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RESUMO

Priolepis (Valenciennes 1837) é um género de pequenos peixes bentbnicos, da familia
Gobiidae, associado principalmente a ambientes recifais e distribuido em diferentes gradientes
de profundidade. Grande parte da sua biodiversidade concentra-se no Indo Pacifico (32
espeécies), com excecao das espécies Priolepis hipoliti, P. dawsoni, P. ascensionis e P. robinsi,
presentes no Atlantico. Estas espécies, exceto P. robinsi, tém sua distribuicdo limitada por
barreiras biogeogréaficas indicando assim, origem por especiacdo alopéatrica. Neste estudo,
buscamos pela primeira vez compreender a historia evolutiva do género Priolepis no Atlantico
utilizando marcadores moleculares e sequenciamento Sanger. Testamos as hipdteses de i)
divergéncia entre as linhagens do Caribe e Brasil por vicariancia e ii) formagéo da linhagem de
Ascensdo por especiacdo peripatrica. Andlises de filogenia, usando os genes COI, Citb,12s,
ND2, e S7, foram integradas as de filogeografia, com os genes COI e Citb (em P. dawsoni), a
fim de gerar melhor compreenséo sobre a evolucdo do grupo estudado. Analises filogenéticas
de distancia-p, Inferéncia Bayesiana e Reldgio Molecular foram realizadas para determinar a
proximidade evolutiva entre as espécies do Grupo Priolepis bem como inferir se 0 tempo de
divergéncia entre elas esta associado a processos historicos evolutivos. Para compreender a
histéria demografica das populagdes utilizamos indices de diversidade genética (haplotipica e
nucleotidica), testes de neutralidade e o método de Coalescéncia Bayesiana Skyline Plot para
avaliar as flutuagdes populacionais ao longo do tempo. Por ultimo, verificamos a relagdo
hierarquica entre os haplotipos de cada espécie e testamos as evidéncias de estruturacdo
encontradas em Priolepis dawsoni usando o indice Fst e andlises de variancia molecular
(SAMOVA e AMOVA) para o Cith. Nossos resultados mostraram grande correlagdo entre as
divergéncias encontradas em Priolepis e eventos geoldgicos e climaticos. Sua historia evolutiva
se inicia com o fechamento da passagem de Tethys resultando no isolamento e origem do Clado
Atlantico (~13 Ma). Apenas dois milhdes de anos depois (~10,5 Ma), a formacédo da barreira
do Amazonas dividiu as linhagens do Atlantico norte e sul, corroborando nossa hipotese inicial
de especiacdo alopatrica por vicariancia. A hipotese de especiacdo alopatrica peripatrica para
Ascensdo também foi corroborada e o melhor cenério para explicar a origem de P. ascensionis
é a dispersdo a partir do Brasil incluindo a CVT como fonte. As analises filogeograficas e
demogréaficas apontam grande diversidade genética em todas as espécies e também sugerem
que a historia evolutiva das populacdes estudadas foi influenciada pelas variagdes climaticas
do Pleistoceno e que o habito generalista destas pode facilitar a dispersao entre regides distantes



e ambientes diferentes. Por ultimo, a comprovagdo molecular de espécimes de P. dawsoni no

Caribe indicam que seu status de endémico do Brasil deve ser reavaliado.
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INTRODUCAO

Ha pouco menos de 20 anos o entendimento sobre a historia evolutiva dos peixes recifais!
ganhou importante desenvolvimento com o avango e popularizacdo das técnicas moleculares,
das técnicas de mergulho e, ainda mais recente, com o descobrimento da enorme biodiversidade
representada pelos peixes recifais criptobenténicos (Mora, 2017; Brandl et al., 2018). Esta
fauna, ainda subestimada, passou a ser reconhecida apos a aplicacdo de métodos de coleta que
considerem seu habito criptico como, por exemplo, 0 uso de anestésicos. Concomitante a este
avanco, o sequenciamento do DNA (de Sanger e Nova Geracao) permitiu o reconhecimento de
espécies cripticas, bem como a identificacdo de barreiras ao fluxo génico e casos de especiacdes
ecoldgicas. Posteriormente, a exploracdo recente de recifes mesoféticos (40-150 m) usando
técnicas de mergulho autbnomo com circuito fechado, permitiram a identificacdo de novas
linhagens e espécies (Pyle, 1999, 2000; Tornabene et al., 2016b). Atualmente, estima-se que o
namero de criptobentdnicos ultrapasse o de peixes recifais maiores até 2031 (Brandl et al.,
2018).

Apesar de ainda pouco compreendida, a histéria evolutiva dentro deste grupo tem caracterizado
suas espécies como bons marcadores ambientais e bons modelos evolutivos. Seu pequeno
tamanho permite adaptacdes a microhabitats e, somado a baixa mobilidade e relativa menor
fecundidade, justifica casos comuns de estruturacao genética e altas taxas evolutivas, ampliando
nossa compreensao sobre a atuacdo dos processos evolutivos em menor escala (Patzner, 2012).
Grande parte do esforco atual para se compreender a evolucdo neste grupo esta voltado para a
familia Gobiidae, a mais representativa em numero de espécies (Brandl et al., 2018). Visando
acrescentar conhecimento a evolugédo deste grupo no Atlantico, buscamos identificar os agentes

historicos que influenciaram a evolugdo do género Priolepis.
O género Priolepis (Gobiidae)

Priolepis (Valenciennes,1837) é um género de pequenos peixes bentdnicos, da familia
Gobiidae, associado principalmente a ambientes recifais (com excecdo de P. goldshmidt, P.
aithiops e P. sticta encontrados em fundo de areia e lama) e distribuido em diferentes gradientes
de profundidades (desde pogas de maré até 400 m) (Nogawa & Endo, 2007). Esta presente em

todos os oceanos do mundo com maior parte da biodiversidade concentrada no Indo Pacifico

! Para este trabalho consideramos que peixes recifais s3o todos aqueles associados a qualquer estrutura
marinha sdlida, e.g. recifes rochosos, coralineos etc, conforme considerado por Bellwood et al. (2015).



(32 espécies) ocorrendo em menor numero no Atlantico oeste e em algumas ilhas do Pacifico
leste. Pertence & segunda familia mais diversa dentre todos os vertebrados marinhos e uma das
mais representativas dentre todos os criptobentonicos (Tornabene et al., 2013b; Brandl et al.,
2018) estando distribuida também em ambientes estuarinos e de agua doce. Seu pegueno
tamanho somado as baixas taxas de diversificacdo morfolégica culminam na dificil resolucéo
das relacOes de parentesco (Patzner, 2012; Tornabene et al., 2013a, 2016a; Thacker, 2014).
Apesar das divergéncias de classificacdo dentro da familia (Patzner, 2012), neste trabalho
seguiremos a classificacdo proposta por Thacker (2009) considerando a subordem Gobioideli
composta por 6 familias (Rhyacichthyidae, Odontobutidae, Butidae, Eleotridae, Gobionellidae
e Gobiidae) e subdividindo Gobiidae em 13 grupos (Aphia, Asterropteryx, Callogobius,
Cryptocentrus, Glossogobius, Gobiodon, Gobiosomatini, Gobius, Gunnellichthys, Kraemria,

Lohogobius, Priolepis e Vallenciennea) conforme proposto por Thacker (2015).

O Grupo Priolepis? agrega nove géneros, sendo Priolepis, Lythrypnus e Trimma os mais
representativos em numero de espécies e area de distribuicdo. Esta classificacdo é baseada no
trabalho de Thacker e Roje (2011), que comparou 100 diferentes espécies da familia Gobiidae
usando genes nucleares e mitocondriais, obtendo assim elevado suporte para a monofilia entre
os trés géneros, formando o grupo dos gobies listrados (tiny banded gobies). E interessante
destacar que a primeira composicdo do Grupo Priolepis, definida por Birdsong et al. (1988),
incluia 54 espécies agrupadas por caracteres osteoldgicos que, no entanto, ndo tiveram sua

monofilia corroborada por analises moleculares posteriores (Patzner, 2012).

Trimma € 0 género mais diverso deste grupo contendo cerca de 102 espécies restritas ao Indo
Pacifico. A sua proximidade evolutiva com Priolepis é associada ao aparecimento da mudanca
de sexo bidirecional a partir de um ancestral comum gonogoristico (Sunobe et al., 2017), além
de outras semelhancas morfolégicas discutidas por Hoese et al. (2015). Por outro lado, o género
Lythrypnus possui 20 espécies descritas e € o unico desta linhagem ausente no Indo Pacifico
com distribuicéo voltada apenas para o Atlantico oeste e Pacifico leste. Assim como sugerido
para Priolepis no presente estudo, as divergéncias dentro do género Lythrypnus no Atlantico
parecem ser atribuidas a especiacfes vicariantes com grande influéncia do Amazonas na
diversificacdo de suas espécies (Maxfield et al., 2012). Apesar da maior proximidade entre

Lythrypnus elasson e Priolepis hipoliti ser reconstruida na analise de Thacker e Roje (2011),

2 Apesar de Thacker (2015) utilizar o termo “linhagem Priolepis” para se referir ao clado que representa Lythrypnus, Priolepis e
Trimma utilizaremos neste estudo o termo "Grupo Priolepis’ para que as discussdes sobre linhagens dentro do género Priolepis
nao se confundam com este grupo.



uma revisao de Maxfield et al. (2012) ndo deu suporte aos mesmos resultados, indicando que
Trimma e Priolepis sdo evolutivamente mais proximos, conforme sugerido a partir da

semelhanca na estrutura de suas génadas que as diferenciam de Lythrypnus.

Apesar de Priolepis se destacar neste grupo por sua distribuicdo, sendo o Unico presente tanto
no Atlantico quanto no Indo Pacifico, pouco se sabe sobre a historia evolutiva de suas espécies.
Thacker (2015) indica que o Indo Pacifico foi o centro de origem do Grupo Priolepis seguido
por dispersdes via Tethys usando a passagem onde hoje se localiza 0 Mediterraneo. No entanto,
a origem e historia evolutiva de Priolepis e Lythrypnus no Atlantico ainda permanecem

desconhecidas (mas veja Maxfield et al., 2012).

Priolepis no Atlantico

O género Priolepis no Atlantico é representado por Priolepis ascensionis (Dawson e Edwards,
1987), P. hipoliti (Metzelaar, 1922), P. robinsi (Garzén-Ferreira e Acero, 1991) e P. dawsoni
(Greenfield, 1989) (Figura 1). Todas tém sua distribuicdo limitada por barreiras® biogeograficas
bem documentadas, exceto P. robinsi endémica de Santa Marta na Colémbia ocorrendo em
simpatria com P. hipoliti. Esta € a Unica espécie que nao pode ser analisada devido a auséncia

de exemplares disponiveis.

Priolepis hipoliti (Figura 1A) esté distribuido no Atlantico Norte ocorrendo desde a Carolina
do Norte, Florida, Golfo do México, Bahamas e Caribe até a Venezuela (Metzelaar, 1922;
Greenfield & Johnson, 1999; Ross & Rhode, 2004). Apesar de existirem descricbes desta
espécie no Brasil (Haimovici & Klippel, 1999; Floeter et al., 2003) estas parecem refletir um
erro na sua identificacdo uma vez que nunca foram comprovadas por fotos, coletas ou dados
moleculares. E importante notar que a descoberta da espécie endémica do Brasil (P. dawsoni)
€ mais recente e ocorreu quase 30 anos depois da descri¢do da espécie do Caribe. Priolepis
hipoliti habita profundidades de até 107 m (Tornabene et al., 2016a), mas é encontrada em

maior frequéncia em fendas recifais e patch reefs entre 1 a 50 m (Greenfield & Johnson, 1999).

3 Para este estudo consideramos o conceito definido por Briggs (1972) para barreiras, sendo estas representadas
por locais onde o fluxo génico é limitado a ponto de possibilitar a formagdo de faunas proéprias, seguindo assim
a nomenclatura também adotada por Rocha (2003), Floeter et al. (2008) dentre outros.



De forma similar, P. dawsoni (Figura 1B) também tem ampla distribuicéo de substrato (recifes
biogénicos, rochosos e rodolitos) habitando de pocas de maré até recifes mesoféticos (0-70m).
A espécie ocorre em toda a costa brasileira onde se limita ao norte pelo Amazonas e ao sul por
Sédo Paulo, ocorrendo também em todas as ilhas oceanicas do pais além dos montes submarinos
da Cadeia Vitoria-Trindade (Greenfield, 1989; Rocha et al., 2000; Rocha & Rosa, 2001; Simon

Figura 1: Espécies do género Priolepis presentes no Atlantico: A) P. hipoliti, presente na porcéo
central da costa leste dos EUA até o sul da Venezuela; B) P. dawsoni, considerada endémica do Brasil;
C) P. ascensionis, endémica das ilhas de Ascensdo e Santa Helena; D) P. robinsi, endémica de Santa
Marta, Coldémbia. Fonte: Smithsonian Institute (A); Raphael M. Macieira (B); Shallow Marine Survey
Group https://www.smsg-falklands.org/blog/ascension-island-fish-record (C) ; Ross Robertson (D).

et al., 2013). Apesar de ser considerada endémica do Brasil (Moura & Sazima, 2000; Pinheiro
et al., 2018) P. dawsoni j& foi observada no Caribe (Rocha, 2003).

A outra espécie do género no Atlantico, Priolepis ascensionis (Figura 1C), é endémica das ilhas
de Ascensdo e Santa Helena localizadas proximas a Cadeia Meso-Atlantica e separadas por
aproximadamente 1200 km. Desde sua primeira descricdo como Quisquilius sp. ja foi
encontrada desde a superficie até 50 m de profundidade habitando ambientes recifais rochosos
e fundos de areia (Lubbock, 1980; Edwards & Glass, 1987).

A relacdo evolutiva entre estas espécies nunca foi estudada até o momento. Algumas
caracteristicas morfologicas de Priolepis hipoliti e P. dawsoni, como a auséncia de escamas no
opérculo e preoperculo e a presenca de menos raios na nadadeira peitoral (comparado a especie
de Ascenséo), ndo sao compartilhadas por P. ascensionis (Greenfield, 1989; Edwards & Glass,

1987) e podem ser um indicio de que a divergéncia desta Ultima € mais recente. Adicionalmente,


https://www.smsg-falklands.org/blog/ascension-island-fish-record

nota-se que além de possuir aparente semelhanca morfoldgica e ocupar habitats semelhantes
(recifes rochosos, coralineos e biogénicos) nenhuma das trés espécies possui especializagdes
em sua dieta (alimentam-se de pequenos organismos benténicos mdveis e alguns invertebrados;
Simon et al., 2016; Greenfield & Johnson, 1999; Brewin et al., 2016), uma possivel evidéncia
de que a origem destas ndo estd ligada a especiacOes ecoldgicas. No entanto, € preciso ter
cautela ao interpretar semelhancas morfoldgicas neste grupo uma vez que esta € uma
caracteristica comum encontrada em Apogonidae, Gobiidae e Gobionellidae, onde diminuicdes
nas taxas de diversificacdes morfolégicas ocorrem em resposta a0 aumento nas taxas de
especiacdo (Thacker, 2014) e caracteristicas morfoldgicas semelhantes podem ser resultado de
convergéncias evolutivas conforme visto para o subgrupo Nes (Tornabene et al., 2016a). Apesar
disso, a presenca de barreiras biogeogréaficas entre os limites de ocorréncia de cada espécie é
um importante indicio de que a formac&o destas esta ligada a especiagdes alopatricas, conforme

discutido a seguir.

Especiacéo alopéatrica em Priolepis?

Eventos de especiacdo podem ser classificados, de forma geral, em trés principais modos: as
especiacOes alopatricas, parapatricas e simpatricas. Especiacdes alopatricas ocorrem por
isolamento de uma populacdo ancestral em duas ou mais populacbes e o acimulo de
divergéncias ao longo do tempo para cada populacdo resulta na formacéo de duas (ou mais)
espécies reprodutivamente isoladas. Podem ainda ser divididas em dois modos principais: a
especiacdo por vicariancia, que ocorre quando tamanhos equivalentes da populacdo sdo
divididos e isolados, e a especiacao peripatrica, quando apenas uma pequena parte da populacao
principal é isolada. Neste Gltimo caso, é esperado encontrar menor representatividade genética
na populacdo isolada se comparada aquela que foi a fonte da dispersdo. Ja as especiacfes
parapéatricas ocorrem em populacfes continuas ao longo de subdivisdes geograficas onde a
limitacdo no fluxo génico ocorre de maneira gradual. As especiagdes simpatricas sao as unicas

que ndo envolvem divisdes geograficas (Lirberman, 2011).

O presente trabalho tem por objetivo desvendar a historia evolutiva do género Priolepis no
Oceano Atlantico. O arcabouco tedrico estd estruturado sob duas principais hipdteses para

origem e diversificagdo do género:



) Origem das linhagens modernas por vicariancia

O papel dos eventos vicariantes na formacdo das linhagens recifais modernas do Atlantico é
amplamente reconhecido ( Joyeux et al., 2001; Rocha, 2003; Rocha et al., 2005; Bowen, 2007;
Floeter et al., 2008; Pinheiro et al., 2018) e atribuido a presenca seis principais barreiras
biogeograficas (Figura 2), sendo estas: i) a barreira resultante do evento terminal de Tethys que
resultou no fechamento da passagem através do Mediterraneo (ETT), ii) a barreira
Mesoatlantica formada pela grande distancia que separa o Atlantico leste e oeste (BMA), iii) a
barreira formada pelo complexo sistema de correntes no sul da Africa, conhecido como
Complexo de Benguela (BB), iv) o fechamento do Istmo do Panama (IDP), v) a grande distancia
(5000 km) e profundidades que separam o Pacifico oeste, a partir da Polinésia, do Pacifico leste
(BPL) e vi) a barreira formada pelo fluxo de agua doce e sedimentos do rio Amazonas (BAM).
Conforme sugerido por Rocha (2003), estima-se que a divergéncia entre o ancestral comum a
Priolepis hipoliti e Priolepis dawsoni ocorreu em resposta ao estabelecimento da Barreira do
Amazonas, formada h& 11 milhdes de anos (MA) (Hoorn et al., 1995).

A distribuicdo de ambas as espécies se limita a partir do rio Amazonas, cuja descarga é capaz
de despejar cerca de 2,9 x 108 toneladas por ano de sedimentos ao longo de 2300 km ao norte
da plataforma continental e 500 km em direcdo offshore atingindo cerca de 70 m de
profundidade, a partir de onde se iniciam os recifes mesoféticos do Amazonas (Collette &
Rutzler, 1977; Joyeux et al., 2001; Lopez, 2001; Rocha, 2003; Floeter et al., 2008; Francini-
filho et al., 2018). O sistema recifal Amazénico se estende até 220 m de profundidade
preenchendo uma area de até 56000 km? cujo fundo é composto por algas calcareas, lateritas,
rodolitos, esponjas e alguns tipos de corais, abrigando assim inimeras espécies recifais e
facilitando a disperséo entre Caribe e Brasil (Collette & Rutzler, 1977; Joyeux et al., 2001;
Rocha, 2003; Francini-filho et al., 2018). Estes corredores, no entanto, sdo extintos durante 0s
periodos glaciais quando a diminuicdo do nivel do mar aumenta consideravelmente a deposicao

de sedimentos em frente a plataforma continental.
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Figura 2: Localizagcdo das barreiras responsaveis por determinar as principais regides biogeogréaficas do Atlantico. A
distribuigdo das espécies estudadas esta representada pelas cores azul (P. hipoliti), rosa (P. dawsoni) e verde (P. ascensionis).

Dessa forma, em periodos transgressivos (interglaciais) a pluma de sedimentos do Amazonas é
distribuida em direcdo ao norte da plataforma continental seguindo a Corrente Norte do Brasil
(CNB), enquanto nos periodos regressivos (glaciais) os depositos atingem maior parte da
plataforma continental em frente ao Amazonas alcancando maiores profundidades (Joyeux et
al., 2001; Lopez, 2001; Rocha, 2003). Esta mudanca na dinamica deposicional de acordo com
as variacdes eustaticas € responsavel por definir o carater intermitente desta barreira, sendo
mais efetiva em periodos glaciais, com extincao dos corredores recifais, e menos efetiva durante
as interglaciacdes. A ecologia e tolerancia de cada espécie também pode determinar a
porosidade desta barreira. Espécies recifais de aguas rasas, por exemplo, ndo séo capazes de
utilizar os recifes mesofoticos do Amazonas mesmo durante os periodos de sua menor

efetividade.

Priolepis dawsoni e P. hipoliti podem habitar grandes profundidades e diferentes composi¢oes
recifais tendo, aparentemente, a capacidade de transpor essa barreira durante periodos
interglaciais, como o atual. Dessa forma, a hipdtese de que essas linhagens tenham se formado

pelo Amazonas sO poderia ter ocorrido durante os periodos de mar baixo com a extin¢do dos



corredores do Amazonas. O cendrio atual de dispersdo pelos corredores poderia ser também
facilitado pela CNB (Joyeux et al., 2001) e justifica a presenca de P. dawsoni no Caribe, porém

a auséncia de P. hipoliti no Brasil.
i) Origem de Priolepis ascensionis: especiacao peripatrica?

Esta hipdtese baseia-se na formagdo da linhagem de Priolepis ascensionis ap6s um evento
esporédico de dispersdo com fonte no Brasil. As ilhas de Ascensdo e Santa Helena, onde se
distribui esta espécie, estao isoladas do continente Americano e Africano por cerca de 2000 km
e 1500 km de distancia, respectivamente, constituindo assim a Barreira Mesoatlantica. O
isolamento destas ilhas é responsavel pelo alto numero de espécies endémicas (12%) derivadas
principalmente do Atlantico Oeste e, em especial, da costa do Brasil (Floeter et al., 2008; Wirtz
etal., 2017). Considerando a auséncia de P. dawsoni nestas ilhas e a maior conectividade entre
estas e o Brasil, é plausivel inferir que a dispersdo esporadica de um ancestral comum as duas
espécies a partir do Brasil deu origem a linhagem de P. ascensionis apds seu isolamento. Pouco
se sabe, no entanto, sobre quais condi¢fes podem favorecer a conectividade entre as duas
regides. A ocorréncia de El Nifio — Oscilacdo Sul (ENOS) pode ser um dos fatores importantes
a se considerar (Joyeux et al., 2001), assim como anomalias na circulacdo causadas pelo
fechamento do IDP (Muss et al., 2001).

A ordem de colonizagdo considerada para ambas as hipdteses - com a origem mais basal da
linhagem do Caribe seguido pela linhagem do Brasil e, por ultimo, Ascensdo — segue 0 padréo
estabelecido por Briggs (1974) que classifica o Caribe como centro (global) de radiacédo
secundaria justificando que dispersdes do Atlantico oeste para leste sdo mais ocorrentes do que
0 contrério. E preciso também considerar que o Atlantico sudoeste é o centro secundario de
biodiversidade no Atlantico (Pinheiro et al., 2018) e, por isso, a exportacdo de propéagulos a

partir do Brasil para o Caribe e Ascensdo deve ser também avaliada.

Neste estudo buscamos entdo compreender pela primeira vez a histéria evolutiva do género

Priolepis no Atlantico utilizando marcadores moleculares e sequenciamento Sanger.



OBJETIVOS

Compreender 0s processos e eventos que moldaram a histéria evolutiva do género Priolepis no

Atlantico.
Objetivos especificos

e Determinar o local de origem do género Priolepis;

e Identificar processos historicos evolutivos que levaram a origem de Priolepis hipoliti,
Priolepis dawsoni e Priolepis ascensionis;

e Reconstruir a relacdo de parentesco entre as trés espécies;

e Descrever os padrdes de diversidade genética, fluxo génico e estrutura populacional das

espécies estudadas;
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METODOLOGIA
Aquisicao de amostras

Neste trabalho utilizamos sequéncias disponiveis em estudos anteriores e dados novos
produzidos para Priolepis dawsoni, P. hipoliti e P. ascensionis. A Cole¢do Ictiologica da
Universidade Federal do Espirito Santo (CIUFES) disponibilizou tecidos de P. dawsoni (N =
36) e P. hipoliti (N = 1), bem como o Dr. Benjamin Victor (Nova Southeastern University,
Florida, EUA) (P. hipoliti; N = 4 e P. dawsoni; N = 2). O Smithsonian Institute cedeu amostras
de P. ascensionis (Ntwcido = 4 € 12 sequéncias de Citocromo Oxidase I). A Unica espécie do
Atlantico ndo amostrada foi P. robinsi, endémica da Colémbia. Sequéncias disponiveis nas
plataformas online Barcode of Life System e Genbank foram utilizadas para outros 23 géneros
(Apéndice I).

Extracéo do DNA, Amplificacdo e Sequenciamento

A extracdo do DNA foi realizada utilizando o kit Wizard Genomic Purification (Promega Corp.,
Madison, WI, USA) em amostras de tecidos oriundas dos exemplares cedidos pela CIUFES e
Dr. B. Victor seguindo o protocolo Animal Tissue (Mouse Tail) do fabricante. A qualidade do
DNA extraido foi verificada em gel de agarose por eletroforese e posteriormente quantificado
em nanodrop. As sequéncias dos demais exemplares estudados foram cedidos pelo Smithsonian
ou adquiridos junto ao acesso da informacgdo nos bancos de dados. A técnica de Reacdo em
Cadeia da DNA Polimerase (PCR) foi empregada para amplificar trechos codificantes dos
genes mitocondriais Citocromo Oxidase I, Citocromo B, 12s e ND2, escolhidos para esse estudo
com base em suas taxas de mutacéo e disponibilidade de dados prévios para grupos proximos
a serem utilizados nas calibracGes. O segundo intron do gene nuclear S7 foi o Unico utilizado
apenas para as espécies do Atlantico devido a auséncia de sequéncias suficientes disponiveis

para outras espécies.

Para as analises filogenéticas utilizamos primers previamente desenhados e disponiveis na
literatura (Tabela 1), sendo estes: COL6 (5’-TADACTTCDGGRTGDCCAAARAAYCA-3") e
COH6 (5’-YTCHACAAAYCATAAAGAYATYGG-3’) para o Citocromo Oxidase I (COI) ;
S7TRPEX1F (5’-TGGCCTCTTCCTTGGCCGTC-37) e S7TRPEX2R (5°-
AACTCGTCTGGCTTTTCGCC-3") para o segundo intron nuclear do gene da proteina
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ribossomal S7; 12SA (5’-AAACTGGGATTAGATACCCCACTAT-3’) ¢ 12SB (5’-
GAGGGTGACGGGCGGTGTGT-3") para o gene mitocondrial 12s; e Goby L4040 (5°-
GCCCATACCCCWAAYATGTTGGT-3") e Goby H5513 (5-
GAGTAGGCTAGGATTTTWCGAAGYTG-3’) para o gene mitocondrial ND2. Para as
andlises filogeograficas utilizamos novamente o gene COI além dos primers FishCitb (5°-
ACCACCGTTGTTCAACTACAAGAA-3’) e TrucCitb (5’-CCGACT
TCCGGATTACAAGAC CG-3’) para o gene Citocromo B (Citb) em P. dawsoni. As reactes
de amplificacdo foram realizadas com 1 ul de DNA (~50 ng), 0,1 pl de Taq Polimerase (Thermo
Scientific), 1,25ul de Buffer 10x, 0,5 pl de MgCl> a 25mM, 1 ul de dNTP a 2,5mM (para cada
dNTP) e 0,25 ul a 10 mM de cada primer. Os volumes e ciclos utilizados estdo disponiveis na
Tabela 1. Os produtos resultantes das amplificacbes foram analisados por eletroforese em gel
de agarose (com tampdo 0,5%) a partir 2 ul de DNA corados com 2 pl de solugdo contendo
Blue Juice + Gel Red e visualizados em luz ultravioleta. A purificagdo dos produtos de PCR foi
realizada usando ExoSAP-IT (USB, Cleveland, OH, USA) seguindo o protocolo do fabricante.
A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando o kit Big Dye Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) em Mix contendo 4 pl de agua ultrapura, 3.7 pl de tampao 5x, 1 pl de primer
a5 uM, 0,3 ul do Big Dye e 1 ul de DNA amplificado. Seguimos o protocolo de precipitagao
de Amy Smith e realizamos a leitura do sequenciamento por eletroforese capilar no
sequenciador automatico 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Sequéncias gque apresentaram ambiguidades foram sequenciadas também na direcdo reverse.
As sequéncias obtidas foram verificadas através da ferramenta blast e posteriormente alinhadas
e editadas no programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016) usando o algoritmo ClustalW. Todos os
procedimentos laboratoriais foram realizados no Nucleo de Genética Aplicada a Conservacédo
da Biodiversidade (NGACB) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).
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Tabela 1: Ciclo térmico, volume final e concentra¢des utilizadas no MIX de PCR para as reagdes de amplificacdo. Todos os
genes foram amplificados usando a mesma concentragéo de reagentes. O desenho dos primers utilizados foram retirados de
estudos prévios ja testados para Gobiidae.

S7 COl 12s Citb ND2
Primer F s7rpex1ft coL6? 12S_A3 Fishcytb® GobyL4040®
Primer R s7rpex2rt coHB? 12s _B® Truccytb® GobyH5513®
CICLO

Desnaturagéo 92°C por 5' 94°C por 5' 94°C por 5’ 94°C por 5' 95°C por 5’
Desnaturagéo 92°C por 30" 94°C por 45s"  94°C por 30’ 94°C por 30’ 95°C por 30”
Anelamento 60°C por 60" 52°C por 60"  55°C por 60’ 51°C por 60" 55°C 307
Extensdo 72°C por 120" 72°C por 72°C por 72°C por 120" 72°C 45

120" 120’
Extenséo final 72°C por 10' 72°Cpor 7' 72°C por 7° 72°Cpor 7' 72°C 10
Volume do MIX para todos os Concentragdo original dos
genes reagentes

H20 8,15 ul

Buffer 1,25 ul 10x

MgCl., 0,5l 25mM

Dntp 1pl 2,5mM

Primer F 0,25 pl 10mM

Primer R 0,25 pl 10mM

Taq 0,1 ul 0,5U

DNA 1pl 50 ng/ul

(1) Chow & Hazama, 1998; (2) Schubart & Huber, 2006; (3) Hillis et al., 1996 (4) Sevilla et al., 2007 (5)
Thacker & Hardman, 2005.

Analises Filogenéticas

As anélises filogenéticas e filogeograficas foram integradas para melhor compreensdo da
historia evolutiva do grupo. Andlises filogenéticas tém por intuito estabelecer hipdteses de
parentesco entre diferentes espécies ao comparar caracteres homologos, neste caso,
representados por nucleotideos de mesma ancestralidade. Dois principais conjuntos de dados
para as analises filogenéticas foram empregados: o primeiro contendo dados concatenados dos
genes COl, Citb, 12s e ND2 e o0 segundo utilizando apenas o gene COI, o tnico marcador com
dados disponiveis para espécies do género Priolepis do Indo Pacifico. Para ambas as analises
utilizamos, além das espécies alvo deste estudo, 25 espécies para representar a subordem
Gobioidei e espécies pertencentes as familias Butidae, Apogonidae e Gobionellidae como ponto
de calibracdo na anélise de coalescéncia. Na filogenia do gene COIl acrescentamos ainda outras

sete espécies de Priolepis do Indo Pacifico.
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A distancia genética intraespecifica e interespecifica para cada gene, incluindo o gene nuclear
S7 para as espécies alvo, foi calculada usando o modelo p - distance (ndo corrigido) no
programa MEGA 7 usando 100 replicacGes de bootstrap. As relacdes filogenéticas foram entéo
estabelecidas usando o método de Inferéncia Bayesiana (IB) no programa Mr. Bayes 3.2.6
(Huelsenbeck & Ronquist, 1997) com 10 milhGes de geragdes, amostragens a cada 1000 arvores
e 25% de descarte por burn-in. Utilizamos o programa Partition Finder (Lanfear et al., 2017)
para determinar o melhor modelo evolutivo para cada posicdo do cddon e gene restringindo as
opcdes de escolha aos modelos disponiveis no programa BEAST 2.4.7 (Bouckaert et al., 2014),
descrito a seguir. Como resultado, 0 modelo GTR se adequou a quase todas as parti¢des, exceto
para a segunda posicdo para o gene COl e a terceira posicéo para o gene Citb, onde o modelo
Hasegawa, Kishino e Yano (HKY) foi escolhido. As analises filogenéticas foram utilizadas
antes das analises de coalescéncia para determinar a topologia da arvore e para escolher a(s)

linhagem (s)representante(s) de cada espécie.
Reldgio Molecular

Para os pontos de calibracdo utilizamos quatro registros fdsseis: i) Gierl et al. (2013) para a
familia Butidae (23 - 24 Ma); ii) Bannikov (2008) para Apogonidae (41.2 — 47.8 Ma); iii)
Reichenbacker e Schawarz (1997) para Gobionellidae (23 — 27.8 Ma) e; iv) Bajpai e Kapur
(2004) para o ultimo ancestral da subordem Gobioidei (56-47.8 Ma). A escolha dos fosseis foi
baseada no estudo de Thacker (2014) para Gobiidae. A analise de coalescéncia foi rodada
utilizando o pacote BEAUTI & The BEAST (Bouckaert et al., 2014) e os nos de calibracéo
foram definidos a partir das topologias obtidas na analise de IB. Para tal, foi utilizado o Reldgio
Log Normal Relaxado (Relaxed Clock Log Normal) usando o modelo Yule Calibrado
(Calibrated Yule Model) com 108 geracBes e amostragens a cada 3 x 103. A qualidade dos
resultados foi analisada no Tracer 1.5 (Rambaut et al., 2018) assim como o valor adequado de
burn-in e a arvore consensus foi obtida a partir dos clados de maxima credibilidade com o
programa TreeAnnotator 1.7.5 (Drumond et al., 2012). Os resultados foram visualizados e
editados nos programas FigTree 1.4.3. (Rambaut, 2009) e Inkscape (Free Software Foundation,
Boston, USA).
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Demografia e Filogeografia

As sequéncias dos genes COI (P. hipoliti N =45 ; P. ascensionis N =16, P. dawsoni N = 36)
e Citb (P. hipoliti N = 2; P. ascensionis N = 2, P. dawsoni N = 33 ) foram analisadas para as
trés espécies do Atlantico, no entanto, o0 baixo ndmero amostral limitou as analises
demogréficas do Citb apenas & espécie endémica do Brasil (P. dawsoni). Os dados de Citb
disponiveis de P. ascensionis e P. hipoliti foram empregados juntos a rede haplotipica de P.

dawsoni.

Os indices de diversidade haplotipica (equacao 8.5 em NEI, 1987) e nucleotidica (equacdo 10.5
em Nei 1987) foram calculados para cada localidade nas trés espécies usando o programa
DnaSP 6.0 (Rozas et al., 2017). Estas analises nos permitiram caracterizar as populacdes e testar
a hipotese de especiacdo por alopatria peripatrica para a espécie de Ascensao. Neste caso, 0
efeito fundador como consequéncia da especiacdo peripatrica tenderia a deixar a diversidade
menor na populacdo que se dispersou se comparada aquela que foi fonte da dispersédo. O mesmo
programa foi usado para determinar o nimero de sitios polimorficos (S), o nimero de
haplotipos (h) e para criar os arquivos de entrada para analises feitas nos programas PopArt
(Bandelt et al., 1999; <http://popart.otago.ac.nz>) e Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer,
2010), conforme descrito a seguir.

Os testes de neutralidade realizados no programa Arlequin 3.5.2.2 tém como objetivo avaliar
se as mutacdes existentes estdo de acordo com a teoria neutra da evolugdo molecular. O teste
D de Tajima (Tajima, 1989) ¢é baseado na frequéncia das mutacgdes para identificar aquelas mais
recentes ou antigas, enquanto o teste F de Fu (Fu, 1996) baseia-se na distribuicdo haplotipica.
Valores negativos sdo causados pelo excesso de mutacGes nos ramos externos (mutagdes
recentes) e podem indicar selecdo purificadora ou negativa e expansao populacional, por outro
lado, valores positivos causados pela presenca de mutagGes antigas indicam selecdo

balanceadora e reducéo populacional.

As andlises demograficas foram feitas para cada populagéo putativa de P. dawsoni (Rio Grande
do Norte, Espirito Santo, Bahia, Atol das Rocas, Fernando de Noronha, Caribe, Monte Jaseur*

e llha da Trindade) e P. hipoliti (Bahamas, Belize, Trinidad e Tobago, Dominica, México e

40 monte Jaseur é o terceiro banco submarino (a partir do Espirito Santo) a compor a cordilheira de montanhas
da Cadeia Vitéria-Trindade (CVT) que se estendem entre a costa e as ilhas de Trindade e Martin Vaz por cerca de
1300 km.
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Venezuela). Para P. ascensionis consideramos todos os individuos como uma Unica populagéo

ja que pertencem ao mesmo local.

Variagdes temporais nas populacdes foram inferidas para o gene COI utilizando a analise
Bayesian Skyline Plot (BSP) presente no pacote BEAST. A taxa evolutiva implementada para
cada gene espécie foi obtida utilizando as mesmas configuracGes da analise de coalescéncia
descrita para a filogenia.

A relacdo hierarquica entre os haplétipos de cada espécie foi reconstruida pelo algoritmo de
median-joining no programa PopArt 1.7 sendo representada por redes haplotipicas. Os indicios
de estruturacao obtidos para 0 gene com a maior taxa de mutacéo (Citb) foram testados para P.
dawsoni. O indice Fst de Wright foi utilizado para identificar o fluxo génico entre todas
localidades e a presenca de barreiras entre diferentes localidades foi avaliada usando 0 mesmo
indice na Analise de Variancia Molecular Espacial (SAMOVA). Indicios de estruturacéo entre
i) Ilhas e Costa, ii) Regido norte e sul e iii) entre os dois haplogrupos encontrados na espécie
foram testados com a Analise de Variancia Molecular (AMOVA). Ambos 0s métodos de
variancia utilizam a diferenca de alelos entre haplotipos para criar uma matriz de distancias
quadradas de acordo com as hipoteses de modelos hierarquicos escolhidos (Excoffier et al.
1992).
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RESULTADOS
Filogenia

Para a analise concatenada foram obtidos 2255 pares de bases (pb) de 32 espécies para 0s genes
COI (571 pb), Citb (754 pb), 12s (394 pb) e ND2 (536 pb). As analises foram realizadas
excluindo as regides com gaps encontradas no alinhamento do gene 12s. O gene S7 (823 pb)
ndo pdde ser agrupado na analise concatenada devido a auséncia de sequéncias disponiveis em
bancos de dados online para as espéecies usadas na calibracdo do relégio molecular. Valores de
distancia intraespecifica foram calculadas apenas para espécies representadas por mais de dois

individuos e, por isso, Priolepis dawsoni foi a inica com resultados para todos os genes.

As andlises de divergéncia (Tabela 2) para os genes mais variaveis (COI e Citb) evidenciaram
Priolepis ascensionis e P. dawsoni como espécies irmds. O gene S7, no entanto, apresentou
valores de divergéncia similares para P. ascensionis em relacao P. hipoliti (2,7%) e P. dawsoni
(2,6%) indicando recente divergéncia entre as trés. Os genes Cith, COIl e S7 resultaram em
distancias interespecificas de P. hipoliti um pouco menores para P. ascensionis se comparado
a P. dawsoni. Em todos os genes Trimma apresentou menores valores de divergéncia em relacédo
a Priolepis do que Lythrypnus (Tabela Al- A6; Apéndice Il), no entanto, é interessante notar
que a filogenia com os dados concatenados ndo recuperou um grupo monofilético formado por
essas trés espécies. Apesar disso, o tempo de divergéncia entre os trés géneros permaneceu

similar na arvore concatenada e no gene COI.

Tabela 2: Valores de divergéncia interespecifica e intraesepecifica para os genes COl, Citb, 12s, S7 e ND2 calculados a partir

da distancia-p (néo corrigida). A distancia intraespecifica ndo foi calculada para espécies com apenas 1 individuo

Citb (754 pb) COl (571 pb) 12s (394 pb) S7 (823 pb) ND2 (536 pb)
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1 Pridaw  0,8% 0,7% 0,2% 0,0% -
2 Pri asc 119% 0,0% 7,7% 0,2% - 0,0% 26%  0,0% -
3 Pri hip 150% 138% 0,0% 155% 14,6%  0,6% 33% - 0,0% 31% 2,7% 0,0% 20,1%

Pri daw: Priolepis dawsoni; Pri asc: Priolepis ascensionis; Pri hip: Priolepis hipoliti

Para as analises com o gene COl, Priolepis inhaca foi a espécie do Indo Pacifico que apresentou
a maior proximidade com o Clado Atlantico (16,1% de divergéncia em relacdo a P. dawsoni;
14,1% em relacéo a P. ascensionis; 17,3% em relacdo a P. hipoliti) sendo P. hipoliti a Gnica a

mostrar valores de divergéncia interespecifica mais proximos a P. squamogena (15,7%). As
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menores divergéncias interespecificas (Apéndice 11) foram encontradas entre as espécies P.
dawsoni + P. ascensionis (7,9%) e P. squamogena + P. cincta (12,4%). A proximidade entre
as espécies P. semidoliata e P. compita (13,7%) e também a grande divergéncia intraespecifica
encontrada para P. compita (17,6%) parecem refletir um erro na identificacdo desta espécie,
uma vez que estas foram agrupadas juntas. E interessante notar que algumas relagdes entre
espécies de Priolepis do Indo Pacifico (IP) e Atlantico (AT) ndo foram bem resolvidas pelo
gene COI mesmo utilizando os métodos de distancia corrigidos de Kimura 2 parametros e Jukes
Cantor (resultados ndo mostrados) e, por isso, é necessario que mais genes sejam usados para
que estas relagdes sejam melhor compreendidas. Os valores de divergéncia de P. ascensionis
em relacdo a P. inhaca (14,1%) e P. hipoliti (15%), por exemplo, foi responsavel pelo baixo
valor de suporte para 0 ndé que compreende a divergéncia entre P. inhaca (IP) e o Clado

Atlantico.

A topologia final obtida para o gene COI (Figura 3) e para a analise concatenada (Figura 4) se
divergiram em relacdo a monofilia do Grupo Priolepis e também em relacdo a topologia de
Thacker (2014). Apesar disso, o tempo de divergéncia obtido para este grupo permaneceu

similar nas duas analises.

Nossos resultados mostram que a origem do Grupo Priolepis ocorreu ha pelo menos 30-31 Ma,
periodo de divergéncia entre a linhagem de Lythrypnus e o ancestral comum a Trimma e
Priolepis cuja separacéo se deu 4 milhdes de anos depois (hd ~26 Ma). A monofilia entre P.
dawsoni, P. hipoliti e P. ascensionis apresentou suporte maximo para as analises concatenadas
e indicaram este clado como derivado de linhagens do Indo Pacifico, corroborando assim este
local como centro de origem do género Priolepis (ha c. de 21 Ma - COl) a partir de onde se
deram as dispersfes para 0 AT. A divergéncia entre as linhagens do IP e AT (ha ~13 Ma)
ocorreu no mesmo periodo em que a passagem de Tethys foi encerrada (12 Ma - Steininger &
Rdgl, 1984), indicando que este era o local de dispersdo mais provavel entre as duas provincias.
O fim das dispersdes entre as duas regides resultou na formacdo da linhagem Atlantica de
Priolepis que, em pouco tempo, foi dividida em trés principais linhagens: uma presente no
Atlantico norte e duas no Atlantico sul. A primeira divisdo deste clado (ha ~10-11 Ma) ocorreu
no mesmo periodo de formacdo da Barreira do Amazonas limitando o fluxo génico entre o
Caribe e Brasil. Pouco tempo depois, ha 3,5 Ma, as alteracdes nos padrdes de circulacdo do AT
em decorréncia do processo de fechamento do Istmo do Panama podem ter sido responsaveis
pela dicotomia da linhagem do AT sul. Neste mesmo periodo a linhagem que mais tarde daria

origem a P. hipoliti foi dividida em duas (Figura 5), indicando a possivel influéncia de um fator
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comum no Atlantico. As trés espécies do Clado Atlantico foram originadas no Pleistoceno onde
0 tempo para o ancestral comum mais recente (TMRCA) para cada espécie comega com P.
hipoliti (TMRCA: 3,5 Ma), P. dawsoni (TMRCA: 2,61 Ma) e P. ascensionis (TMRCA: 1,7
Ma) (Figura 5). Esta ordem de origem seguiu também os valores de diversidade encontrados,
com maior diversidade genética para a especie mais antiga.
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Filogeografia e Demografia

As sequéncias de COI para P. dawsoni, P. ascensionis e P. hipoliti resultaram em 58 haplétipos para
0s 92 individuos. Os resultados de origem estimados para as espécies do Atlantico a partir da anélise
de coalescéncia foram de aproximadamente 2,5 Ma para Priolepis hipoliti, 2 Ma para P. dawsoni e
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Figura 5: Topologia da Inferéncia Bayesiana (a esquerda) no gene COI para todas as
amostras de P. hipoliti (A), P. ascensionis (B) e P. dawsoni (C), seguido pelas
estimativas de flutuacdo no tamanho efetivo populacional (a direita) do Skyline Plot.
As trés linhagens evolutivas identificadas em P. hipoliti e duas em P. dawsoni estéo
identificadas em cinza na arvore filogenética. Os graficos do Skyline Plot representam
a relacéo entre a variacéo no tamanho efetivo populacional (eixo Y) e o tempo (eixo
X; unidade em milhares de anos).
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1,5 Ma para P. ascensionis. Identificamos a ocorréncia de duas divergéncias comuns no Atlantico
norte e sul ha aproximadamente 3,5 Ma e 2,7 Ma (Figura 5). Ainda nesta topologia, duas principais
linhagens evolutivas foram reconstruidas em P. dawsoni e trés em P. hipoliti. As taxas evolutivas
obtidas pela analise de coalescéncia foram utilizadas na anélise Bayesiana de Coalescéncia Skyline
Plot (Figura 5) para o gene COIl. Os resultados para P. hipoliti sugerem uma expansdo do tamanho da
populacdo em torno de 60.000 mil anos, uma populacdo de tamanho constante para P. ascensionis e

para P. dawsoni uma expansao menos acentuada que em P. hipoliti.

Todas as espécies apresentaram populagdes com alta diversidade haplotipica (Hd > 0,5), variando entre
0,682 para P. ascensionis até 1 para P. hipoliti e diversidade nucleotidica de alta (x= > 0,005) a baixa
(r < 0,005) com o0 menor valor representado por P. ascensionis (= = 0,002) e 0 maior por populagdes
de P. hipoliti e P. dawsoni (= = 0,008) (Tabela 3). Os hapldtipos de Belize para a espécie P. hipoliti
foram os Unicos a ndo apresentar diversidade haplotipica igual a 1. Conforme esperado, P. ascensionis
apresentou diversidade haplotipica e nucleotidica menor que o valor para cada populacdo e também

que o valor total para a espécie brasileira e do Caribe.

Os resultados de diversidade genética para o Citb em P. dawsoni foram similares ao COl, incluindo os
haplotipos de Atol das Rocas que novamente apresentaram diversidade haplotipica igual a 1. Os locais
representados por apenas um individuo néo tiveram sua diversidade haplotipica calculada (P. dawsoni:

Jaseur, Rio Grande do Norte e Bahia; P. hipoliti: México e Venezuela).

Os testes de neutralidade apresentaram valores negativos para todas as espécies (Tabela 4) indicando
0 excesso no numero de alelos (D de Tajima) e a baixa frequéncia de polimorfismos (F de Fu). O maior
valor para F de Fu pertence a Bahamas (-0,664) e o menor valor a Fernando de Noronha (-6,945), e
para D de Tajima os valores variaram de -0,389 para Trinidad e Tobago (P. hipoliti) a -1,983 em
Ascensdo (P. ascensionis). O valor de D utilizando o Citb em P. dawsoni foi similar ao valor
encontrado no COIl. Para F de Fu, no entanto, o Citb apresentou valor maior se comparado ao COI,
sendo possivelmente um reflexo da maior estruturacao encontrada entre os Haplogrupos I e 11 descritos

a seguir.
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Tabela 3: Indices de diversidade haplotipica (Hd) e diversidade nucleotidica () para as espécies do Clado Atlantico nos genes COl e
Cith (para P. dawsoni). O numero de hapl6tipos (h) e de sitios polimoérficos (S) também foi determinado para cada local e espécie.

col Citb
N S h Hd T N S h Hd T
ES 8 10 7 0,964 0,007 10 18 8 0,933 0,006
S AR 5 10 5 1 0,008 8 18 8 1 0,011
=
= FN 13 12 9 0,910 0,007 12 23 11 0,985 0,009
o CAR 2 2 2 0,833 0,004 - - - - -
Total* 31 23 20 0,940 0,007 33 36 24 0,972 0,010
BAH 4 9 4 1 0,008
BLZ 15 19 9 0,876 0,006
= CUR 6 5 6 1 0,004
8 DOM 2 5 2 1 0,009
=
o PNM 7 8 7 1 0,005
TBG 4 7 4 1 0,007
Total* 45 93 28 0,944 0,019
S Ascensao 12 8 6 0,682 0,002
iz
3
@
o

ES: Espirito Santo, AR: Atol das Rocas, FN: Fernando de Noronha, CAR: Caribe, BAH: Bahamas, BLZ: Belize, CUR: Curagao, DOM:
Dominica, PNM: Panama, TBG: Trinidad e Tobago.

Tabela 4: Valores dos testes de neutralidade D de Tajima e F de Fu para as populac¢des de Priolepis dawsoni, P. hipoliti e P. ascensionis.

Os resultados considerados significativos (p<0,05) estdo identificados por asteriscos.

P. dawsoni

P. hipoliti

P. ascension.

col Citb

D p F p D p F p
ES -1,063 0,471  -5,574* 0,000 -1,37 0,007  -2,289 0,083
AR  -0596 0405 -1554 0,080 -0,3829 0,394  -3,115* 0,030
FN -0,746 0,239  -6,945* 0,000 -0,746 0,24  -6,945* 0,002
BAH -0,830 0,101 -0,664 0,181
BLZ -1,845* 0,022 -2,580 0,058
CUR -0,314 0,420 -4,260* 0,000
PNM  -0,656 0,318  -4,556* 0,001
TBG -0,389 0534 -0946 0,117
ASC -1,983* 0,006 -2,456* 0,018

ES: Espirito Santo, AR: Atol das Rocas, FN: Fernando de Noronha, CAR:

PNM: Panamd, TBG: Trinidad e Tobago, ASC: Ascensdo

Caribe, BAH: Bahamas, BLZ: Belize, CUR: Curacao,
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As redes haplotipicas (Figuras 6 e 7) ndo evidenciaram a presenca de estruturacdo geogréafica para as
espécies do Caribe (P. hipoliti) e Brasil (P. ascensionis foi coletada apenas em Ascenséo), no entanto,
os clados encontrados na topologia da &rvore de coalescéncia (Figura 5) para P. dawsoni se repetiram
com 0s mesmo espécimes nas redes haplotipicas e podem representar a existéncia de duas linhagens
evolutivas diferentes. Também foi possivel identificar o compartilhamento de haplétipos, em P.

dawsoni, dos espécimes encontrados no Caribe.



Figura 6: Relagdo hierdrquica entre haplétipos do gene COl em diferentes populagdes de (A) Priolepis hipoliti e (B) Priolepis ascensionis. Cada haplétipo esté representado por um circulo sendo este proporcional

a sua frequéncia. Cada traco simboliza a presenca de uma mutagdo separando dois haplétipos. Os circulos pretos pequenos representam hapl6tipos hipotéticos ndo amostrados. Os locais amostrados estdo
identificados nos mapas junto a rede haploétipica.

A B

@ Priolepis hipoliti

México
\ @ ‘\enezuela
| @ Bahamas

@ Belize
Dominica

@ cCuragao

@ Trinidad e Tobago
Genbank
Panama

Ly
LALAS
m Priolepis ascensionis
. Ascensdo
50
8
8 h 13 P. hipoliti MXC
8
P. hipoliti VNZ
18 5 ;
' Bah - dawsoni TBG P. dawsoni BR
\'»'ﬁ\ ahamas P. dawsoni BR
2

N 5 -, P. ascensionis




v Caribe

. 4

Figura 7: Relacdo hierarquica entre haplétipos de diferentes populacGes de Priolepis dawsoni para os genes (A) COl e (B) Citb. Cada haplétipo esté representado por um circulo sendo este

proporcional a sua frequéncia. O nimero de mutagdes que separam dois haplétipos equivale a cada trago ou nimero descrito acima dele. Os circulos pretos pequenos representam haplotipos 26

hipotéticos ndo amostrados. Os haplogrupos | e 11, destacados em cinza, correspondem as linhagens identificadas na filogenia da Figura 5.
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Estruturacdo genética em Priolepis dawsoni?

Os dois haplogrupos encontrados em P. dawsoni para o gene Citb sdo formados por haplétipos do ES,
AR, FN, BA e RN, evidenciando que mesmo individuos de locais distantes, como ES e FN, e de

habitats diferentes, i.e. ilhas vs. costa, sdo capazes de manter o fluxo génico entre suas populagdes.

O Fst de Wright (Tabela A1, Apéndice Il1) apresentou indicios de fluxo génico irrestrito entre quase
todas as localidades com exce¢do do monte Jaseur em relagcdo a Bahia e Rio Grande do Norte (Fst =
1) e entre Rio Grande do Norte e Bahia (Fst = 1). No entanto, o baixo nimero amostral para estas trés
regides (N = 1) diminui a confiabilidade dos resultados e pode ser responsavel pelo valor ndo
significativo (p > 0,05) para todos os resultados. Apesar disso, os locais com maior nimero amostral
(ES, FN e AR) apresentaram baixos valores de Fst (minimo de 0,0 e maximo de 0,01), corroborando

a hipotese de auséncia de barreiras a dispersao entre estes locais.

O agrupamento da SAMOVA para K = 2 (Figura 8 e Tabela 5) resultou na divisao entre o haplétipo
do monte Jaseur e os demais locais obtendo o maior valor encontrado para Fst (0,20). Estes valores,
no entanto, ndo foram significativos. Para K = 3, o valor de Fst encontrado (0,19) foi semelhante para

0 agrupamento de JS / RN+BA/ FN+AR+ES, mostrando-se dessa vez significativo para ¢ct (21,53).

Para comparar os resultados encontrados na SAMOVA com a estruturacdo entre o Haplogrupos | e Il
(ndo agrupados por regides) utilizamos a AMOVA para testar o fluxo génico entre 4 agrupamentos: 1)
entre ilhas e continente, 2) entre regido norte e sul e 3) entre os Haplogrupos | e Il e 4) entre todos 0s
locais. Os resultados (Tabela A2, Apéndice 111) mostraram que o agrupamento 3 (entre os Haplogrupos
I e 1) justificou aproximadamente 29% da variacao genética total (¢ct). O agrupamento 4 suportou o
fluxo génico irrestrito entre todas as localidades, uma vez que este agrupamento justificou apenas
0,75% da variagdo genética total (¢dct) e 99,25% da variagdo genética pode ser justificada pela variacdo

dentro das populagdes (¢st).



Figura 8: Agrupamentos obtidos pela
SAMOVA para o0s haplétipos de
Priolepis dawsoni de cada localidade.
As diferentes cores representam 0s
agrupamentos obtido para K =2, 3,4 e
5.
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K =2; Fst = 0,20

K=3;Fst=0,19

[ X
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Tabela 5: Valores de variagdo genética obtidos pela SAMOVA. O valor significativo (p<0,05) esta identificado por asterisco.

K  Composicao dos grupos oct @sc ost FST P(Fsc) P(Fst) P(Fct)
2 FN+AR+RN+BA+ES/JS 19.54 113 79.33 0.20 0.31 0,22 0.17

3  FN+AR+ES/RN+BA/JS 21.53* -230 80.78 0.19221 0.295 0.228 0.015*
4  FN/AR+RN+BAJES/JS  20.67 -16.47 95.79 0.04208 0,934 0.245 0.060
5 FN/AR/RN+BA/ES/JS 82.15 -78.61 96.46  0.035 1 0.23 0.061

ES: Espirito Santo; JS: monte submarino Jaseur (CVT); BA: Bahia; RN: Rio Grande do Norte; AR: Atol das Rocas; FN: Fernando de Noronha.

¢ct: diferenga genética entre os grupos; ¢sc: diferenga genética entre populages dentro dos grupos; ¢st: diferenca genética dentro das

populagdes.
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DISCUSSAO
Topologia

A topologia obtida para o gene COI se diferiu da apresentada por Thacker (2014) pela insercdo das
espécies da familia Butidae dentro de Gobionellidae, além do agrupamento de Odontobutidae em
Eleotridae. Para a analise concatenada, Lythrypnus néo foi recuperado junto ao clado de Priolepis e
Trimma. No entanto, todos 0s nds que apresentaram diferencas em relacdo a topologia de Thacker
(2014) ndo obtiveram bons valores de suporte, indicando incertezas nestas hipoteses de parentesco
como resposta, possivelmente, a auséncia de alguns genes na analise concatenada para algumas
espécies (ver Tabela Al do Apéndice I). As altas taxas evolutivas encontradas para Lythrypnus no
gene 12S, por exemplo, também podem ter interferido em seu estabelecimento no Grupo Priolepis,
indicando que analises acrescentando genes nucleares com menor taxa de mutagdo sdo necessarias

para estudos futuros.
Do Grupo ao género Priolepis

Bellwood et al. (2015) classificam a histdria evolutiva dos peixes recifais em seis principais fases que
se iniciam no Devoniano, com as primeiras evidéncias de interacdo entre recifes e peixes (Fases 1, 2 e
3), até o surgimento e evolucdo das linhagens modernas (Fases 4, 5 e 6). A origem estimada para a
familia Gobiidae (50 Ma; Thacker, 2015) ocorreu durante a Fase 4 em um periodo marcado pelo
surgimento e radiacdo de grande parte das comunidades recifais modernas como resultado
principalmente do aparecimento dos recifes tropicais (Belwood et al., 2015). Nesta fase, o hotspot de
biodiversidade recifal se concentrava a oeste de Tethys sendo extinto durante o seu evento terminal e
migrando para o Arquipélago Indo Australiano (AIA)® durante a Fase 5 (34-5 Ma) (Steininger & Rogl,
1984; Renema et al., 2008; Bellwood et al., 2015 ) que corresponde ao periodo de origem do Grupo
Priolepis. A primeira divergéncia deste clado h4 30-31 Ma resultou na divisdo entre a linhagem de
Lythrypnus e o ancestral comum a Trimma e Priolepis que se divergiu 4 milhdes de anos depois.
Conforme destacado por Thacker (2015), é preciso considerar que a extingdo de Tethys e
consequentemente das linhagens que foram ali originadas podem impedir o reconhecimento deste local
como centro de origem do Grupo Priolepis. Neste caso, 0s eventos de extingdo e migracdo com o fim
do hotspot de Tethys podem ter levado a divergéncia e origem das trés principais linhagens modernas

deste grupo. Periodos de origem similares sdo também encontrados para todos 0s outros

5 Compreende a area localizada entre as Filipinas, Indonésia e Nova Guiné. E também conhecida como Tridngulo do
Corais.
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Grupos/linhagens da familia Gobiidae cujos centros de origem est&o no Indo Pacifico e indico Oeste,
com excecdo da linhagem Gobiosomatini originada no Atlantico (Thacker, 2015). E possivel que neste
periodo a primeira divergéncia do Grupo Priolepis tenha originado a linhagem do Atlantico, hoje
representada por Lythrypnus, e a linhagem do Indo Pacifico, representada por Priolepis e Trimma.

Nossos resultados mostraram que a origem do género Priolepis ocorreu ha ~21 Ma no IP e, em
conjunto com os padrées biogeograficos do mesmo periodo, podem indicar o AIA como seu centro de
origem. Estes ambientes recifais foram responsaveis por promover reflgio para 0s grupos antes
presentes em Tethys funcionando assim como hopping hotspots ao permitir a sobrevivéncia e grande
diversificacao de peixes recifais mesmo em um periodo marcado por extingbes (Renema et al., 2008;
Cowman & Bellwood, 2011). O mesmo periodo de surgimento foi encontrado para Trimma e
Lythrypnus assim como para todas as familias usadas na calibracdo das analises do relégio molecular,
evidenciando a radiacdo de espécies recifais caracteristica deste periodo.

A formacéo do Clado Atlantico

As dispersfes usando a passagem de Tethys como rota foram sendo encerradas a medida que seu
fechamento gerava o aumento da salinidade do Mediterrdneo e caminhava para seu evento terminal ha
12 Ma (Sale, 2002;Steininger & Rdgl, 1984; Renema et al., 2008). Este evento vicariante ocorreu no
mesmo periodo em que o fim do fluxo génico entre AT e IP para Priolepis resultou na formacéo do
Clado Atlantico (hd ~13Ma). A sincronia entre estes episodios indica que este foi 0 agente responsavel
pelo fim da dispersdo entre as duas provincias e evidencia este local como principal rota usada por
Priolepis para chegar ao Atlantico. Tal hip6tese foi sugerida e suportada para outros grupos, como
Scaridae (Bellwood, 1994) e Labridae (Barber & Bellwood, 2005). Provavelmente, a direcdo destas
dispersdes era facilitada pela Corrente Circumtropical que corria em dire¢do a oeste justificando a
menor frequéncia de fluxos contrérios, i.e. do AT para o IP, e seguindo também a disperséo de larvas

a partir do hotspot do AlA.

Neste periodo, rotas alternativas utilizando o Pacifico Leste e o sul da Africa eram menos ocorrentes,
apesar de ja serem identificadas em outras linhagens recifais incluindo algumas da familia Gobiidae
como Glossogobius e Gobius (Thacker, 2015). Um cenério de dispersdo via o sul da Africa poderia
ser considerado se o periodo de divergéncia encontrado para as linhagens do AT e IP correspondesse
ao mesmo periodo de formagdo do complexo de Benguela (ha 2 Ma). Neste caso, alternancias de

efetividade durante as variagOes climaticas do Pleistoceno (Rocha et al., 2005) poderiam ser também
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encontradas. A passagem através do Pacifico Leste também parece improvavel ja que, para isso, o
fechamento do Istmo do Panaméa (c. 3,1 Ma) deveria ser o evento vicariante responsavel pela
divergéncia entre AT e IP. Somado a estas evidéncias temos ainda a auséncia do género Priolepis tanto
na costa do Pacifico Leste quanto na costa atlantica da Africa. A origem mais antiga de Priolepis
hipoliti (estimativa de 3,5 Ma para 0 TMRCA da espécie) também pode ser considerada uma evidéncia
do uso de Tethys como rota, uma vez que o Caribe era a regido mais acessivel do Atlantico Oeste para

receber dispersfes usando como transporte a Corrente Circumtropical.

Divergéncias dentro do Atlantico

Nossos resultados indicaram que apenas dois milhdes de anos ap6s a formacdo do Clado Atlantico o
género Priolepis sofreu nova divisdo dando origem as linhagens do Atlantico norte e sul ha c. 10,5
Ma. Este periodo corresponde a origem de formacdo da Barreira do Amazonas e acompanha 0s
mesmos periodos de divergéncia encontrados entre espécies irmas do Caribe e Brasil (Joyeux et al.,
2001; Rocha, 2003; Floeter et al., 2008), corroborando assim nossa hipoOtese de especiacdo por
vicariancia. Apesar da grande efetividade desta barreira durante o passado, em especial durante as
glaciagdes, seu atual estado poroso tem sido responsavel por contatos secundarios entre espécies irmas
(Joyeux et al., 2001; Rocha, 2003a; Floeter et al., 2008c; Pinheiro et al., 2018) e pode justificar como
sua pluma foi capaz de isolar as duas regides mas, hoje, permite a dispersdo de P. dawsoni para o

Caribe, conforme evidenciado em nossas filogenias.

Posteriormente, os estagios finais ao fechamento do Istmo do Panamé resultaram em abruptas
alteracdes no Atlantico em resposta ao fim do fluxo continuo entre Pacifico Leste e Atlantico.
Mudancas no deslocamento da Zona de Convergéncia Intertropical (ITCZ), salinidade superficial,
distribuicdo de nutrientes, circulagdo oceanica superficial e profunda e, principalmente, nas condi¢fes
climaticas, persistiram enquanto o equilibrio natural era reestabelecido (Haug et al., 2001). Como
resultado, muitas espécies recifais foram extintas ou diversificadas assim como ocorreu em Priolepis
com a divergéncia do AT sul (ha ~3,5 Ma) em duas novas linhagens: uma que posteriormente daria
origem a P. dawsoni e outra a P. ascensionis. A intensificacdo na circulacdo deste periodo pode
explicar eventos raros de dispersdo entre o Atlantico oeste e leste conforme sugerido para
Ophioblennus ha cerca de 4 Ma (Muss et al., 2001). Neste caso, a dispersdo teria se dado com a
intensificagdo da Contracorrente Equatorial permitindo a colonizagdo da costa Africana e,

posteriormente, das ilhas de Ascensédo e Santa Helena através da corrente de Benguela (Muss et al.,
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2001). Este cenario, no entanto, pode ser improvavel para Priolepis ja que estd ausente na costa oeste

da Africa. Nossos resultados evidenciam que a fonte de dispersao se deu a partir do Brasil.

A influéncia do IDP e variages climaticas na histria das espécies

H& c. 4 Ma, durante o final do Plioceno, os eventos que sucederam as mudanc¢as na dindmica
hidroldgica do Atlantico ocasionadas pelo fechamento do IDP (e que se intensificaram ha c. 5 Ma)
também resultaram na formacao de novas linhagens no AT norte (na linhagem de P. hipoliti — Figura
5) assim como ocorreu para o AT sul (citada no topico anterior). Outra semelhanca esta na origem das
trés espécies no Pleistoceno, época marcada por alternancia nos padrdes climaticos e variagGes
eustaticas do nivel do mar. Para este ultimo evento, a dificuldade em compreender a resposta das
populacdes para cada periodo (glacial e interglacial) esta em considerar que a margem de erro estimada
com o uso do relégio molecular € muito maior do que os intervalos entre os ciclos climéticos, que se
alternavam a cada 100 mil anos aproximadamente (Siddall et al., 2007). Apesar disso, padrbes
semelhantes de expansdo populacional, isolamento e/ou extin¢cdo combinados ao conhecimento sobre
o local de estudo podem nos ajudar a inferir como as populacdes responderam em cada condi¢éo
climatica. A influéncia destes eventos na histdria evolutiva das trés espécies estudadas é discutida a

sequir.

Priolepis hipoliti

A primeira divergéncia (c. 4 Ma) na linhagem que mais tarde daria origem a Priolepis hipoliti ocorreu
no mesmo periodo que grandes modificacGes impactavam a fauna recifal do Caribe. InUmeras espécies
de corais e moluscos foram extintas entre 4 a 1 Ma em resposta a queda na produtividade primaria
ocasionada pela diminuicdo da temperatura global (Jackson e Johnson, 2000). No entanto, a reacdo em
cadeia de eventos ecoldgicos que sucederam o fechamento do IDP foi tdo significativa que é dificil
determinar como cada espécie reagiu as mudancas da dindmica local (O’Dea et al., 2007). Para peixes
recifais como Priolepis, as principais consequéncias deste evento podem ter sido a modificacdo nos
padrdes de circulacéo e a glaciacdo do hemisfério norte que ocorreu entre 3,1 e 2,5 Ma® resultando na
diminuigdo do nivel do mar (Haug et al. 2001). Estes fendbmenos foram capazes de alterar a dispersdo
larval, isolar populagdes, extinguir habitats recifais e possivelmente, levaram a divergéncia encontrada
na linhagem do Atlantico norte.

Ap0s a formacdo de P. hipoliti hd ~2.5 Ma, as alternancias climéticas do Pleistoceno influenciaram a

histdria de suas populacdes justificando as evidéncias de expansao populacional recente e a existéncia

6 Esta data pode variar conforme o autor. Jackson e Johnson consideram que a glaciacdo do hemisfério norte teve inicio
ha 4 Ma.
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de duas principais linhagens dentro de P. hipoliti (encontradas na topologia do gene COI com suporte
maximo, Figura 5). As regressdes marinhas resultantes dos periodos glaciais culminaram na exposicao
de muitos ambientes recifais e consequente perda de habitat principalmente para espécies de aguas
rasas (Macieira et al., 2015), sendo a glaciacdo mais severa responsavel pela queda de 105-140 metros
no nivel do mar global (Lambeck et al., 2002; Siddall et al., 2007). Enquanto populacdes exclusivas
de ambientes rasos eram extintas, aquelas com tolerancia a ambientes mesofoticos, como P. hipoliti,
podem ter aumentado sua chance de sobrevivéncia. Com o retorno dos periodos transgressivos, areas
rasas podiam ser novamente criadas possibilitando a expansédo de suas popula¢des bem como ocorreu
em diversos outros grupos marinhos (Liu et al., 2006; He et al., 2010; Ibanez et al., 2011).

Uma questdo importante sobre os periodos regressivos € compreender a importancia das areas mais
profundas como zonas de refugio. O uso de ambientes profundos para gobideos do Caribe ocorreu
possivelmente como uma adaptacdo as condi¢des climaticas impostas pelos ciclos glaciais (Tornabene,
2016). A queda do nivel do mar resultou na ocupacao dos recifes mais profundos que, posteriormente,
foram abandonados durante as interglaciacdes permitindo que nichos vacantes pudessem ser ocupados
por espécies que, por exemplo, queriam evitar o estresse termal (Tornabene, 2016). Esta hipbtese é
eficiente em explicar como algumas linhagens originadas em &reas rasas foram derivadas em
grupos/espécies caracteristicos de recifes mais profundos, mas este ndo € o caso de P. hipoliti, que
possui distribuicdo desde areas mais rasas, mas com ocorréncias esporadicas em até 105 m de
profundidade. Para este caso existem duas possiveis resolucdes: i) apenas as populacdes de P. hipoliti
que ja viviam em zonas profundas sobreviveram ou ii) populacGes dos recifes rasos podiam dispersar
suas larvas para ambientes profundos. Ao considerar a primeira hipotese, esperamos encontrar
estruturacdo entre populacdes de aguas rasas e profundas, enquanto para a segunda, o fluxo génico
deve ser irrestrito entre diferentes profundidades. Dado a auséncia de informacbes sobre as
profundidades de coleta em P. hipoliti, a viabilidade da estruturacéo por profundidade foi discutida a

seguir para P. dawsoni.

Priolepis dawsoni

A expanséo populacional evidenciada em P. dawsoni pode ter ocorrido pela mesma influéncia das
variagOes climéticas que afetaram a especie do Caribe: diminui¢do da populagdo apds a reducdo de
habitats rasos durante glaciacGes e expansdo populacional durante as interglaciacfes. A tolerancia
dessa espécie a diferentes profundidades e composigdes recifais também nos permite inferir que esta
pode ter se beneficiado dos recifes mesofoticos para sobreviver. A diferenca, no entanto, pode estar
nas populacdes da CVT, onde os eventos de glaciacéo e interglaciacéo tiveram efeitos contrarios das

populagdes costeiras (Pinheiro et al., 2017). Durante as exposicOes recifais que ocorreram nas
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glaciagBes 0s montes submarinos tornaram-se emersos e permitiram a criacao de novas areas rasas ao
seu redor, facilitando as dispersdes ao longo da cadeia de montanhas para espécies de aguas rasas
conforme sugerido pelo modelo de stepping stones (Ludt e Rocha, 2015; Simon, 2014; Pinheiro et al.,
2017; Macieira et al. 2015). Com a volta dos periodos interglaciais os montes foram novamente
submergidos, extinguindo as areas rasas, bem como populacdes, e restringindo novamente o fluxo
génico entre os montes, a costa e as ilhas de Trindade e Martin Vaz (Simon, 2014; Pinheiro et al.,
2017). Neste caso, o carater ciclico de aumento e diminuicdo do nivel do mar determina ora o
isolamento dos montes, permitindo a diversificacdo das espécies, ora a volta da conectividade entre
eles, ocasionando o contato secundario entre as linhagens formadas e, por vezes, impedindo que estas
venham a se tornar novas espécies (Simon, 2014; Pinheiro et al., 2017). A intermiténcia nessa
conectividade pode variar também em funcdo da ecologia de cada espécie. Aquelas exclusivas de
recifes mesoféticos tendem a ter seu fluxo génico restringido em periodos glaciais, ao contrario de
espécies exclusiva de recifes rasos. Mas como avaliar a conectividade daquelas espécies adaptadas a
ambos 0s ambientes? O primeiro passo estd em reconhecer se espécimes de recifes rasos e profundos
constituem mesma populacdo. Para Priolepis dawsoni, o individuo do monte Jaseur, o Unico coletado
em recifes mesoféticos (65 m), justificou 20% da divergéncia genética encontrada dentro da espécie.
Para Pinheiro (2016), a divergéncia de populacdes da CVT pode ser o resultado do surgimento das
adaptacdes aos recifes mesofoéticos. No entanto, o valor de divergéncia encontrado ainda é pequeno
dado a grande diversidade genética da espécie e o nUmero amostral é insuficiente para determinar se
existe ou ndo estruturagdo entre ambos os ambientes.

Para os espécimes de P. dawsoni encontrados no Caribe poderiamos presumir que a formacdo dos
corredores do Amazonas em periodos transgressivos deveria caminhar junto com a expansao da sua
populacdo, no entanto, o nimero amostral foi insuficiente para avaliar esta hipotese. Adicionalmente,
notamos que os individuos do Caribe correspondem a linhagens diferentes (representadas pelo
Haplogrupo 1 e 2), um indicio de que sdo resultados de diferentes eventos dispersivos representados
por distintos periodos interglaciais. Neste caso, este agrupamento também sugere que as duas linhagens
de P. dawsoni foram formadas em decorréncia das variagdes glacio-eustaticas uma vez que ocorrem
junto com as duas diferentes linhagens do Caribe.

Para Priolepis, a alternancia na efetividade da BAM funciona como agente vicariante em periodos
regressivos, impedindo o fluxo entre Caribe e Brasil, mas durante periodos transgressivos permite
dispersdes esporadicas. Podemos entdo esperar que a cada glaciagdo uma nova linhagem seja originada
pelo menos para o Caribe. A comprovacdo de individuos de P. dawsoni em Dominica e Trinidad e
Tobago levam também a interessante discussao sobre o estabelecimento dessa espécie como endémica

do Brasil no estudo de Pinheiro et al. (2018). A coleta de dois individuos usados neste trabalho
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somados a descri¢do de Rocha, é um indicio de que a disperséo de P. dawsoni para o Caribe é suficiente
para permitir o estabelecimento de populagdes neste local, excluindo assim seu status de endémico do

Brasil.

Para as outras populagdes de P. dawsoni analisadas, o fluxo génico parece ser irrestrito, uma vez que
ndo foram identificados sinais de estruturacdo entre locais distantes (como Espirito Santo e Fernando
de Noronha) ou entre ilhas e a costa, descartando assim a presenca de isolamento por distancia e
existéncia de espécies cripticas nas ilhas. A explicacdo para essa grande capacidade de disperséo pode
estar no habito generalista da espécie assim como no tempo de duracéo larval. Apesar de ndo existirem
dados publicados sobre o periodo de retencdo larval (PLD) de Priolepis, um alto valor, seguindo o
padrdo de Gobiidae (Patzner, 2012), pode facilitar o fluxo génico entre regides distantes. No entanto,
mesmo espécies com longos periodos de retencdo larval podem apresentar forte estruturacéo
geogréafica como verificado para Elacatinus evelynae, indicando que o entendimento sobre a ecologia
de uma espécie se faz necessario para compreender sua capacidade de dispersao (Taylor e Helbert,
2004). Estudos de filogeografia comparativa podem ser uma interessante abordagem para compreender

melhor a capacidade de dispersao de P. dawsoni.
Priolepis ascensionis

A nossa hipoétese inicial incluia o Brasil como fonte de dispersdo para colonizacdo das ilhas de
Ascensao e Santa Helena seguido por um efeito fundador como resposta a especiacdo peripatrica.
Conforme esperado, P. ascensionis apresentou valor de diversidade significativamente menor quando
comparado a todas as outras populagdes analisadas dentro de P. dawsoni e P. hipoliti suportando assim,
a nossa hipotese. Esta foi também a (nica espécie a ndo apresentar evidéncias de expansao
populacional no Skyline Plot. Estes resultados podem indicar menor tamanho populacional e,
considerando a maior atuacdo da deriva génica em populagbes pequenas, indicam a maior
vulnerabilidade dessa espécie a anomalias ambientais se comparada as suas espécies irmas P. dawsoni
e P. hipoliti que possuem diversidade genética alta e, consequentemente, maior capacidade de
adaptaco. E interessante ressaltar que, apesar do menor valor de diversidade genética encontrado, os

valores de diversidade haplotipica ainda podem ser considerados altos.

As relagOes hierarquicas da rede haplotipica para o gene Citb em P. dawsoni indicam que a disperséo
para Ascensdo ocorreu a partir de um ancestral presente no Brasil. A presenca do individuo mais
divergente da espécie irma (haplotipo de Jaseur) proximo a P. ascensionis, pode ser uma evidéncia de

que a ocupacdo dos montes submarinos da CVT pode ter favorecido o isolamento e
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diversificacdo dessa populacdo ancestral. Estes individuos que alcancaram as ilhas meso-atlanticas
levaram genes que podem ter causado variacdes na populagéo e que se fixaram apos algumas geragoes
até que uma nova espécie fosse formada, neste caso, P. ascensionis (h4 1,5 Ma). O periodo de
divergéncia entre as linhagens do Brasil e Ascensdo (3,5 Ma) corresponde ao periodo de i) formacao
da Ilha da Trindade, ii) do fechamento do Istmo do Panama e iii) da glaciacdo do hemisfério norte. O
surgimento da llha da Trindade pode estar associado a expansao das populacGes presentes nos montes
submarinos da CVT facilitando as dispersdes para a ilhas meso-atlanticas. Ao mesmo tempo, a criagdo
de éreas rasas ao longo dos montes submarinos somada & intensificacdo da circulagdo no Atlantico
também pode ter facilitado esta dispersdo, visto que a CVT se encontra em latitude proxima a Santa
Helena e € um dos pontos do Brasil mais proximos de Ascensdo. A auséncia de informacdes sobre a
paleoceanografia do Atlantico sul limita, no entanto, nossa compreensédo sobre os padrbes de
circulacao do Atlantico sul neste periodo de instabilidade. Atualmente, o Giro Subtropical do Atlantico
Sul é formado por correntes superficiais que se limitam ao sul pela Corrente Circumpolar Antartica e
ao norte pelo sistema de correntes equatoriais, interligando o lado leste e oeste em sentido anti-horéario
(giro anticiclonico) (Peterson e Stramma, 1991; Servino, 2014). Utilizando os atuais padrdes de
circulacao superficial, o cenario de dispersdo do Brasil para Santa Helena/Ascensdo poderia seguir o
fluxo da Corrente do Brasil que se estende até, no maximo, 46°S onde passa a fluir em direcdo a leste
formando a Corrente do Atlantico Sul até chegar no continente Africano. Este percurso resultaria em
longos periodos de dispersdo e condi¢Oes adversas de sobrevivéncia para as larvas como as aguas mais
frias que caracterizam a Corrente das Malvinas e a Corrente das Agulhas na Africa. Caso o transporte
mais lento que caracteriza a borda oeste do Atlantico sul tenha se intensificado, 0 aumento no
transporte destas correntes superficiais pode ter facilitado as dispersées entre a CVT ou a costa e estas
ilhas. ModificacGes na circulagdo do Atlantico em funcdo das anomalias causadas pelo ENOS também
sdo responsaveis por excecdes nos eventos de dispersdo (Philander, 2008) e podem favorecer o fluxo
génico através da BMA (Joyeux et al., 2001), no entanto, se este fosse o caso para Priolepis, eventos

de sobreposicdo e/ou contato secundario seriam ocorrentes.

Estes resultados abrem ainda novos questionamentos sobre a historia demogréafica dessas espécies e
também sobre o papel da CVT na exportagdo de bidiversidade do Atlantico. Quais séo os fatores
preponderantes para a grande capacidade de dispersdo destas espécies? Existe estruturacdo genética
entre populacfes dos recifes mesoféticos e foticos? Qual a relagdo entre a CVT e as ilhas meso-
atlanticas? As respostas para essas perguntas podem acrescentar conhecimento ndo apenas ao
entendimento das espécies aqui estudadas, como também, ao entendimento sobre a biogeografia e

padrdes evolutivos encontrados em peixes criptobenténicos.
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CONCLUSOES

No presente trabalho os caminhos evolutivos percorridos pelo género Priolepis no Atlantico
mostraram ser direcionados principalmente por eventos geoldgicos e climaticos destacando a
importancia das especiacOes alopatricas para formacao da biodiversidade recifal. Sua historia evolutiva
se inicia com o fechamento da passagem de Tethys resultando no isolamento e origem do Clado
Atlantico. Apenas dois milhGes de anos depois, a formacdo da barreira do Amazonas dividiu as
linhagens do Atlantico norte e sul, corroborando nossa hipdtese inicial de especiacdo alopétrica por
vicariancia. A hipotese de especiacdo alopatrica peripatrica para Ascensao também foi corroborada e
o melhor cenario para explicar a origem de P. ascensionis é a dispersdo a partir do Brasil com
evidéncias de que a CVT pode ter participado deste processo. As analises filogeograficas e
demograficas sugerem que a histdria evolutiva das populagdes estudadas foi influenciada pelas
variagcOes climaticas do Pleistoceno e que o habito generalista destas pode facilitar a dispersao entre
regibes distantes e ambientes diferentes. Os altos valores de diversidade encontrados em todas as
espécies evidenciaram seu elevado tamanho populacional e variabilidade genética, justificando a maior
capacidade de adaptacdo que possibilitou sua sobrevivéncia mesmo durante as exposi¢des dos recifes
e perda de habitats ocasionadas durante as glaciacdes. Por fim, destacamos que o status de P. dawsoni

como endémica do Brasil precisa ser revisado.
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Tabela 1: Amostras usadas para as analises filogenéticas. As amostras ndo publicadas e provenientes

de colegdes estdo identificadas pelo seu voucher, enquanto as amostras disponiveis em plataformas

online foram identificadas por seu numero de acesso. Individuos com todo genoma mitocondrial

disponivel foram utilizadas para todos os genes.

Espécie COl CITB 12S ND2 Referéncia

Priolepis dawsoni 2 2 2 2 CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES2813 CIUFES2813 CIUFES2813 - CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES2744 CIUFES2744 CIUFES2744 CIUFES 2744 CIUFES

Priolepis ascensionis - DRR2052 - - Smithsonian Institute
Priolepis ascensionis - DRR2053 - Smithsonian Institute @
Priolepis ascensionis DRRA2386-12 - - - Smithsonian Institute @
Priolepis ascensionis DRRA3186-12 - - - Smithsonian Institute
Priolepis ascensionis DRRA1885-12 - - - Smithsonian Institute @
Priolepis hipoliti 46 46 - - CIUFES

Priolepis hipoliti - JX024765 1X024857 1X024780 Maxfield, 2012
Priolepis hipoliti TOBA147-09 - - - Smithsonian Institute
Priolepis hipoliti BAHA043-08 - - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti CURA305-09 - - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti LIDM966-07 - - - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis inhaca LIFS493 - - - Steinke et al., ndo publicado
Priolepis inhaca MBFA378-07 - - - Hubert et al., 2012
Priolepis cincta JOoD189 - - - Al-Rshaidat et al., 2016
Priolepis cincta SBF391 - - - Hubert et al., 2012
Priolepis cincta RESIC695 - - -

Ptiolepis squamogena MBFA358 - - - Hubert et al., 2012
Priolepis semidoliata MBFA157 - - - Hubert et al., 2012
Priolepis compita MBFA097 - - - Hubert et al., 2012
Priolepis ailina MBFA814-07 - - - Hubert et al., 2012
Priolepis triops MBFA897-07 - - - Hubert et al., 2012
Trimma benjamini RWTRMO025-09 JX024764 JX024856 1X024779 Maxfield, 2012

Trimma flammeum HQS909500 - - HQ909597 Thacker et al, 2011
Lythrypnus zebra - JX024777 JX024884 JX024804 Maxfield et al 2012
Lythrypnus zebra ANGBF1231-12 - - -

Lythrypnus brasiliensis - JX024771 JX024873 JX024793 Maxfield et al, 2012
Lythrypnus dalli HQ909475 - - HQ909578 Thacker et al, 2011
Lophogobius cyprinoides - KF415606 KF415410 - Agorreta, 2013
Bathygobius cocosensis MG704838 Genoma completo Evans

Asterropteryx semipunctata - KF415506 KF415309 - Agorreta et al, 2013
Asterropteryx semipunctata AF391377 - - AF391521 Thacker, 2001

Nemateleotris decora

NC_029744 Genoma completo

Wang et al, 2015
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Siphamia tubulata AB890105 - AB889672 - Miya e Sado, 2015
Fowleria aurita EU381028 EU380973 EU381008 Thacker, 2009
Archamia fucata EU381022 EU380959 EU381002 Thacker, 2009
Pristiapogon exostigma EU381026 EU380960 EU381006 Thacker, 2009
Apogon semilineatus NC_022510 Genoma completo Miya et al, 2013
Mugilogobius myxodermus NC_036070 Genoma completo Cai et al, 2017
Scartelaos histophorus JQ654459 Genoma completo Quan et al., 2012
Stiphodon alcedo NC_018054 Genoma completo Maeda et al, 2011
Acanthogobius hasta AY486321 Genoma completo Dong et al., 2014
Bostrychus sinensis NC_017880 Genoma completo Xu et al., ndo publicado
Butis butis AY722180 AY722377 Thacker, 2005

Butis butis KF415524 KF415325 Agorreta et al. 2013

Eleotris picta

NC_036226 Genoma completo

Alda ndo publicado

Mogurnda adspersa

NC_024058 Genoma completo

Perini et al., 2014

Odontobutis potamophila

KF874495 Genoma completo

Li et al., ndo publicado

Gazza minuta

NC_026232 Genoma completo

Miya, 2007

Kurtus gulliveri

NC_022477 Genoma completo

Miya, 2013

(1) Doagdo do DNA extraido; (2) Doagdo da sequéncia genética

Tabela 2: Amostras para as analises de filogeografia e demografia. Apenas espécimes de Priolepis

dawsoni possuem registros sobre as profundidades de coleta. A identificacdo de cada individuo (ID)

representa 0 seu numero de registro (voucher) na colecdo (para o CIUFES e Smithsonian) ou no

sistema Barcode of Life e Genbank.

Espécie ID Local COl Citb Profund. (m) Referéncia

Priolepis hipoliti BAHA042-08 Bahamas X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti BAHA043-08 Bahamas X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti BAHA044-08 Bahamas X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti BAHA045-08 Bahamas X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti BZLWA123-06 Belize X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti BZLWA160-06 Belize X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti BZLWBO004-06 Belize X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti BZLWB129-06 Belize X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti BZLWB130-06 Belize X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti BZLWC345-06 Belize X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti BZLWD498-08 Belize X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti BZLWE302-08 Belize X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti BZLWE350-08 Belize X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti BZLWE395-08 Belize X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti CURA056-09 Curacao X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti CURA057-09 Curacao X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti CURA058-09 Curacao X - - Weigt et al., 2012
Priolepis hipoliti CURA305-09 Curagao X - - Weigt et al., 2012
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Priolepis hipoliti CURA306-09 Curagao - Weigt et al., 2012

Priolepis hipoliti CURA347-09 Curagao - Weigt et al., 2012

Priolepis hipoliti GBGCA1925-13 - - Thacker et al., 2011

Priolepis hipoliti GBGCA1926-13 - - Thacker et al., 2011

Priolepis hipoliti GBGCA4598-13 - - Thacker et al., 2011

Priolepis hipoliti CIUFES 3106 - 46 Venezuela - CIUFES

Priolepis hipoliti LIDM644-07 Belize - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis hipoliti LIDM858-07 Panama - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis hipoliti LIDM859-07 Panama - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis hipoliti LIDM860-07 Panama - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis hipoliti LIDM868-07 Panama - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis hipoliti LIDM957-07 Panama - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis hipoliti LIDM958-07 Panama - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis hipoliti LIDM959-07 Panama - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis hipoliti LIDM966-07 Belize - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis hipoliti LIDM967-07 Belize - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis hipoliti LIDM968-07 Belize - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis hipoliti LIDM365-07 Belize - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis hipoliti LIDM705-11 Dominica - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis hipoliti LIDMA842-11 Dominica - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis hipoliti MXIV161-10 México - El Colegio de la Frontera Sul (ECOSUR)
Priolepis hipoliti TOBA147-09 Trinidad e Tobago - Smithsonian Institute
Priolepis hipoliti TOBA148-09 Trinidad e Tobago - Smithsonian Institute
Priolepis hipoliti TOBA149-09 Trinidad e Tobago - Smithsonian Institute
Priolepis hipoliti TOBA334-09 Trinidad e Tobago - Smithsonian Institute
Priolepis dawsoni TOBA335-09 Trinidad e Tobago - Smithsonian Institute
Priolepis dawsoni LIDMA719 Dominica - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis dawsoni LIDM298-07 FN - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis dawsoni LIDM108-07 FN - Research Collection of Benjamin Victor
Priolepis dawsoni ndo tombado -1 ES 10 CIUFES

Priolepis dawsoni ndo tombado -2 ES 10 CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2356 -3 ES 15 CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2734 -4 AR 1 CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2744 -5 AR 1 CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2744 -6 AR 1 CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2744 -7 AR 1 CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2744 -8 AR 1 CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2744 -9 AR 1 CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2744 -10 AR 1 CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2802 - 12 AR 1 CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2813 - 14 RN - CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2813 -17 RN - CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2813 -19 RN - CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2523 -20 FN 15-30 CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2500 - 21 FN 15-30 CIUFES

Priolepis dawsoni CIUFES 2545 - 22 FN 15-30 CIUFES
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Priolepis dawsoni CIUFES 2545 - 23 FN 15-30 CIUFES
Priolepis dawsoni CIUFES 2545 - 25 FN 15-30 CIUFES
Priolepis dawsoni CIUFES 2545 - 28 FN 15-30 CIUFES
Priolepis dawsoni CIUFES 2545 -29 FN 15-30 CIUFES
Priolepis dawsoni CIUFES 2545 -30 FN 15-30 CIUFES
Priolepis dawsoni CIUFES 2559 - 34 FN 15-30 CIUFES
Priolepis dawsoni CIUFES 2559 - 35 FN 15-30 CIUFES
Priolepis dawsoni CIUFES 2527 - 36 FN 15-30 CIUFES
Priolepis dawsoni CIUFES 2527 - 37 FN 15-30 CIUFES
Priolepis dawsoni CIUFES 2541 - 38 FN 15-30 CIUFES
Priolepis dawsoni CIUFES 2193 -39 IS 65 CIUFES
Priolepis dawsoni CIUFES 1573 -41 TR 15 CIUFES
Priolepis dawsoni CIUFES 2407 - 43 ES - CIUFES
Priolepis dawsoni CIUFES 3296 - 44 BA 10 CIUFES
Priolepis ascensionis DRRA1676-12 Ascensdo - Smithsonian Institute
Priolepis ascensionis DRRA1677-12 Ascensdo - Smithsonian Institute
Priolepis ascensionis DRRA1678-12 Ascensdo - Smithsonian Institute
Priolepis ascensionis DRRA1881-12 Ascensdo - Smithsonian Institute
Priolepis ascensionis DRRA1882-12 Ascensdo - Smithsonian Institute
Priolepis ascensionis DRRA1883-12 Ascensdo - Smithsonian Institute
Priolepis ascensionis DRRA1884-12 Ascensdo - Smithsonian Institute
Priolepis ascensionis DRRA1885-12 Ascensdo - Smithsonian Institute
Priolepis ascensionis DRRA1886-12 Ascensdo - Smithsonian Institute
Priolepis ascensionis DRRA1972-12 Ascensdo - Smithsonian Institute
Priolepis ascensionis DRRA2386-12 Ascensdo - Smithsonian Institute
Priolepis ascensionis DRRA3186-12 Ascensdo - Smithsonian Institute
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Tabela Al: Matriz de divergéncia genética calculada a partir da distancia-p ndo corrigida para o gene ND2. O nome das espécies foi abreviado
pelo seu acrénimo. Os valores em verde representam as espécies do Grupo Priolepis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1 Pridaw
2 Prihip 20,1%
3 Tribem 29,2% 30,2%
4 Trifla 30,4% 32,3% 20,9%
5 Lytbra 34,4% 34,8% 32,6% 34,0%
6 Lytdal 345% 335% 355% 34,5% 29,4%
7 Lytzeb 353% 33,7% 343% 323% 24,7% 25,6%
8 Fow aur 339% 351% 31,2% 32,1% 35,0% 357% 38,7%
9 Buthut 284% 29,1% 27,8% 265% 31,8% 30,2% 31,3% 30,6%
10 Astsem 26,0% 28,6% 258% 23,1% 32,8% 30,8% 335% 27,6% 24,7%
11 Arc fuc 339% 357% 36,1% 33,9% 356% 349% 37,3% 24,9% 30,9% 29,6%
12 Priexo 33,9% 36,3% 33,3% 31,8% 34,0% 355% 34,7% 243% 322% 292% 23,7%
13 Mog ads 29,4% 30,0% 27,6% 282% 31,4% 29,8% 33,9% 30,6% 232% 250% 33,1% 31,6%
14 Aposem  36,1% 36,1% 32,5% 32,1% 31,8% 34,7% 353% 252% 335% 31,2% 239% 20,9% 32,7%
15 Stialc 30,6% 30,8% 31,0 29,6% 358% 30,6% 325% 30,2% 263% 266% 318% 32,1% 256% 34,1%
16 Bossin 27,6% 25,6% 28,2% 256% 32,0% 29,8% 32,7% 264% 21,0% 20,7% 30,0% 27,8% 219% 29,4% 254%
17 Batcoc 335% 31,4% 30,0% 29,2% 31,8% 33,7% 32,3% 30,2% 29,3% 26,8% 351% 32,1% 32,0% 31,8% 31,4% 26,0%
18 Ele pic 27,6% 31,4% 27,2% 27,0% 33,0% 32,0% 335% 282% 245% 22,3% 30,8% 28,0% 20,7% 29,8% 262% 20,3% 28,0%
19 Mugmix  31,0% 32,3% 31,8% 29,0% 34,6% 31,4% 33,1% 29,0% 254% 258% 30,0% 31,0% 254% 32,1% 254% 22,1% 29,6% 25,0%
20 Memdec 27,2% 27,8% 26,4% 27,4% 31,0% 30,4% 33,1% 272% 24,9% 225% 30,6% 27,4% 252% 29,0% 26,6% 21,3% 27,0% 225% 25,0%
21 Odo pot 30,0% 30,8% 30,2% 258% 34,4% 345% 351% 31,2% 258% 264% 329% 31,6% 26,0% 33,3% 30,0% 249% 31,8% 256% 27,0% 27,6%
22 Scahis 30,4% 31,0% 31,4% 30,2% 34,4% 30,6% 345% 31,0 254% 256% 33,1% 32,3% 256% 343% 268% 24,1% 29,0% 256% 231% 27,0% 31,6%
23 Acahas 36,7% 39,4% 36,5% 359% 392% 381% 404% 34,9% 33,7% 343% 36,7% 36,7% 357% 365% 349% 325% 357% 351% 32,7% 32,1% 355% 33,1%
24  Gaz min 33,7% 355% 34,1% 33,9% 39,0% 37,9% 37,3% 359% 29,1% 335% 365% 353% 30,6% 34,1% 331% 29,8% 359% 31,8% 292% 335% 312% 32,9% 36,7%
25 Kur gul 33,1% 33,7% 28,8% 27,8% 36,0% 345% 32,7% 282% 258% 252% 335% 292% 256% 30,6% 29,2% 23,9% 29,4% 24,7% 24,9% 29,8% 258% 282% 35,1% 28,2%




Tabela A2: Matriz de divergéncia genética calculada a partir da distancia-p ndo corrigida para o gene 12S. O nome das espécies foi abreviado

pelo seu acrénimo. Os valores em verde representam as espécies do Grupo Priolepis.
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1 Pridaw
2 Prihip 3,3%
3 Tribem 20,6%  20,4%
4 Lytbra 21,9% 22,1% 27,6%
5 Lytzeb 231% 226% 255% 17,8%
6 Butbut 16,9% 16,4% 23,7% 25,6%  25,0%
7 Astsem 12,6% 112% 215% 231% 259% 13,6%
8 Mog ads 153% 154% 218% 23,7% 243% 12,0% 9,6%
9 Aposem 192% 18,7% 248% 288% 27,1% 17,2% 156% 156%
10 Stialc 153% 154% 215% 24,0% 234% 11,1% 11,1% 102% 17,7%
11 Bossin 135% 139% 236% 249% 265% 102% 11,7% 11,7% 16,8% 12,0%
12 Batcoc 15,7% 16,1% 249% 26,8% 26,9% 151% 13,6% 13,6% 175% 151% 16,6%
13 Ele pic 147% 148% 22,7% 249% 23,7% 12,0% 10,5% 6,9% 159% 114% 11,1% 12,3%
14 Mug mix 153% 157% 23,0% 249% 234% 148% 129% 132% 17,4% 8,7% 129% 18,1% 132%
15 Mem dec 12,6% 124% 20,3% 243% 246% 14,2% 6,9% 102% 165% 11,1% 11,4% 13,6% 9,9%  13,5%
16 Odo pot 18,9% 18,7% 255% 26,4% 27,7% 16,3% 153% 12,0% 204% 162% 16,2% 19,0% 132% 156% 159%
17 Scahis 15,0% 14,8% 20,9% 252% 24,3% 93% 11,4% 10,8% 16,5% 57% 11,7% 15,4% 9,9% 99% 10,8% 15,3%
18 Aca has 14,7% 16,0% 248% 240% 249% 133% 129% 129% 186% 120% 135% 154% 135% 11,1% 123% 17,1% 11,1%
19 Siptub 213% 20,7% 275% 265% 258% 21,3% 18,1% 213% 139% 199% 22,0% 21,7% 195% 18,1% 185% 258% 21,6% 19,9%
20 Lopcyp 13,0% 13,1% 238% 23,0% 245% 179% 157% 16,9% 199% 175% 148% 16,1% 184% 16,6% 157% 21,8% 18,1% 16,9% 23,2%
21 Gaz min 21,7% 212% 258% 289% 31,6% 20,8% 202% 175% 22,6% 19,9% 193% 205% 16,6% 21,4% 181% 172% 19,6% 22,6% 26,6% 23,0%
22 Kur gul 178% 182% 249% 271% 250% 169% 157% 133% 205% 184% 175% 172% 133% 199% 169% 169% 16,9% 187% 269% 233% 21,8%
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Tabela A3: Matriz de divergéncia genética calculada a partir da distancia-p ndo corrigida para o gene Cith. O nome das espécies foi abreviado
pelo seu acrénimo. Os valores em verde representam as espécies do Grupo Priolepis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1 Pridaw
2 Prihip 15,0%
3 Priasc 11,9% 13,8%
4 Tri bem 21,7% 23,9% 20,8%
5 Lytbra 20,1% 20,8% 18,6% 24,5%
6 Lytzeb 229% 229% 21,4% 232% 20,8%
7 Fow aur 205% 21,4% 21,4% 229% 23,9% 24,2%
8 Butbut 19,0% 17,4% 18,0% 23,9% 23,0% 242% 22,3%
9 Astsem 20,2% 19,6% 20,8% 24,8% 22,3% 257% 205% 19,9%
10 Arc fuc 22,0% 193% 17,7% 235% 23,6% 251% 19,0% 232% 21,1%
11 Priexo 205% 21,1% 193% 245% 239% 251% 16,8% 19,0% 19,9% 16,5%
12 Mogads 202% 19,0% 21,7% 22,9% 24,8% 263% 19,0% 20,8% 22,3% 21,4% 19,3%
13 Aposem  229% 21,7% 193% 245% 242% 257% 18,0% 21,4% 24,8% 19,0% 165% 21,7%
14 Stialc 19,6% 19,0% 18,0% 20,8% 23,6% 22,0% 19,3% 187% 21,1% 19,3% 18,0% 20,8% 20,5%
15 Bossin 19,0% 174% 17,4% 21,7% 233% 239% 20,8% 16,8% 190% 20,5% 19,6% 18,7% 23,2% 20,8%
16 Bat coc 22,0% 19,9% 21,7% 248% 21,7% 242% 22,6% 193% 19,9% 20,8% 18,7% 21,7% 22,6% 19,6% 18,0%
17 Ele pic 21,7% 19,9% 202% 22,6% 258% 257% 21,1% 183% 202% 19,3% 19,0% 20,8% 193% 18,7% 183% 18,3%
18 Mugmix 16,5% 18,7% 153% 21,4% 21,4% 18,7% 211% 21,4% 183% 20,8% 22,6% 20,5% 23,5% 17,7% 183% 22,3% 19,6%
19 Nemdec 20,2% 20,2% 19,0% 22,0% 22,6% 235% 183% 202% 205% 21,1% 171% 223% 214% 183% 220% 17,4% 19,6% 21,7%
20 Odo pot 21,7% 232% 229% 239% 252% 28,1% 23,5% 20,2% 22,0% 223% 21,7% 21,1% 245% 21,1% 205% 24,8% 223% 22,0% 21,4%
21 Scahis 19,6% 20,8% 17,7% 205% 21,7% 21,1% 21,1% 193% 22,9% 205% 202% 21,7% 19,6% 193% 19,6% 19,0% 22,0% 17,7% 19,9% 23,2%
22 Acahas 20,8% 19,3% 17,1% 193% 24,8% 22,6% 208% 187% 17,7% 19,3% 19,9% 18,7% 22,0% 199% 187% 21,1% 21,1% 187% 19,9% 235% 20,8%
23 Lopcyp 199% 20,2% 17,4% 21,4% 211% 214% 19,6% 19,3% 22,6% 20,8% 20,5% 20,2% 20,5% 19,0% 17,1% 19,6% 19,9% 19,0% 22,0% 22,0% 19,0% 21,4%
24 Gazmin  23,9% 22,0% 22,6% 242% 245% 254% 21,7% 22,6% 223% 223% 245% 22,9% 232% 21,1% 190% 232% 23,9% 22,3% 22,6% 205% 22,6% 20,8% 23,2%
25 Kur gul 187% 199% 180% 220% 214% 235% 17,7% 180% 21,1% 196% 205% 202% 199% 220% 165% 22,6% 223% 19,6% 211% 21,1% 202% 21,7% 171% 211%
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Tabela A4: Matriz de divergéncia genética calculada a partir da distancia-p ndo corrigida para o gene COI utilizando apenas espécies do Grupo
Priolepis. O nome das espécies foi abreviado pelo seu acrénimo. Os valores destacados representam as distancias intraespecificas das espécies do

Atlantico.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1 Pridaw 0,7%
2 Prihip 15,6% 0,6%
3 Priasc 7,9% 15,0% 0,2%
4 Priinh 16,1% 17,3% 14,1%
5 Pricin 17,0% 17,0% 15,6% 16,3%
6 Pricom 20,3% 20,6% 18,7% 18,2% 18,3%
7 Prisem 20,2% 18,7% 17,9% 17,6% 18,7% 13,7%
8 Prisqu 17,1% 16,3% 15,7% 17,9% 12,4% 18,1% 18,7%
9 Pritri 17,3% 19,6% 16,5% 16,9% 155% 16,5% 19,9% 16,1%
10 Priail 17,7% 18,0% 17,5% 19,7% 16,9% 18,3% 17,9% 17,7% 17,7%
11 p._acnat 21,7% 20,9% 19,9% 20,9% 21,2% 19,3% 20,1% 19,7% 21,7% 19,3%
12 Tricae 22,0% 215% 21,4% 22,3% 20,1% 20,7% 20,3% 19,7% 21,1% 19,3% 19,1%
13 Tri bem 18,5% 23,2% 17,9% 19,0% 19,9% 185% 19,5% 19,1% 17,1% 19,9% 20,9% 20,9%
14 Trifla 22,1% 21,8% 23,1% 22,6% 21,4% 19,7% 21,9% 20,1% 21,3% 195% 20,7% 215% 18,9%
15 Tricau 233% 24,4% 22,8% 232% 22,8% 225% 23,9% 20,7% 23,9% 224% 245% 233% 19,7% 21,9%
16 Trigra 22,2% 21,8% 20,9% 24,0% 22,2% 20,7% 20,9% 20,9% 219% 22,0% 17,9% 19,7% 22,1% 20,5% 25,4%
17 Tritay 18,7% 21,3% 16,9% 19,1% 21,1% 215% 21,3% 189% 20,7% 19,3% 19,9% 21,1% 20,9% 20,9% 22,3% 22,7%
18 Tri hav 22,3% 21,8% 21,9% 20,5% 215% 19,7% 205% 215% 19,7% 18,7% 21,5% 21,1% 16,9% 157% 21,9% 235% 20,5%
19 T.sp. 19,8% 18,8% 19,1% 19,4% 20,6% 18,9% 18,3% 189% 19,1% 21,6% 225% 21,9% 16,3% 16,3% 21,3% 20,7% 18,9% 14,3%
20 Lyt zeb 22,6% 22,8% 24,6% 23,0% 22,9% 223% 23,1% 233% 23,9% 259% 249% 251% 24,7% 239% 27,1% 24,1% 26,1% 22,1% 22,1%
21 Lytdal 229% 22,7% 21,8% 22,3% 224% 235% 245% 225% 24,7% 232% 23,9% 219% 257% 219% 265% 22,3% 239% 22,9% 22,9% 19,7%
22 Lytsp. 225% 22,2% 20,1% 21,6% 21,4% 20,7% 22,3% 21,7% 21,1% 23,0% 22,9% 225% 21,9% 24,1% 255% 22,7% 23,3% 20,9% 21,9% 20,3% 20,7%
23 Lytnes 25,0% 24,7% 22,1% 23,3% 22,8% 215% 22,7% 215% 23,3% 232% 22,7% 233% 22,3% 249% 27,1% 22,3% 235% 22,5% 215% 23,7% 22,3% 185%
24 Lytsp.blz 222% 232% 20,6% 21,7% 22,1% 21,0% 226% 21,0% 21,0% 228% 227% 223% 225% 23,6% 26,0% 222% 23,0% 213% 22,0% 212% 204% 57% 178%

Tabela A5:

Matriz de divergéncia genética calculada a partir da distancia-p ndo corrigida para o gene COI utilizando apenas espécies do género
Priolepis. O nome das espécies foi abreviado pelo seu acrénimo.

N




1 Pridaw 31

2 Prihip 47  17,03%

3 Priasc 12 821% 1516%

4 Priinh 5 17,04% 17,95% 14,68%

5 Pricin 8  18,06% 1812% 1591% 17,26%

6 Prisqu 2  17,59% 17,96% 1545% 18,70% 11,96%

7 Pritri 1 1782% 21,05% 1836% 1843% 1527% 16,49%

8 Priail 1 1822% 1946% 17,64% 19,84% 16,18% 18,38% 17,84%

9 Pricom 2 20,69% 2022% 1891% 17,59% 17,77% 18,92% 19,32% 18,24%

10 Prisem 2 20,71% 18,76% 18,13% 1659% 17,94% 1838% 21,08% 1811% 7,57%

Tabela A6: Matriz de divergéncia genética calculada a partir da distancia-p ndo corrigida para o gene COI para todas as espécies. O nome das
espécies foi abreviado pelo seu acrénimo.

1 Pridaw

2 Prihip 016



Pri asc

Priinh

Pri cin

Pri com

Pri sem

Pri squ

Pri tri

Pri ail

p._acnat

Tri cae

Tri bem

Trifla

Tri cau

Trigra

Tri tay

Tri hav

T.5p.

Lyt zeb

Lyt dal

Lytsp.

Lytnes

Lyt sp. blz

Lyt sp. mx

Lyt sp. tob

Gaz min

Kur gul

Fow aur

But but

Sip tub

Ast sem

Pri exo

Ele pic

Mug mix

023

023

025

022

0,24

022
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40

41

2

43

44

Nem dec

Mog ads

Apo sem

Stialc

Bossin

Bat coc

Sca his

Odo pot

Arc fuc

023

0,24

0,24

018

0,19
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APENDICE Il

Tabela Al: Variacdo genética, obtida pelo indice Fst, entre as possiveis populac6es de Priolepis dawsoni para o gene Citb.

ES AR RN FN Js BA

ES 0.000
AR 0.011 0.000

RN 0.022 0.000 0.000

Citb

FN 0.011 0.000 0.000 0.000
Js 0.022 0.000 1.000 0.000 0.000

BA 0.022 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000

Tabela A2: Variacdo genética entre grupos ¢ct, dentro dos grupos ost, entre populacdes dentro dos grupos ¢sc obtidas para os genes COIl e Citb
na Andlise de Variancia Molecular (AMOVA). A composic¢do dos grupos para o gene Citb foi escolhida considerando testar o fluxo génico entre:
1) regides norte vs regides sul, 2) ilhas vs costa, 3) Haplogrupo | vs Il identificados na filogenia e rede haplotipica, e 4) entre cada localidade. Para

0 gene COI testamos a estruturacdo entre 1) Caribe vs Brasil e 2) Caribe vs CVT vs demais localidades.

Grupo Composigao dos grupos ¢ct bsc ¢st
1 ES+BA+RN/AR+FN 2,246 9,658 79,158
- 2 ES+BA/AR+FN+RN 3,781 8,123 79,158
5 3 ES1+FN1+AR1/ES2+FN2+AR2+BA2 28,879 7,148 18,5
4 ES/AR/FN/BA/RN 0,75 - 99,25
_ 1 CAR/ES+FN+AR+RN+BA+CVT 4,59 -1,14 96,55
S 2 CAR/ES+RN+FN+AR/CVT 2,98 -2,21 99,23

ES: Espirito Santo; JS: monte submarino Jaseur (CVT); CVT: monte submarino Jaseur + llha da Trindade; BA: Bahia; RN: Rio Grande do Norte; AR: Atol das Rocas; FN: Fernando de Noronha



APENDICE IV

Tabela Al: Distribuicdo dos haplotipos entre os diferentes locais de coleta em Priolepis dawsoni usando o gene COI.

Haplétipos
Localidades N 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Espirito Santo 10 1 1 1 1 1 1
Atol das Rocas 8 11111
Rio Grande do Norte 1 1
Fernando de Noronha 12 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CVT (Jaseur + Trindade) 2 1 1
Bahia 1

Tabela A2: Distribuicdo dos haplétipos entre os diferentes locais de coleta em dawsoni usando o gene Citb.

Haplétipos
Localidades N 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
Espirito Santo 100 1 1 1 1 2 1 1 1 1
Atol das Rocas 8 11111 1 1 1
Rio Grande do Norte 1 1
Fernando de Noronha 12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Jaseur 1 1
Bahia 1 1
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Tabela A3: Distribuicdo dos haplétipos entre os diferentes locais de coleta em Priolepis hipoliti usando o gene COI.

Haplétipos

N 123 456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

Bahamas

Belize

Curagao

genbk

Panama

Dominica
Trinidad e Tobago
México

Venezuela

4 1111

15 51211 1 1 1 1 1

6 1 1 1 1 1 1

3 1 1 1

7 1 1 1 1 1 1 1

2 1 1

4 1 1 1 1

1 1

1 1
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