between the states of Santa Catarina
and Rio Grande do Sul. Silva (2006) reports that the number of
gillrakers was the meristic character that showed the clearest pattern of
longitudinal variation, with values increasing with increasing latitude.

3. Fisheries

Fisheries of L. grossidens have been recorded in Argentina
and Uruguay (Fuster de Plaza & Boschi 1961, Spinetti et al.
2002, Baigun et al. 2003). At Maldonado (Uruguay), they are
commercialized frozen and used as bait for recreational rod fishing
(personal observation). Captures in the estuarine region of the
Patos Lagoon by artisanal fishery, between 1974-1979, reached
almost 9 ton/year (Castello 1985). Marques (1997) estimated that
L. grossidents is bycatch of the shrimp fishery at the Patos Lagoon
Estuary might have reached almost 30 ton/year. The species is also
a component of the artisanal fisheries of the Casamento Lagoon.
in the Patos Lagoon system, Rio Grande do Sul state - RS (Milani
& Fontoura 2007). Rod, hook and line recreational fishing of this
species is an important vocational tourist attraction in the estuarine
area of the Tramandai River, RS, Brazil. totalizing almost 1 ton/year
(Ramos 2005).

Along the Brazilian Coast, the species has been recorded as
bycatch of shrimp fishery in the south (Haimovici & Mendonga
1996, Vieira et al. 1996, Bail & Branco 2003, Branco & Verani
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2006, Loebmann & Vieira 2006, Vianna & D’ Incao 2006, Dumont &
D’Incao 2011), and in the northeast (Albuquerque 1994, Santos et al.
1998, Santos et al. 2008).

4. Life history

4.1. Reproductive aspects

Lycengraulis grossidens is a split spawning species (Oliveira
2008) and has mean fecundity of 3.752 oocytes (minimum: 2,371,
maximum: 6,847) (Oliveira 1997). The species spawns at austral
spring and summer (Table 1). Reproductive activity was reported
in freshwater (Parana River, AR). approximately 800 km from the
sea, and also in Urnguay River, BR, about 550 km from the sea
(Mastrarrigo 1947, Fuster de Plaza & Boschi 1961, Oliveira 1997,
Lepkoski et al. 2005). Reproductive activity was reported also in
estuarine conditions in coastal lagoons and estuaries of southern
Brazil (Ramos 2005, Oliveira 2008) (Table 1).

Information on length at first maturity was achieved only in the
southern part of its distribution (below 30 °S), and revealed that
sexual maturity occurs between 80 and 133 mm TL (Mastrarrigo
1947, Fuster de Plaza & Boschi 1961, Oliveira 1997, Ramos 2005)
(details in Table 1).

4.2. Development and Growth

The eggs of L. grossidens are planktonic with an ovoid shape
(eccentricity from 1.25 to 1.5). transparent, without oil drop, with
vitellum divided between the alveoli and small periviteline space
(Weiss & Krug 1977). Egg diameter ranges from 1.026 to 1.215 um
along the major axis, and from 756 to 945 pm along the minor axis,
and egg volume ranges from 0.338 to 0.568 mm® (Weiss et al. 1976).

The newly hatched larva measures approximately 3 mm of total
length (TL), is transparent and without any pigmentation, the vitellum
has a granular aspect and the yolk-sack is oval-shaped, extending
from the inferior part of the head to the middle of the body (Weiss &
Krug 1977). The juvenile, at 40 mm TL, contains adult characteristics
and growth changes from alometric to isometric. At this phase in
the development, the body proportions, fin disposition. and rays are
already definitive, the digestive system is complete, and the first
scales are developed (Weiss & Krug 1977). The development time
from egg to juvenile is not yet known.

Castello & Krug (1978) inferred the age of L. grossidens from
the Patos Lagoon Estuary (Brazil) based on the reading of sagitta

otolith rings. They suggest that individuals from 70-100 mm total
length (TL) are one year old, 100-130 mun TL are two years old, and
they analyzed only one individual measuring 210 mm TL, suggesting
an age of three years. Goulart et al. (2007), using scales to infer ages
of L. grossidens collected from the Uruguay River, assumed that
individuals from 100 to 140 mm TL have one ring per year of age
and they found individuals of up to three years old.

Goulart et al. (2007) proposed the von Bertalanffy growth
function for each year of their study, were: for female length:
LT = 26(1-e%255-C219) and TT = 26(1-e%*212); and for male length:
LT = 26(1-e™¥050) and IT = 26(1-eM42059)

4.3. Diet and feeding strategies

Lycengraulis grossidens presents a generalist feeding strategy
(Ramos 2005) feeding mainly on Insecta. Crustacea, Mollusca,
Polychaeta and, Osteichthyes (Froese & Pauly 2011). Although
juveniles feed on invertebrates, feeding mainly on zooplankton,
when they reaches approximately 140 mm, adults undergo a change
in diet and become ichthyophagous (Ramos 2005. Oliveira 2008,
details in Table 2).

5. Functional groups and habitat use

Lycengraulis grossidens inhabits marine, estuarine or freshwater
environments (Whitehead et al. 1988, Barletta et al. 2010). Except
for “freshwater species”™, several classifications of functional groups
related to estuarine use have been proposed: anadromous, marine
migrant, estuarine resident, marine stragglers. catadromous and
semi-catadromous, and were standardized according to Elliott et al.
(2007) in Table 3.

Studies performed in La Plata River (AR) and its tributaries
classified L. grossidens as anadromous, reporting that the species,
during the autumn and early winter, penetrates the “Rio de la Plata”
and other rivers of the La Plata basin to spawn in fresh water (Parana
River) in September and October, returning to the marine enviromment
in November and December (Mastrarrigo 1947, Fuster de Plaza &
Boschi 1961).

The presence of a large number of eggs and larvae and the
absence of newly fertilized eggs in the estuarine region near Patos
Lagoon, southern Brazil, led Weiss & Krug (1977) and Weiss (1981)
to misleadingly hypothesize that L. grossidens spawn in coastal
waters and behave as catadromous. Later, Ramos (2005), based on
the abundance of juveniles and adults from bottom trawl and beach

Table 1. Reproductive aspects of Lycengraulis grossidens. L50 is the length where 50% of individuals were mature. References: 1 Oliveira (2008), 2 Oliveira
(1997), 3 Ramos (2005), 4 Weiss (1981), 5 Mastrarrigo (1947), 6 Fuster de Plaza & Boschi (1961), and, 7 Lepkoski et al. (2005). — data not reported and *
average length at which the peak of the first reproductive cycle is reached (Bervian & Fontoura 1994).

Localities Reproductive peaks

Spawning site L350 (total length) Ref.

Paranagua Bay, Parana. Brazil
Itapeva and Quadros Lagoons, Rio
Grande do Sul (RS), Brazil

Spring

Patos Lagoon, RS, Brazil

October to January, with peak in December

September to January, spawning is related to
the increase in water temperature

Spawning in estuaries - 1

Spawning in fresh water 80 mum* 2

Spawning in estuaries 112 mm fo female 3
P = and 133 mumn to male

Spawning in marine, salt

Patos Lagoon, RS, Brazil - - 4
= water
Parana River, October to November, when the water
X - 120 mm 5
Argentina reaches temperatures above 21°C
Parana River, October to November, when the water Spawning in small 120 mm 6
Argentina reaches temperatures between 20-24°C streams, fresh water. -

Uruguay River, RS, Brazil

October to December. with peak in October

-

Spawning in fresh water -
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Table 2. Diet of Lycengraulis grossidens based on data available in the literature. N values represent the number of individuals analyzed in each study. References:
1 Lopes (1998), 2 Eskinazi (1972), 3 Lopes & Resende (2000}, 4 Oliveira (1997), 5 Ramos (2005), 6 Mastrarrigo (1947), 7 Bortoluzzi et al. (2006) and, 8
Fuster de Plaza & Boschi (1961). — data not reported.

Localities N Empty Diet / Items Ref.
. Crustacea Peracarida Amphipoda. Isopoda and Tanaidacea: Decapoda
Ltamaracd Island,.Pe.llnambuco (PE), 138 10.9% Dendrobranchiata, and Pleoli:}’zlinata Brzllachym'a: Annelida Polychae]tja. and 1
Brazi Osteichthyes. Organic material and plants were considered incidental.
Canal de Santa Cruz, PE. Brazil A R The most common Osteichthyes Gerreidae Eucinostomus, and Crustacea 5
Decapoda Penaets.
Crustacea Peracarida Amphipoda; Decapoda Dendrobranchiata, and
Itaparica Island. Bahia. Brazil 39 5.1% Pleocyamata Brachyura: and Osteichthyes. Organic material and plants were 3
considered incidental.
Itapeva and Quadros Lagoons, Rio 150 R Crustacea Copepoda, Cladocera, Amphipoda. Palaemonidae, Isopoda; 1
Grande do Sul (RS). Brazil . Teleostei: Diptera; Arachnida: Annelida: and seed.
Generalist / Algae; Nematoda; Annelida Polychaeta: Mollusca Gastropoda,
Tramandai River. RS, Brazil 1250 75.5% and Bi\-'zYlvia: InsecT‘a: Crustacea Copepoda Calanoida, Cirripedia Cladocera, 5
Amphipoda, Mysidacea. Decapoda Anoumura, Brachyura, and Macrura,
Cumacea; Ostheichthys Mugilidae Mugil sp; and vegetables fragments.
Parana, Uruguay and La Plata River - - Osteichthyes, Crustacea Palaemoneidae and Insecta. 6
Ichthyophagous / Insecta Coleoptera, Hymenoptera Formicidae, Odonata
Coenagrionidae, Trichoptera Hydropsychidae, Diptera Chironomidae,
Lepdoptera; Crustacea Cladocera Sididae, Calanoida Diaptomidae
Uruguay River, Rio Grande do Sul, 550 $204 Notodiaptomus: Osteichthyes Characidae dstyanax bimaculatus, A. fasciatus., 5
Brazil Apareiodon affinis, Characidium pterostictum. Salminus brasiliensis,
Oligosarcus brevioris, Odontostilbe pequira, Bryconamericus sframineus,
Curimatidae Cyphocharax voga, Engraulididae Lycengraulis grossidens; sand,
plants, seeds, eggs, gravels and, others invertebrates.
Carnivorous / Freshwater: Crustacea Palaemonetes argentiniis,
Bela Vista; Rosario; Mar del plata: Pseudodiaplomus, Acantocyclops. Notodiaplomus, Isopodos, efc; Insecta
Isla Trindade, Bahia Blanca; 700 60% Ephemenoptera, and Diptera; Osteichthyes Characidae Asfignax sp, Clupeidae 8

San Blas: Carmen de Patagones,
rio Negro, Argentine

Rammnogaster arcuata, Pimelodidae Luciopimelodus sp, Atherinopsidae
Qdontesthes bonariensis. Salt water: Crustacea Brachyura, Copepode:
Osteichthyes Clupeidae R. arcuara, and Engraulididae Anchoa marinii.

seine data in the Patos Lagoon and adjacent coastal areas classified
L. grossidens as semi-catadromous sensu Elliott et al. (2007).

The classification of L. grossidens as catadromous or semi-
catadromous, by Weiss & Krug (1977), Weiss (1981) and Ramos
(2005) at Patos Lagoon Estuary may be due to errors in the
interpretation of the species abundance in the lagoon and the adjacent
coastal area. Considering the information provided by Weiss (1981),
where it is reported that: (i) the highest frequencies of eggs are
recorded within the estuary at high salinities and, (ii) that the greatest
abundance of eggs occur in waters of low salinity (<5), and (ii1) that
eggs were not captured in the channel of the estuary, it would be
more parsimonious to think that the spawning of L. grossidens occurs
in low salinity environments, where the highest abundances were
recorded, and after that the eggs were washed to the sea, which would
explain their increased frequency, but no increasing in abundance
in waters of higher salinities. This interpretation is corroborated by
the data provided by Sinque & Muelbert (1998) whe found that the
greatest abundance of eggs of L. grossidens occurs on the surface
of low salinity water that flows to the ocean. even with salty water
intruding below.

Other authors studying the Patos Lagoon system classified the
species as estuarine resident (Vieira et al. 2010), marine migrant,
sub-category marine estuarine dependent sensu Elliott et al. (2007)
(Chao et al. 1985, Garcia et al. 2003) or even freshwater resident in

http:/Awww.biotaneotropica.org br/v13n3/en/abstract?article+~bn02713032013

the limnic portion of the Patos Lagoon (Viamée), about 280 km from
the sea (Lucena et al. 1994).

If we combine the data provided by Lucena et al. (1994) and
information at the adjacent marine coast of Patos Lagoon (Cunha
1981), with the data analyzed by Ramos (2005) it is possible also
to visualize an anadromous or semi-anadromous classification for
L. grossidens in the Patos Lagoon. The species is absent in the sea
during the winter (Cunha 1981), but occurs in the estuary and limnic
portion of the Patos Lagoon (Ramos 2005). Adults are caught during
the spring, both in the limnic and estuarine regions, which corresponds
to the spawning period (September-January) (Ramos 2005).

The fact that the individual larger than the size of first maturation
occurs year round in some parts of the La Plata River, the Patos
Lagoon and Paranagua Estuaries (Fuster de Plaza & Boschi, 1961,
Lucena et al. 1994, Oliveira 2008, Vieira et al. 2010) could be
attributable to part of the population that does not migrate. This would
add a new hypothesis to the migratory behavior of the species: the
existence of partial or facultative migration, where only part of the
population adopts this migratory behavior as recently reported for
other migratory species (Chapman et al. 2012).

5.1. Marine populations

There are records of L. grossidens fisheries between December
and May along the Argentinean Coast (Fuster de Plaza & Boschi
1961). Along the coast of Uruguay. the species is abundant in marine
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Table 3. Description of habitat use for Lycengraulis grossidens throughout its distribution according to the literature. The last column is a standardization of
classification of estuarine-use functional groups following Elliott et al. (2007). References: 1 Krumme et al. (2004). 2 Vasconcelos-Filho & Oliveira (1999). 3
Reis-Filho et al. (2010). 4 Sanchez-Botero et al. (2008), 5 Vilar et al. (2011). 6 Costa & Souza-Conceigdo (2009), 7 Ramos (2005), 8 Lepkoski et al. (2005),
9 Chao et al. (1985), 10 Garcia et al. (2003), 11 Vieira et al. (2010), 12 Weiss et al. (1976), 13 Weiss (1981), 14 Mastrarrigo (1947) and, 15 Fuster de Plaza &

Boschi, (1961). LAT/LONG = latitude/longitude.

Localities LAT/LONG Classification of habitat use Ref. Standardization of
proposed in the literature classification of habitat use
. . Mari igrant: utilize the estuary both as adults and . .
Caeté Estuary, Brazil 0°/6° W Arne Img.lm,l .u Huze the & 1a.1y OFf a5 aduits an Marine migrant (MM)
juveniles, but spawn in the sea.
Ttamarach, Brazil 70 /340 W Marine ldepencleul: species fgund in estuary ) MM Sub-lcategory Marine
environment from juvenile to adult. estuarine dependent
Parag. ‘agl];l::;ﬁr Estuary, 129 5/38° W Marine stragglers based on Elliott et al. (2007) 3 Marine straggler
Marine dependent: species spawn in the sea and
Cabiunas Lagoon, Brazil 22°8/41°W use the coastal lagoons as a nursery for larvae and 4 MM
juveniles, or for adult permanence for long periods.
Babitonga Bay, Brazil 26° S5/48° W Marine migrant: without explanation 5 MM
Babitonga Bay, Brazil 26° S/48° W Estuarine resident: without explanation 6 Estuarine specte sub-category
B E. resident
Patos Lagoon and 5 5 Estuarine-catadromous: species bomn in the estuary,
S . 29° S/49° W and . - .
Tramandai Estuaries, RS, 320 §/52°0 W migrate to fresh water to grow and return to the 7 Semi-catadromous
Brazil - estuary to breed.
S . Freshwater species. This category is not in
rer, Br ° §/57° ; - -
Uruguai River, Brazil 30° S, W Ellioft et al. (2007) 8
Estuarine dependent marine fishes: those marine
Patos Lagoon Estuary, 320 /520 W coastal spawners that utilize the estuarine o MM sub-category Marine

RS, Brazil

environment as a post larval and juvenile nursery

estuarine dependent

during the first years of their life cycles.

Patos Lagoon Estuary., "
=z 2° 5/52°

RS, Brazil 327w

Patos Lagoon Estuary.,

20 L o
RS, Brazil 327 S wW

Estuarine dependent: marine or freshwater spawning
species found predictably in large numbers in 10
estuaries during certain periods of their life-cycle.
Estuarine resident: the species is found in the estuary
year-round, either as juvenile or adult.

MM sub-category Marine
estuarine dependent

Estuarine species sub-category

Catadromous: eggs found in the estuary and the

Patos Lagoon Estuary,

2° §/52°
RS, Brazil 3 SAEW

absence of eggs in the early stages of development
lead the author to believe that the species spawns on

the coast.

Parana and Prata Rivers,

. 34° §/58° W
Argentina

Anadromous: Individuals migrate from estuary or
adjacent marine region and spawn in Uruguay or
Parana Rivers, returning to the marine environment.

u E. resident
12-13 Catadromous
14-15 Anadromous

beach seine samples (Retta et al. 2006). In southern Brazil (Cassino
Beach, RS), juveniles and larvae of the species are regularly found
from September to May, being more abundant during the summer
(Cunha 1981, Busoli & Muelbert 2003). The continuous record of
L. grossidens as bycatch of shrimp fisheries in Rio Grande do Sul,
Santa Catarina and Sdo Paulo States certifies the presence of this
species in the coastal zone of southern Brazil (see “Fishery™ item).
Although the species is frequently caught as adults in the coastal
zone, there is no record of spawning in the marine environment,
suggesting that the species use the marine habitat as a temporary or
transitory environment. In the northeast of Brazil (Jaguaribe Beach.
state of Pernambuco - PE), adults of L. grossidens are abundant in
the coastal zone for most of the year. but absent in July, August and
September (Santana & Severi 2009).

5.2. Estuarine Populations

At La Plata River (AR), L. grossidens is frequent and abundant
in the riverine portion of the estuary, near the estuarine area

hitp://www.biotaneotropica.org.br

(Garcia et al. 2010). In the Patos Lagoon Estuary, the species occurs
throughout the year (Buckup 1984, Chao et al. 1985, Ramos 2005,
Vieira et al. 2010), and was among the ten most abundant species
of shallow waters (Vieira et al. 2010), bottom trawl (Vieira 2006)
and dominated the pelagic assemblage (Vieira & Castello 1997).
At Patos Lagoon Estuary salinity appears to segregate different age
cohorts of L. grossidens. with larvae preferring oligohaline waters
for their development (Castello & Krug 1978), besides which the
relative abundance of juveniles is higher in El Nifio than La Nifia
years (Garcia et al. 2001).

In the Paranagua Estuary (state of Parana, Brazil) the species
also occurs throughout the year (Oliveira 2008) and is the fifth
most abundant species in beach seine catches (Spach et al. 2004).
Lycengraulis grossidens was the seventh most abundant species in the
Saco da Fazenda’s Estuary (Itajai — state of Santa Catarina, Brazil)
(Barreiros et al. 2009). In Caeté Estuary (state of Para, Brazil), the
species has been recorded as the fourth and sixth most abundant in
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number of larvae and adults, respectively (Barletta-Bergan et al.
2002, Krumme et al. 2004).

5.3. Freshwater Populations

Whilst there are some authors that pointed out that L. grossidens
is able to migrate throughout the fishway systems in Salto Grande and
Yacyreta reservoirs (Espinach Ros & Parodi 1997, Oldani etal. 2001,
2007), one landlocked population is described in the Urnguay River
at more than 550 km from the sea, up to Salto Grande dam, where
the species is captured year-round and has been able to reproduce
(Lepkoski et al. 2005, Teixeira de Mello et al. 2011). There are also
records of L. grossidens at least 1,500 km upstream the Parana River,
up to the Yacyreta dam (Benedito-Cecilio et al. 1997) and in the
Amazonas River more than 1,300 km from the sea (Saint-Paul et al.
2000). Oliveira (1997) reported reproductive activity of the species in
the Fortaleza Lagoon, RS, Brazil, which, during the study period, was
fresh water and were isolated from the sea by a barrier. Reinforcing
the idea that the species may remain in freshwater, L. grossidens has
been reported year round at more than 300 km from the sea in the
limnic portion of the Patos Lagoon (Lucena et al. 1994) and also in
the Mirim Lagoon, RS, Brazil (Burns et al. 2006, Moura et al. 2012).

Final Conclusions and Future Research Directions

It is possible to identify some controversial information in
the literature regarding habitat use, i.e. at least seven distinct
classifications (marine migrant, marine stragglers, estuarine resident
species, semi-catadromous, catadromous, anadromous and also
freshwater habitant) have been proposed so far, and apparently
L. grossidens has differences in its pattern of habitat use throughout
its distribution, as suggested in the literature (see Table 3).

The patterns of habitat use seem to support a clinal use of
the estuarine environment by L. grossidens. In lower latitudes
L. grossidens has usually been described as marine migrant or marine
straggler (Vasconcelos-Filho & Oliveira 1999, Krumme et al. 2004,
Sanchez-Botero et al. 2008, Reis-Filho etal. 2010, Vilar et al. 2011),
although spawning activities were never reported for lower or higher
latitudes in the marine environment. In contrast, the species shows
the proven ability to reproduce in both fresh water (Fuster de Plaza
& Boschi 1961, Oliveira 1997, Lepkoski et al. 2005) and estuarine
environments (Ramos 2005, Oliveira 2008). In higher latitudes, in
Argentina. Uruguay and southern Brazil. the species seems to have a
component with an anadromous or semi-anadromous behavior, i.e.,
some individuals spawn in fresh water or estuaries, migrating from
marine or estuarine environment. Although other individuals of the
same population seems to be resident in estuarine waters or even
in fresh water (Fuster de Plaza & Boschi 1961, Lucena et al. 1994,
Burns et al. 2006, Vieira et al. 2010). Thus, due to the number of
possible patterns, the most parsimonious hypothesis is that this species
has high plasticity in its habitat use for reproduction and that the
species may be partial or facultative diadromons. Such intraspecific
variation in migratory behavior is well known in different fish species
and appears to be the rule rather than the exception (McDowall 2007,
Chapman et al. 2012).

Althongh temperature could be considered as a factor to
explain this latitudinal behavior. the magnitude of the estuarine
systems along the western Atlantic Coast is also a good argument to
explain the estuarine use. From the Amazon River (the largest river
discharge in the world) to the south there are no significant freshwater
discharges throughout the northeast and southeast Brazilian Coast.
The freshwater influence starts to be important once more at Patos
Lagoon and La Plata estuarine systems. The lack of saltwater
spawning records and the increasing of estuarine related contingents
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at south of the distribution, in addition to the well know reported
landlocked freshwater population suggest that L. grossidens has a
freshwater origin.

Despite of large advances have been achieved with the molecular
phylogenetics studies. and the publications of tools for application
in population genetics as primers to microsatellite amplification
(Lavoué et al. 2010, Bloom & Lovejoy 2012, Mai et al. 2013),
population genetic studies are needed in order to know the degree
of connectivity and gene flow between populations, as evidenced
by the morphological investigations carried out along the Brazilian
Coast by Silva (2006).
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High plasticity in habitat use of Lycengraulis grossidens

(Clupeiformes, Engraulididae)

Mai, A. C. G., Condini, M. V., Albuquerque, C. Q., Loebmann, D.,
Saint'Pierre, T. D., Miekeley, N., Vieira, J. P. High plasticity in habitat use of
Lycengraulis grossidens (Clupeiforme, Engraulididae). Submetido a Estuarine, Coastal

and Shelf Science em 01/10/2013

Abstract

In this study, we analyzed the Sr:Ca and Ba:Ca ratios of the otoliths of 139
Lycengraulis grossidens individuals sampled along the southwestern Atlantic Ocean,
including two freshwater areas, to describe patterns of habitat use and their latitudinal
organization. Otolith sections were analyzed by laser ablation inductively coupled
plasma mass spectrometry along core-to-edge transects. Otolith edge analysis
revealed significant differences in Sr:Ca and Ba:Ca ratios between fish from freshwater
habitats and those from estuarine/marine habitats, indicating that these ratios may be
used to describe habitat use patterns. Lifetime transects of Sr:Ca and Ba:Ca indicate at
least four distinct habitat use patterns: freshwater residents, estuarine/marine
residents, and two distinct diadromous/nomadic types. Most individuals (88.6%)
sampled at northern latitudes in sheltered marine bays and the coastal ocean were
marine/estuarine residents, whereas at southern latitudes, most individuals were
diadromous (72.5%). We also identified landlocked populations in the Uruguay River
and in Mirim Lagoon. These results suggest that L. grossidens exhibits flexible habitat
use strategies and may use freshwater, estuarine and marine environments throughout
their lifetime.
Keywords: otolith chemistry, elemental fingerprint, laser ablation ICP-MS, diadromous,

partial migration, landlocked population.
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Introduction

Intraspecific variation in migratory behavior of fishes has increasingly been
documented worldwide (Secor, 2010). There is a variety of behaviors that may be
related to the ability of fish to survive in alternative habitats as compelled by
reproduction, feeding, searching for refuge against predators, avoidance of intraspecific
competition and may also give increased resilience for the population as a whole in the
face of environmental perturbations (see Kerr et al., 2010; Chapman et al., 20113,
2012).

The term “partial migration” was recently proposed to describe the migratory
behavior in which some fish within a population remain at their natal area while others
migrate (Secor, 2010). Many species that were once regarded as classical migrants,
such as trout Salmo trutta (anadromous), eels Anguilla spp. (catadromous) and mullets
Mugil cephalus (catadromous), may currently be classified as partial migrants (Bohlin
et al., 2001; Daverat et al., 2006; Wang et al., 2010). As the number of studies of fish
migration increases, it appears that partial migrations may be the rule rather than the
exception for many migratory fish species (Chapman et al., 2011a). In addition,
intraspecific variation in the migratory behavior of many species previously recognized
as diadromous (i.e., they move between salt- and freshwater habitats) has been
increasingly reported in recent years (Limburg et al., 2001a,b; Daverat et al., 2011;
Magath et al., 2013; Tulp et al., 2013).

As both migratory and non-migratory individuals may be found in the same
population, the concept of migratory species is changing from the more restricted idea
of obligatory movements across large distances (Myers, 1949; McDowall, 2001)
towards a more flexible concept that includes the full gradient of behaviors from full
residency to full migration.

One interesting example of the huge conceptual confusion surrounding migratory

characterization is illustrated by the engraulid Lycengraulis grossidens. This fish is
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widely distributed in the Atlantic Ocean from Belize to Argentina (Whitehead et al.,
1988). It has been considered a marine fish (Bloom and Lovejoy, 2012) despite being
one of the most abundant fish in estuaries of the southwestern Atlantic Coast and its
occurrence in freshwater habitats (Barletta et al., 2010; Mai and Vieira, 2013). The
patterns of habitat use and migration of L. grossidens remain unclear. For example,
this species has been classified as anadromous (Mastrarrigo, 1947; Fuster de Plaza
and Boschi, 1961), catadromous (Weiss et al., 1976), estuarine dependent (Chao et
al., 1985), marine migrant (Krumme et al., 2004), estuarine resident (Vieira et al. 2010)
and marine straggler (Reis-Filho et al., 2010). All of these classifications are based on
patterns of fish abundance and reproduction across different habitats. In a recent
review, Mai and Vieira (2013) recognized the intraspecific variation in the migratory
behavior of L. grossidens and suggested that new inference tools are needed to
understand their migratory patterns and movements along the southwestern Atlantic
Ocean.

Fish movements have been studied using a variety of tools, such as mark and
recapture, telemetry, and the analysis of trace elements in otoliths (Casselman, 1982);
the latter has been widely used in recent years. Otoliths function as natural tags
because some trace elements are incorporated in the substitution to Ca?* into the
otolith carbonatic matrix (Campana, 1999) in proportion to the element-to-Ca
availability in the water. Strontium and barium are among the most studied otolith
constituents and are expected to indicate the movements of a fish over its lifespan
across a salinity gradient (Campana, 1999). While Sr:Ca ratios in the water usually
increase with the transition from fresh water to marine waters, Ba:Ca ratios generally
present the inverse pattern (Elsdon et al., 2008). These water chemical characteristics
will subsequently be stored in the otoliths under a temporal organization. Otolith
chemistry analysis presents advantages over other methods (e.g., mark and recapture,

satellite transmitters), as each fish in a population is naturally-marked, with their otoliths
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potentially providing information over its lifetime (Campana, 1999; Elsdon and
Gillanders, 2006; Secor, 2010).

In the present study, we asked two main questions: (1) As L. grossidens occurs
in fresh, estuarine and marine waters year-round and is frequently classified as
migrant, does this species exhibit partial migratory behavior? (2) If so, is there a
latitudinal organization of its migratory patterns along the southwestern Atlantic Ocean?
We investigated these questions based on an intensive otolith chemistry dataset of L.

grossidens collected over a broad latitudinal scale.

Materials and methods
Individual L. grossidens (n=139) were obtained from coastal and freshwater

habitats of eastern South America from 7 to 36° S between 2010 and 2011 (Fig. 1).
Environmental characteristics of each sampling site are described briefly in Table I. All
sampled specimens were measured for total length and weighed, and sagittal otoliths
were extracted, cleaned and stored dry. The left otoliths were embedded in crystal
polyester resin, and transverse sections were cut through the core using a low-speed,
diamond-blade Isomet saw. Thin sections (0.4 mm) were mounted onto glass slides
with cyanoacrylic glue. Prior to laser ablation inductively coupled plasma spectrometry
analysis, otolith surfaces were polished with silicon carbide paper (n° 8000), washed
with ultrapure DI water (Milli-Q, Millipore, Bedford, USA), sonicated for 3 minutes, and
rinsed three times with ultrapure water. The slides were then dried in a laminar flow
cabinet before analysis.
Elemental analysis

Otolith transects were ablated from the core to the edge to encompass the entire
fish life-history. Analytical measurements were performed with a Q-switched pulsed
266 nm Nd:YAG laser (LSX 100, CETAC Technologies Inc., Omaha, NE, USA)
coupled to an ELAN 6000 inductively coupled plasma mass spectrometer

(PerkinElmer—SCIEX, Waltham, MA, USA). The laser was operated at a pulse
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frequency of 20 Hz, a scan speed of 40 pum/s, and an energy output of 0.4-0.6 mJ per
pulse. Under these conditions, the crater width was approximately 25 pm. The ablated
material was conducted through a Teflon coated tube into the ICP-MS using Argon as
a carrier gas (0.85 dm® min™). The ICP was operated at 1500 W RF power, with an
outer and intermediate gas flow of 15 and 1.1 dm® min™, respectively. The elements
were determined measuring the following isotopes (m/z): “*Ca, ®Sr and "**Ba. After
every tenth otolith ablation, the background intensity was measured for fifty seconds.
Strontium and calcium counts per second (cps) were subtracted from the background
level, and element:Ca ratios were then calculated for all otoliths. The ICP-MS had been
previously optimized through the Daily Performance, with maximum analyte intensities
and minimum interferences determined using oxides and double charged ions.
Repeatability was estimated as the relative standard deviation (RSD) from 10
consecutive measurements of the standard NIST 1834, resulting in relative standard
deviations of 12.43, 6.91 and 3.99% for '*Ba, ¥Sr and “*Ca, respectively, which is
considered acceptable.
Data analysis and model description

After chemical analysis, otolith sections were examined under a dissecting
microscope to determine annuli position and therefore the specific ages along the
lasered tracks. It was not possible to visualize the annual growth increments in the
otoliths of fish sampled at the warmer sites (Mampituba, Ribeira Estuaries, Todos os
Santos Bay and Pau Amarelo Beach).

To characterize habitat use and migratory patterns, two basic steps were
conducted. The first established the proximate chemical signature of otoliths from
freshwater, estuarine and marine fish. These chemical signatures were inferred by
averaging the Sr:Ca and Ba:Ca profiles at the region corresponding to the otolith edge,
as it contains the most recently deposited material. To be coherent, these mean

signatures should exhibit increasing Sr:Ca, and decreasing Ba:Ca, ratios over the
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transition from freshwater to marine habitats, indicating that otolith chemistry can be
used as a habitat proxy for L. grossidens. The mean Sr:Ca and Ba:Ca ratios in the
otolith edges were then compared between paired sites via the Kruskal-Wallis test, as
the data did not follow a normal distribution. To evaluate whether otolith composition
was significantly influenced by fish size, the mean Sr:Ca and Ba:Ca ratios at the otolith
edge were regressed against fish size for all the samples.

The second step assigned individual fish to a specific pattern of habitat use and
migratory patterns based on the patterns of Sr:Ca and Ba:Ca fluctuation along the
otolith lifetime profiles. We recognized at least four general habitat use patterns.
Freshwater residency was assigned when low Sr:Ca and high Ba:Ca ratios remained
approximately constant for the entire lifetime profile, with only minor variation.
Diadromous/nomadic was assigned when changes in Sr:Ca and Ba:Ca ratios over the
otolith lifetime profiles were apparent. This category was further separated into two
contingents: diadromous/nomadic type A, encompassing individuals that occupied
fresh water habitats during the early life stages and then moved to the sea, either
remaining there or returning to fresh water; and diadromous/nomadic type B,
encompassing individuals that used estuarine or marine habitats during their early life
stages but occupied fresh water at least once during their life span. Finally,
estuarine/marine residency was assigned when high Sr:Ca and low Ba:Ca ratios were
observed across the lifetime profiles. The most representative profiles of each habitat
use pattern are represented graphically, allowing the reader to distinguish between
them.

We recognize that the identification of these patterns is subjective. Therefore, to
evaluate the reliability of this classification, we conducted a discriminant analysis, with
the average Sr:Ca and Ba:Ca lifetime profiles and respective standard deviations as
dependent variables and the four habitat use patterns as grouping variables. Observed
and predicted classifications were then compared to evaluate the percentage of correct

classifications. This analysis was conducted using StatSoft (2007). The percentages of
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habitat use patterns in each sampling site were then analyzed along the latitudinal

gradient.

Results

The 139 sampled fish ranged from 70 to 290 mm in total length (Tab. I). No
significant correlations were detected between the element ratios in the otolith edges
and fish size (r*=0.0092 for Sr:Ca; r’=0.0004 for Ba:Ca, p>0.05 for both). When
considering the Sr:Ca and Ba:Ca ratios for the entire lifetime profiles, both elements
varied significantly between fish sampled from freshwater and those sampled from
estuarine/marine habitats. The most important variable discriminating habitat use
patterns was Sr:Ca (F=51.74, p<0.001, Table II).

The analysis of Sr:Ca and Ba:Ca ratios in the otolith edges (representative of
recent deposition) among sampling locations allowed to distinguish between freshwater
and estuarine/marine individuals; however, it did not permit discrimination between
individuals within freshwater habitats (Mirim Lagoon and Uruguay River, Fig. 2, Tab.
S1). The mean Sr:Ca ratios in the otolith edges ranged from 0.082+0.048 for fresh
water (Mirim Lagoon) to 0.291+0.118 for marine water (Pau Amarelo Beach), whereas
the mean Ba:Ca ratios varied from 0.026+0.019 (Mirim Lagoon) to 0.002+0.001 (Pau
Amarelo Beach) (Fig. 2, Tab S1).

Fish from estuaries of the southern sampled region (Patos Lagoon and La
Plata) showed higher Ba:Ca ratios relative to those of the northern estuaries
(Mampituba and Ribeira, Fig. 2, Tab S1). Strontium:Ca ratios of otoliths from La Plata,
Patos Lagoon and Mampituba Estuaries did not differ from those of Cassino Beach
(p>0.05). In contrast, otolith Ba:Ca ratios were significantly higher at Cassino Beach
and the Patos Lagoon Estuary than at the La Plata and Mampituba Estuaries (all
p<0.001). Mampituba Estuary, Ribeira Estuary and Todos os Santos Bay showed no
significant differences in the mean Ba:Ca ratios in otolith edges (p>0.05) (Fig. 2, Tab.

s1).
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The lifetime patterns of Sr:Ca and Ba:Ca ratios in otoliths show four distinct
habitat use patterns (Fig. 3 and 4). Discriminant analysis correctly assigned 85% of the
diadromous fish, 87% of the freshwater residents and 90% of the estuarine/marine
residents (Tab. Ill), indicating that the adopted classification is reliable.

The proportion of different contingents varied among sampling sites, with
marked latitudinal variation (Fig. 1, Tab. S2). Fish sampled at low latitudes at sheltered
marine bays and coastal oceans were primarily estuarine/marine resident (or salt-water
related resident). For example, in Ribeira Estuary and Todos os Santos Bay, 79% and
100%, respectively, of all L. grossidens analyzed were estuarine/marine residents. In
contrast, fish from high latitudes (i.e., the southern sampling areas) were primarily
diadromous. For example, 74% and 78% of all fish sampled at La Plata Estuary and
Cassino Beach, respectively, were diadromous type A (fish with freshwater early life
stages). In general, diadromous/nomadic type A fish were more abundant than
diadromous/nomadic type B fish (i.e., individuals occupying estuarine or marine habitat
during early life stages, Fig. 1, Tab. S2).

As expected, almost all samples of fish from the freshwater locations (Mirim
Lagoon and Uruguay River) had otolith signatures representative of freshwater
residents, therefore evidencing possible landlocked populations. Except by 8 out of 14
fish from Mirim Lagoon that presented Sr:Ca and Ba:Ca ratios that varied from salt to

freshwater in the pattern characteristic of diadromous/nomadic type A individuals.

Discussion

The analysis of strontium and barium in the otoliths of L. grossidens clearly
differentiated fish from fresh water habitats from those of estuarine/marine habitats.
Both the Sr:Ca and Ba:Ca ratios in the otoliths exhibited expected patterns, with low
Sr:Ca and high Ba:Ca ratios found in fish from fresh water and the inverse pattern
found for fish from estuarine/marine waters. Although our data indicate that fish from

estuarine waters presented lower Sr:Ca and higher Ba:Ca ratios relative to fish from
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marine habitats, the observed differences were not great enough to allow us to
separate them statistically. These results were already expected as the greatest
changes in Sr and Ba uptake into otoliths occur in low salinity waters, with Sr:Ca and
Ba:Ca ratios in the water show the largest rate of change below 5 (Macdonald and
Crook, 2010). In addition, other factors may have contributed to our inability to
discriminate between marine and estuarine fish. First, the amount of fresh water runoff
in the southern parts of Brazil, Uruguay and northern Argentina is large and extremely
variable (Piola et al., 2008) and therefore could mask the true estuarine or marine
chemical signatures in the analyzed otoliths. Second, we cannot be certain that a
collected fish at a particular estuary resided there long enough to incorporate a full
estuarine chemical signature into its otoliths. Therefore, we have no other option than
grouping estuarine and marine habitats into a single category.

The positive relationship observed between water salinity and L. grossidens
otolith Sr:Ca ratios is consistent with that observed in other species in the
Southwestern Atlantic (Albuquerque et al., 2010, 2012), as well as in other
Engraulididae species worldwide (Secor and Rooker, 2000; Yang et al., 2006; Morais
et al., 2010; Jiang et al., 2012). Barium:Ca ratios in otoliths have also been inversely
related to water salinity in other species (Secor et al., 2001; de Vries et al., 2005;
Albuquerque et al., 2010). These findings support the use of otolith Sr and Ba ratios in
L. grossidens as habitat indicators along the coastal Southwestern Atlantic Ocean.
Patterns of habitat use and terminology

Large phenotypic plasticity in habitat use has been reported among fishes, and
the terminology to describe it has not kept pace with new behavioral descriptions
(Secor, 2010). Fish movement between salt and freshwater habitats is inherent to the
concept of diadromy, which also implies seasonality and regularity in migration (Myers,
1949; McDowall, 2001). The term “nomadic” has been proposed to describe fish
movements that lack seasonality nor any clear temporal regularity of habitat change

(Daverat et al., 2006). In this study, we merged the terms diadromous and nomadic to
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describe those fish that migrate between salt and freshwater with no apparent timing or
temporality.

A third term usually associated with intraspecific variability in habitat use is
“contingent”, originally defined by Clark (1968) as a group of fish that, once
established, appears to maintain its integrity by engaging in a distinct pattern of
seasonal migration not shared by fish of other contingents. Therefore, the four habitat
use patterns described in this study may be classified into two contingents: the first
comprised of resident individuals and the second, diadromous-nomadic fish. Finally,
the term “landlocked” has been used to refer to populations that are restricted to
freshwater habitats that are not necessarily physically isolated from the ocean
(McDowall, 2008).

Lycengraulis grossidens is a euryhaline fish species that exhibits a high degree
of behavioral plasticity in the use of freshwater, estuarine and marine environments
(Mai and Vieira, 2013). A similar phenomenon has been observed in several Anguilla
species (Arai et al., 2003; Daverat et al., 2006), Alosa species, Salmo trutta (Limburg et
al., 2001a,b; Magath et al., 2013), Liza ramada and Plathychtys flesus (Daverat et al.,
2011). As stated previously, previous studies have suggested a variety of habitat use
strategies of L. grossidens. In the present study, we show that these different strategies
are all possible and that they can also occur simultaneously within a single population,
which is consistent with the concept of partial migration (Chapman et al., 2012). Some
species from the Engraulididae family have already been classified as partial migrants,
such as Engraulis encrasicolus (Morais et al., 2010) and Colia mystus (Yang et al.,
2006).

Most published empirical and theoretical studies that attempt to simplify
ecological processes consider conspecific individuals as ecologically equivalent, often
ignoring interindividual variability (Bolnick et al., 2003). Our analyses allowed us to
group L. grossidens as freshwater residents, estuarine/marine residents and

diadromous/nomadic type A and B individuals (see figures 3 and 4). These four habitat
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use patterns, also referred to as contingents, co-occur and are present simultaneously
in many sites along the southwestern Atlantic Ocean, in varying proportions according
to the sampling region. Apparently, the proportion of diadromous/nomadic contingents
increases from the north to the south.

According to Chapman et al. (2012), the decision to migrate or remain resident
is an adaptive response to temporal fluctuations in resource availability or predation
pressure, and any individual fish will attempt to maximize its evolutionary fitness.
Studies evaluating the costs and benefits of migratory versus resident behaviors in
fishes are rare. In these studies, widespread variations in “personality” are thought to
occur that influence individual-level migratory behavior and other interactions such as
predation risk and system-size (Chapman et al., 2011b; Skov et al., 2011). The
proximate mechanisms of divergence between alternative life history strategies appear
to be species-specific. For example, large Salvelinus alpinus are anadromous, whereas
small ones are freshwater residents (Arai et al., 2002). The opposite pattern has been
observed in Salmo trutta, with a larger proportion of migrants among small fish than
among large ones (Arai et al., 2002). In cyprinids, the existence of partial migration has
been associated with a trade-off between predation risk and food availability safety
from predation and access to food differently depending on their body condition
(Brodersen et al., 2008).

In birds, density-dependent winter survival in the habitat shared by migrants and
non-migrants was identified as the most crucial requirement for the coexistence of the
two strategies; environmental stochasticity was not important for maintaining partial
migration (Kaitala et al., 1993). At the same time is important to recognize that there
are no density estimates available for L. grossidens in our sampling area; however,
there is some evidence to suggest that this species is more abundant at high latitudes
and even supports artisanal and recreational fishing along the southern Brazilian and
Argentinean Coasts (Fuster de Plaza and Boschi, 1961; Mai and Vieira, 2013). The

southward increase in population abundance appears to coincide with the increased
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percentage of migrants at high latitudes, which corroborates the idea that intraspecific
density-dependence may be an important factor influencing migration in L. grossidens.

Where landlocked contingents have been recorded (Uruguay River and Mirim
Lagoon), there are no effective barriers preventing access to the sea. In the Rio
Uruguay, there are records of L. grossidens using the fish passage system at Salto
Grande Dam (Espinach Ros and Parodi, 1997; Oldani et al., 2007). At Mirim Lagoon,
where we observed partial migration, the fish passage system of the Sdo Gongalo
channel provides an opportunity for partial migration. These findings demonstrate that
at least part of the population prefers to live in fresh water.

This species shows intraspecific migratory variation, with residents and migrant
individuals cohabiting the same areas. Given this flexibility in habitat use, it is
reasonable to conclude that L. grossidens is generally capable of surviving and
maintaining populations over a range of salinities, which directs our attention to the
evolutionary pathways underlying such flexibility.

Evolutionary ecology implications

Although this family consists primarily of marine species, the genus Lycengraulis
first appeared in freshwater after a transition from marine to freshwater habitats during
the Miocene, with Lycengraulis batesii as the basal lineage (Bloom and Lovejoy, 2012).
Lycengraulis grossidens appeared as a secondary marine fish species, particularly in
the Atlantic Ocean. This fact may help explain its plasticity in transitioning between
habitats presenting different physiological requirements, such as freshwater and
coastal areas.

The landlocked contingents from Mirim Lagoon and Uruguay River invite the
following question: Will they become reproductively isolated? According to McDowall
(2008), two population contingents may become reproductively isolated from each
other, which may lead to speciation. In the Odontesthes perugiae species complex
from the same geographical region, freshwater resident populations may be

undergoing rapid speciation (Beheregaray et al., 2002). Currently, there are insufficient
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data to support the isolation scenario; however, ongoing genetic studies will help
answer this question and reveal whether speciation is underway.

In conclusion, our results indicate that L. grossidens exhibits at least four habitat
use patterns, including landlocked populations (e.g., Uruguay River), populations with
freshwater residents coexisting with diadromous/nomadic contingents (e.g., Mirim
Lagoon), marine or estuarine resident populations (e.g., Bahia), and marine or
estuarine residents coexisting with diadromous/nomadic individuals (e.g., Patos
Lagoon, Pernambuco). In addition, the percentage of diadromous individuals appears
to vary with latitude, with individuals from lower latitudes (between 7 to 25°S) tending
towards estuarine or marine life cycles and those of higher latitudes (30 to 36°S)

tending towards freshwater habitats, at least during the early life stages.
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Table II. Discriminant function analysis of element ratios for classifying the
diadromous/nomadic, freshwater residents and estuarine/marine residents contingents.

F-remove - (2,13) p-level Toler.
®Sr:*Ca means 51.74 <0.001 0.40
#sr:*Ca sd 22.72 <0.001 0.42
**Ba:**Ca means 3.02 0.052 0.35
**Ba:**Ca Sd 3.80 0.025 0.38

F-statistic measures relative importance of each element. Tolerance indicates
redundancy of elements. 0 = high redundancy; 1 = low redundancy.

Table Ill. Discriminant analysis classification matrix. First column: percentage correct of
observed classifications, other columns: observed classifications.

Percent diadromous freshwater estuarine/marine

Correct p=.48 p=.16 p=.35
diadromous/nomadic 85 57 7 3
freshwater resident 87 3 20 0
estuarine/marine
90 5 0 44

resident
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Fig. 2. Lycengraulis grossidens otolith border mean values (+SD) of #*Sr:**Ca and
138Ba:*3Ca ratios observed in 9 locations. The same letter indicates non-significant

differences in the otolith signature among habitats (Kruskal-Wallis test, p>0.05).
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Fig. 3. Otolith transects of Lycengraulis grossidens measured by LA-ICP-MS from the

core to the edge. Letters a, b, c, d, e, f: marine or estuarine residents, g-h: freshwater

residents. ¥Sr:**Ca (solid line) and "**Ba:**Ca (dotted line). For each fish, place of

capture, identification code, total length (mm), and annulus number are indicated on

the graph. The arrows represent annuli positions along the otolith transect.
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Fig. 4. Otolith transects of Lycengraulis grossidens measured by LA-ICP-MS from the
core to the edge. Letters a, b, c, d, e, f: diadromous/nomadics type A, g-h:

diadromous/nomadics type B. ¥Sr:**Ca (solid line) and "*®*Ba:**Ca (dotted line). For

each fish, place of capture, identification code, total length (mm), and annulus number
are indicated on the graph. The arrows represent annuli positions along the otolith

transect.
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Tab. S2. Percentage of Lycengraulis grossidens behavioral contingents by sample site.

Freshwater Estuarine or Diadromous/nomadic
resident marine resident type A typeB  Total

Uruguay River (1(;(?%) 0 0 0 15

Mirim Lagoon 6 (43%) 0 8 (57%) 0 14

La Plata Estuary 0 6 (26%) 15 (65%) 2 (9%) 23

Cassino Beach 0 3 (22%) 9 (64%) f%) 14
Patos Lagoon Estuary 2 (13%) 3 (20%) 10 (67%)

Mampituba Estuary 0 2 (14%) 12 (86%) 0 14

Ribeira Estuary 0 11 (79%) 3 (21%) 0 14

Todos os Santos Bay 0 15 (100%) 0 0 15

Pau Amarelo Beach 0 13 (87%) 2 (13%) 0 15
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Abstract Twelve polymorphic and six non-polymorphic
microsatellite loci were isolated and characterized from a
CT-GT enriched genomic library of Lycengraulis grossi-
dens. The number of alleles ranged from 1 to 29. The
observed and expected heterozygosity ranged from 0.19 to
0.8 and from 0.18 to 0.95, respectively. Cross-species
amplification of the markers developed for L. grossidens
was successful in the wild Engraulididae species Anchoa
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spinifer, Anchoa marinii, Anchoviella lepidentostole, Cet-
engraulis edentulous and Engraulis anchoita. The devel-
oped microsatellite loci are a potential powerful tool for
studies of population genetics, genetic diversity and gene
flow for these important food sources.

Keywords Engraulididae - Anchoa - Anchoviella -
Cetengraulis + Engraulis

Engraulididae (suborder Clupeitormes) fishes are usually
found at shoals along the coasts of tropical and sub-tropical
regions with few species living in temperate regions
(Whitehead et al. 1988). Most of the species feed on
plankton, with few species being piscivorous during the
adult stages and many species have economic importance
as fisheries resources. Currently, sixteen genera of Eng-
raulididae are valid (Froese and Pauly 2011) and the
genus Lvcengraulis comprises four species, L. grossidens,
L. poeyi, L. batessi and L. limnichthvs. L. grossidens is
widely distributed in the coastal zone from Belize to
Argentina, including populations restricted to freshwater
(Whitehead et al. 1988).

Microsatellite DNA loci were isolated of one individual as
described in Billotte etal. (1999). The library was enriched for
dinucleotide sequences using (CT)g and (GT)g biotinylated
microsatellite probes. The selected fragments were amplified
by PCR using primer sequences complementary to the
adapters and then cloned into the pGEM-T vector (Promega).
Plasmids were introduced into XL-1 blue cells and trans-
formed cells were cultivated on agar plates containing 100 pg/
ml of X-galactosidase. Ninety-six clones contained inserts
(white colonies) were sequenced using the Big Dye Termi-
nator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
and automated ABI 377 sequencer (Applied Biosystems).
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About 62 sequenced clones presented microsatellite motifs,
from which 30 primer pairs were designed using the Pri-
mer3Plus web interface program (Untergasser et al. 2007).
Twenty-five L. grossidens individuals were randomly
sampled from eight different locations along the West South
Atlantic coast: Rio Grande do Sul (33°27'S, 53°31'W;

32°17'S, 52°10'W; 32°00'S, 52°05'W). Sao Paulo (24°44'S,
47°33'"W), Bahia (12°44'S, 38°54'W), Pernambuco
(7°54'S, 34°47"W) and Piauf (2°54'S, 41°24'W), Brazil. And
more 30 individual from Maldonado, Uruguay (34°55’S,
54°51'W) were sampled to calculated Hardy-Weinberg
equilibrium.

Table 1 Loci names, the GenBank accession number, repeat motif, optimal annealing temperature (Ta), the forward (F) and reverse (R) primer

sequence, total number of alleles per locus (A)

SSR locus/ Repeat motif Ta (°C)  Primer sequences (5-3') A Size range (bp) HO/HE
GenBank
accession no.
Al (GT)uN.. N(AG)y 60 F: GTGTGTTGCCGTTAGAGAC 22 198-266 0.80/0.87
JQ659014 R: TTTTTCCTCTCCCTCTCTCG
Ad (GT)y 60 F: GCAGATCAGAGGGTTGGTTTAG & 126-148 0.67/0.8
I1X241462 R: CAAAGAGACTCACAAAAATGTATGC
B4 (GT).A(TG) o 60 F: TGTTCCAAAACTGGTTTGACTG 12 140-176 0.74/0.88
1X241463 R: CTTTGGTCTGTTCCTCAGGTCT
B9 (AC)sN...N(AC) LAG(AC); 60 F: TCCTGCAGGTCTCTAAAACCA 20 208-240 0.57/0.80%
JQ659015 R: ACGTGTCAGGCTGAGAGTGTC
c4 (GT)y 62 F: TTTTGTAATGAAAGAGGCGTGT 7 148-162 0.19/0.18
JQ659016 R: CAAGTCTTGACGTTAAATAGTGTGA
Cco (AC)2y 60 F: TTGTCGAGCTGAGGAGATGAC 28 208-288 0.71/0.9
JQ659017 R: GGAGTCATCTGTTTGCCTGAT
C7 (GA)o 60 F: GGAAAGAATGAGAGAGAGTGCAA 3 158-162 0.37/0.4
1X241464 R: AAACGACTGATCTGGGACAGAC
D4 (TG)y5 60 F: GGAGTGGGTAACTGAGTGTGTG 5 164-210 0.37/0.47
I1X241466 R: GTATCTTGAGCAATCCGTGCT
D7 (GT)as 60 F: AATCACATCGTGGCATGTGTA 2 166-220 0.43/0.91%
JQ659018 R: TGAGGAATCATTTCATCATCG
D8 (TG)y 60 F: TGTCAAACTGAATCCTGAATGTG 9 196-22% 0.71/0.9
JQ659019 R: ACACGCACAAGTAGACGGAAG
DI2 (TG)ag 62 F: ACAAAAGCTTTGTCACCGAAG 2% 186-276 0.78/0.9
JQ659020 R: ATTTTACAGGGTGGAGCAGTG
G8 (GT),5 58 F: AACCAAACACCACCATTICAG 23 192--278 0.64/0.95
1Q659021 R: TGTAGAACACCCAACCAGGAG
A3 (TG)2sC(GT):GCGTA(TG), 60 F: AGATTAGTGTGATTGACACACCTG 1198 -
GGy
J1Q659024 R: TCGCTTTGGATAAAAGTGTCC
D2 (CA)AAC) s TGCATG 54 F: TGCATTAGAACGCTTGACTTG 2 208-228 -
(CA), G(AC)y
1Q659022 R: TGAGTTTCTGTTGGAGGGTGT
E3 TGy 60 F: GGGGACACAGCAGAAGACAT 2 157-161 -
1X241470 R: ACACAAAAGCACACCCACAAG
HI (TG)sN...N(GT)g 58 F: TGTGTGCGCGTACGTGTG 2 118-200 -
1X241469 R: GGACTGCAGAGAACATACACCA
H3 (AC)5 60 F: CTTGATGATAACGTCCCCAAC 2 160-164 -
JQ659025 R: GGGTGGTGCAACATGAAATAC
H6 (AC)1o 60 F: TGGCTAACCAGGGTAGTAGGC 2 188-194 -
1Q659023 R: TGAAAGACAGCCCTGACACC

HO observed heterozy gosity, HE expected heterozygosity

*# HO significantly from HE with 2 < 0.01, calculated for 30 individuals from Maldonado, Uruguay
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Table 2 Cross-species amplification of L. grossidens Benth microsatellite markers in five Engraulididae species

Microsatellite loci

Al A4 B4 B9 C4 Cc6 C7 D4 D7 D8 D12 G%
A, marinii — + + — — + + + — + + +
A. spinifer — + + — — + + + _ + _ +
A. lepidentostole -+ + + + + + + + — + + +
C. edentulus - + + - + + + + - + + +
E. anchoita - + + + + + + + - + - +

* PCR product amplified using temperature range provided in Table 1, + successful amplification, — unsuccessful amplification

Genomic DNA was isolated using a phenol—chloroform
extraction protocol (Sambrook et al. 1989) for the charac-
terization of the isolated microsatellites. PCR amplifications
of the microsatellites were carried out in 12.5 pl containing
1.25 ul 1x PCR butter, 0.375 pl 100 mM MgCl,, 1 pl
10-50 ng genomic DNA, 1.25 pl 10 mM for each primer,
0.25 pl 10 mM dNTPs and 0.1 pl Tag DNA polymerase
(Invitrogen) on a PTC-100 thermocycler (MJ Research). The
amplifications were programmed using the following con-
ditions: 94 °C for 4 min, then 35 cycles at 94 °C for 30 s,
proper temperature (Table 1) for 30 s, 72 °C for 30 s, and a
final extension at 72 °C for 10 min. Denatured amplified
products were separated on 6 % denaturing polyacrylamide
gels using silver staining as described by Creste et al. (2001).
Allele sizes were estimated by comparison to a 10 bp and
50 bp DNA ladder standard (Invitrogen).

Out of 30 microsatellite loci developed for L. grossi-
dens, 5 did not successfully amplify in PCR, 7 did not show
clear bands and 6 resulted in monomorphic PCR products.
Twelve primers pairs amplified readable and polymorphic
PCR products. The characteristics of the primers pairs and
the optimal annealing temperature are given in Table 1.

The number of alleles ranged from | to 29. The
observed and expected heterozygosity calculated using the
program Arlequin (v. 3.5) for 35 individuals from Maldo-
nado, Uruguay, ranged from 0.19 to 0. 8 and from 0.18 to
0.95, respectively. The analysis indicated that B9 and D7
loci showed significant deviations from Hardy—Weinberg
equilibrium, suggesting significant heterozygote deficit for
these loci (Table 1).

The microsatellite markers described in the present work
are the first isolated from Lycengraulis genus. These
markers will be useful in studies of genetic diversity, gene
flow and genetic structure populations of L. grossidens.
Currently, there are two uncertainties about species popu-
lations. The first one refers to degree of isolation of
freshwater populations, especially those isolated by dams

(Bortoluzzi et al. 2006). The second one could be applied
to subpopulations studies throughout Brazilian, Urnguayan
and Argentinean coasts, which current occurrence and
distribution was implied based on morphometric and
meristic characters (Silva 2006).

The primers sets showed polimorphic were also tested
without extra optimization in several others Engraulididae
species, such as A. marinil, A. spinifer, A. lepidentostole,
Cetengraulis edentulus, and E. anchoita. At least seven
microsatellite loci amplified in each species (Table 2),
indicating that these markers are potentially useful for a
wide range of population studies of South American
anchovies. These include commercially important species,
which have been under great fishing pressure, such as A.
lepidentostole (Sao Paulo and Rio de Janeiro states, Bra-
zil), C. edentulus (Brazil and Venezuela), and E. anchoita
(Uruguay and Argentina) (Whitehead et al. 1988: Silva
et al. 2003). Anchoa has no commercial value (Silva et al.
2003), but microsatellite markers can be useful for phy-
logenetic and phylogeographic studies of Engraulididae.

One of the most important applications of genetic
markers (including microsatellite) in fisheries is the iden-
tification of distinct populations, or stocks. to establish
regulation in fishing management (Kapuscinski and Miller
2007). Hence, the microsatellite markers described here
could be useful in fishery studies and conservation of
Engraulididae species in SW Atlantic coast.
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