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Resumo

Atlantirivulus santensis é amplamente distribuida ao longo das drenagens costeiras de Sdo Paulo,
Brasil. Algumas evidéncias de variacdo morfoldgica dentro dessa espécie sugerem que possam existir
espécies novas que ainda ndo tenham sido descritas. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo é
verificar se existem diferentes linhagens de A. santesis utilizando a ferramenta do DNA Barcoding,
realizar a revisdo taxondmica de A. santesis através de caracteres morfoldgicos e estabelecer os limites
de distribuicdo desta espécie com o intuito de contribuir para futuros estudos de sistematica dos
rivulideos. Foram analisadas 68 sequéncias parciais da regido Citocromo ¢ Oxidase | do DNA
mitocondrial (com aproximadamente 550 pares de bases) de espécimes de A. santensis (Ubatuba,
Maresias, Bertioga, S&o Paulo, Santos, Mongagua, Pedro de Toledo, Itanhaém e Peruibe), além de
Atlantirivulus simplicis encontrada no limite norte (Paraty-RJ) da distribuicdo de A. santensis e
Atlantirivulus ribeirensis, limite sul, para fins comparativos, como grupos externos. Os dados obtidos
foram analisados com os softwares Geneious v.4.8.5, BioEdit v5.0.9 e Mega 7.0. Os resultados foram
graficamente representados em dendrogramas de Neighbour-Joining (NJ), Automatic Barcode Gap
Definition (ABGD) e PTP. As analises geraram trés clusters (mais os dois grupos externos) dentro de
A. santensis. O primeiro grupo € composto por espécimes de Peruibe, Pedro de Toledo e Itanhaém, o
segundo por Santos, Mongagué e Sdo Paulo e o Gltimo grupo por Maresias, Bertioga e Ubatuba. Esses
dados corroboram a hipdtese da existéncia de trés linhagens distribuidas na costa do Estado de S&o
Paulo, que atualmente sdo agrupadas como Atlantirivulus santensis.

Palavras chaves: DNA barcoding, COI, biogeografia, Rivulidae.



Abstract

Atlantirivulus santensis is widely distributed along the coastal drains of S&o Paulo, Brazil. Some
evidence of morphological variation within this species suggests that there may be new species that
have not yet been described. In this sense, the objective of the present study is to verify if there are
different strains of A. santesis using the tool of the DNA Barcoding, to carry out the taxonomic revision
of A. santesis through morphological characters and to establish the distribution limits of this species
with the intention to contribute for future studies of rivulide systematics. We analyzed 68 partial
sequences of the cytochrome ¢ Oxidase | region of the mitochondrial DNA (approximately 550 base
pairs) of A. santensis specimens (Ubatuba, Maresias, Bertioga, S&o Paulo, Santos, Mongagua, Pedro de
Toledo, Itanhaém and Peruibe), in addition to Atlantirivulus simplicis found in the northern boundary
(Paraty-RJ) of the distribution of A. santensis and Atlantirivulus ribeirensis(Juquia-SP), southern limit,
for comparative purposes, as external groups. The data obtained were analyzed with the software
Geneious v.4.8.5, BioEdit v5.0.9 and Mega 7.0. The results were graphically represented in Neighbor-
Joining (NJ), Automatic Barcode Gap Definition (ABGD) and PTP dendrograms. The analyzes
generated three clusters (plus the two external groups) within A. santensis. The first group consists of
specimens from Peruibe, Pedro de Toledo and Itanhaém, the second from Santos, Mongagua and Séo
Paulo, and the last group from Maresias, Bertioga and Ubatuba. These data corroborate the hypothesis
of the existence of three strains distributed on the coast of the State of S&o Paulo, which are currently
grouped as Atlantirivulus santensis.

Keywords: DNA barcoding, COl, biogeography, Rivulidae
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1. Introducéao
1.1 Familia Rivulidae

Com aproximadamente 850 espécies distribuidas em 110 géneros, a ordem Cyprinodontiformes
constitui um dos maiores grupos de peixes Teleostei de agua doce (Ponzetto, 2012). Nessa ordem
encontramos os “killifishes” (Subordem: Aplocheiloidei) representados por trés grandes familias: i)
Aplocheilidae distribuida na Asia; ii) Nothobranchidae habita regides da Africa; e iii) Rivulidae, a qual
pertencem as espécies de “killifishes”, € a quarta maior familia de peixes de agua doce, com
distribuicdo desde o Sul da Florida, nos Estados Unidos, até o Nordeste da Argentina (Costa, 2003;
Reis et al., 2003). E composta por peixes geralmente pequenos, raramente ultrapassando 80 mm de
comprimento total (Costa, 1990; Nielsen, 1997). Atualmente essa familia é composta por 36 géneros
com 350 espécies validas, e divididas em trés subfamilias: Kryptolebiatinae, Cynolebiatinae e
Rivulinae, habitando regifes pantanosas de aguas rasas, muitas vezes temporarias (Costa, 2003; 2004a;
2011).

Hipoteses de relacionamento para Aplocheiloidei foram propostas por Costa (2013) incluindo
61 representantes e seis “outgroups”, baseado num conjunto combinado de segmentos de trés genes
mitocondriais (citocromo b, 12S rRNA e 16S rRNA) e 199 caracteres morfoldgicos (Figura 1). Neste
estudo, o autor demonstra que a divergéncia entre Cynolebiasinae e Rivulinae esta relacionada a um
evento de vicariancia que separa 0 antigo grupo em areas do leste brasileiro dos demais na area da
Amazonia. A distribuicdo de Cynolebiasinae implica numa distribuicdo ancestral em areas do leste e do
escudo cristalino brasileiro, além de um evento de dispersdo para a area Amazonica. Sendo que 0
ancestral mais recente dos Rivulinae € tido como endémico da area Amazonica, a qual é habitada por
representantes da maioria das linhagens de Rivulinae. Logo, dois importantes eventos de dispersédo e
vicariancia sdo propostos de terem ocorrido, um dentro do género Melanorivulus na regido Amazonica
até a regido dos escudos cristalinos brasileiros e outro da regido Amazénica até o sudeste do Brasil,

separando a recente area habitada pelo ancestral do Atlantirivulus (Costa, 2013).
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Figura 1 - Arvore filogenética mais parcimoniosa das relagdes filogenéticas entre representantes de
Aplocheiloidei e seis “outgroups”. NUmeros acima dos ramos sdo valores de bootstrap. O retangulo
pontilhado delimita Aplocheiloidei. Adaptado de Costa (2013).



11

1.2 O género Atlantirivulus

Costa & Brasil (1991) reconheceram a monofilia de um grupo geograficamente isolado no
Sudeste do Brasil baseado na morfologia apomorfica do osso angulo-articular. Esse grupo ficou
conhecido como "o grupo Rivulus santensis™ (Costa, 2004). Em 2008a, foi proposto por Costa o
subgénero Atlantirivulus dentro de Rivulus que incluisse apenas espécies endémicas da Mata
Atlantica. Recentemente Costa (2011) apresentou um trabalho de filogenia de alguns géneros da
América Central e do Sul, baseado na morfologia de 15 espécies, incluindo o grupo conhecido
como Rivulus. Como resultado deste trabalho, Rivulus se restringiu as duas espécies endémicas de
Cuba (Rivulus cylindraceus Poey, 1860 e Rivulus berovidesi R. R. Silva, 2015) e uma na Republica
Dominicana (Rivulus roloffi Roloff, 1938), sendo Anablepsoides, Atlantirivulus, Laimosemion,
Melanorivulus e Cynodonichthys, antes subgéneros de Rivulus, agora considerados géneros validos.

Atlantirivulus é um género composto por 15 espécies (Tabela 1) endémicas da Mata Atlantica, e
distribuidas nos Estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul (Fricke et al., 2018). Podendo alcancar entre 25-45 mm de comprimento total,
apresentam sempre nadadeiras curtas e arredondadas, distinguem-se de todos os outros Rivulidae
devido aos neuromastos na série infra-orbital dispostos em ziguezague e por ter um processo
ventral do angulo-articular curvo. As espécies desse género vivem geralmente nas regides de
florestas densas (excecdo de A. jurubatibensis), em banhados e alagados, com &gua &cida,
habitando suas partes mais rasas, cerca de 10 cm de profundidade e altitudes abaixo de 100 m
(Costa, 2011).

Trata-se de um grupo morfologicamente bem homogéneo, mas sua taxonomia tem sido
negligenciada nos Gltimos anos, tornando evidente a necessidade de se compreender melhor esse
grupo. As descobertas no sul do Estado do Rio de Janeiro (Atlantirivulus simplicis; Costa, 2004),
sul de S&o Paulo e norte do Parana (Atlantirivulus ribeirensis; Costa, 2014), que ja fizeram parte do
“grupo Rivulus santensis” ressaltam a importancia do uso de ferramentas genéeticas e taxondmicas
para delimitar e melhor entender esse grupo.

Dentro do grupo se encontra Atlantirivulus santensis com ampla distribuicdo geografica entre as
planicies costeiras do Estado de S&o Paulo (Costa, 2008b), em muitos casos, habitando areas com
grande ocupacdo imobiliaria, o que tem potencializado o risco de exting¢des.

Redescrita por Costa (2008b), a distribuicdo das populagdes de Atlantirivulus santensis
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abrangeu desde Ubatuba-SP até Paranagua-PR. O autor ndo utilizou dados moleculares para
identificar geneticamente essas popula¢fes. O mesmo autor descreveu Atlantirivulus ribeirensis;
(Costa, 2014), especie que se distribui na Bacia do rio Ribeira de Iguape, de Iguape-SP até
Paranaguad-PR. O autor relata que nenhuma outra espécie foi encontrada junto a A. ribeirensis.
Portanto, ao verificar as localidades dos espécimes utilizados na redescricdo (Costa, 2008b) e
posteriormente na descricdo dessa nova espécie (Costa, 2014), nota-se que sdo exemplares da
mesma linhagem, sendo assim, atualmente a distribuicdo de A. santensis é mais restrita do que a
relatada em sua redescricdo, afinal, as populac@es de Iguape até o Parana se tratavam na verdade de
uma espécie diferente.

Souza et al., (2018) indicam que espécies de ampla distribuicdo apresentam diferentes linhagens
ou mesmo se enquadram em espécies cripticas, dados também corroborados por diferentes estudos
(Costa 2001, 2006a, 2007a; Agnése et al., 2006; Sonnenberg, 2007), o que reforca a importancia de

uma revisao integrativa para Atlantirivulus santensis.

Tabela 1 — Relacdo de espécies do género Atlantirivulus

Espécie Referéncia

Atlantirivulus depressus Costa, 1991

Atlantirivulus guanabarensis

Costa, 2014

Atlantirivulus haraldsiolii

Berkenkamp, 1984

Atlantirivulus janeiroensis Costa, 1991
Atlantirivulus jurubatibensis Costa, 2008
Atlantirivulus lazzarotoi Costa, 2007

Atlantirivulus luelingi

Seegers, 1984

Atlantirivulus maricensis

Costa, 2014

Atlantirivulus nudiventris

Costa & G. C. Brasil, 1991

Atlantirivulus paranaguensis

Costa, 2014
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Atlantirivulus ribeirensis Costa, 2014
Atlantirivulus riograndensis Costa & Lanés, 2009
Atlantirivulus santensis Kdohler, 1906
Atlantirivulus simplicis Costa, 2004
Atlantirivulus unaensis Costa & De Luca, 2009

1.3 DNA Barcoding

Hebert et al. (2003) propuseram 0 DNA barcoding para a identificacdo molecular de espécies
utilizando um pequeno fragmento de DNA (aproximadamente 650 pares de base) do gene mitocondrial
Citocromo ¢ Oxidase subunidade I (COIl). Os autores justificam a escolha desse gene devido a ampla
gama de estudos ja realizados, além da existéncia de conjuntos robustos de primers universais para essa
regido para a maioria dos filos animais, pelo fato desse gene apresentar um aparente melhor sinal
filogenético, por possuir uma taxa de mutacdo aproximadamente trés vezes maior que as dos genes
ribossomais 12S e 16S e demonstrar maior eficacia na atribuicdo de individuos a categorias
taxondmicas elevadas (filos, ordens) por meio da analise das substituicGes de aminoacidos. Partindo de
comparacOes entre as sequéncias obtidas, é estabelecido que ao apresentar um valor de divergéncia
genética maior que 2% em relagdo a um espécime conhecido, esse espécime teria 95% de probabilidade
de representar uma espécie diferente (Ward et al., 2009; Carvalho et al., 2011). Este limite é baseado
na distribuicdo de valores de distancia genética a partir do modelo Kimura-2 parametros (K2P) intra e
interespecifica de, aproximadamente, 172.000 espécies sequenciadas, incluindo 9.502 peixes (Pereira et
al., 2013).

Denominada DNA barcode, em analogia ao sistema de identificagdo de produtos por codigos de
barras, nessa metodologia uma espécie seria identificada por sua combinagdo Unica e exclusiva de
nucleotideos no fragmento do gene COI (Hebert et al., 2003). A metodologia possui como premissa a

exploracdo da diversidade entre as sequéncias de DNA, que tendem, a se tornarem Unicas e exclusivas
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durante a historia evolutiva das espécies, gracas as mutacOes (Hebert et al., 2003). Outro fato
constatado é que a variacdo genética observada entre individuos de uma mesma espécie
(intraespecifica), em sua maioria, € significativamente menor do que a variagdo encontrada entre
espécies (interespecifica) (Hebert et al., 2003, Hebert et al., 2004b). Essa diferenca cria uma lacuna
entre os valores de variagcdo genética intra e interespecificas denominada de “barcode gap” (Hebert et
al., 2004b), o que fornece o meio para a diferenciacdo entre as espécies (Hebert et al., 2004b; Ward et
al., 2009). O principal objetivo dessa metodologia é a criacdo de um Sistema Global de
Bioidentificacdo (GBS) que é a criacdo de um banco de dados publico contendo as sequéncias barcode
de toda a vida eucaridtica (Hebert et al., 2003).

O DNA barcode pode ser utilizado para identificar espécies e contribuir para revisdo da
nomenclatura de varios grupos, assim como pode ser utilizado como método de rotina para auxiliar na
identificacdo de espécies (Hebert et al., 2003).

Segundo Lipscomb et al. (2003), dizer que a taxonomia se restringe somente a identificacdo de
espécies a torna uma simples atividade técnica ao invés de uma ciéncia baseada em hipdteses. O
mesmo se aplica aos estudos de DNA barcode, que ndo se tratam apenas de gerar sequéncias, pois estes
procuram interpretar as semelhancas e divergéncias entre as sequéncias e suas relacdes com as espécies
ja reconhecidas, contextualizando assim a possivel discriminacdo entre as linhagens. Para tanto,
DeSalle et al. (2005), propuseram que deve haver uma ponte entre as pesquisas moleculares e
morfoldgicas e que isso deve aprimorar o processo de identificacdo de espécies.

Rosenberg (2007) demonstrou que uma pequena amostra, de apenas dez individuos para cada
grupo testado pode ser suficiente para uma discriminacdo altamente significativa do ponto de vista
estatistico, sendo cinco exemplares o minimo a ser amostrado de cada espécie, preferencialmente
procedentes de diferentes pontos dentro da area estudada, a fim de se obter resultados bem suportados

estatisticamente.

1.4 Contextualizac¢éo da Serra do Mar

A regido Neotropical compreende a area do sul da América do Norte até a América do Sul, e
apresenta a maior ictiofauna de agua doce do planeta (5160 espécies), com estimativas atuais acima de

9100 espécies para aguas continentais e marinhas costeiras combinadas, prevé-se que o total de
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espécies de peixes de dgua doce neotropicais esteja entre 8000 e 9000 espécies (Reis et al., 2016).

O Brasil é um dos detentores dessa diversidade de peixes de agua doce por possuir uma das
maiores redes hidrograficas do mundo. Estima-se mais de 2.500 espécies validas atualmente, no
entanto, com o aumento dos estudos e das coletas em ambientes pouco explorados e o acréscimo de
outros ainda ndo pesquisados, esse numero com certeza aumentara (Reis et al., 2016). De acordo com
Myers et al. (2000) h& ainda em torno de 5000 espécies de peixes ndo descobertas, ou um nimero
aproximadamente maior do que todos os mamiferos (5416 espécies - Wilson & Reeder, 2005) até entdo
conhecidos.

Segundo Castro (1999) nas regides do sudoeste do Rio de Janeiro e nordeste de S&o Paulo
encontram-se pequenas drenagens costeiras, que abrigam geralmente espécies de menor porte e com
elevado endemismo, devido a baixa capacidade de deslocamento desses peixes. A atual formacéo
geografica do litoral norte do Estado de S&o Paulo é composta de areas nas quais a Serra do Mar se
conecta diretamente com o mar, isolando as planicies costeiras, o que favoreceu o processo de
especiacdo no passado (Thomaz et al., 2015b). A descoberta de novos taxons nestas bacias de baixa ou
nenhuma amostragem, ou mesmo o desmembramento de grupos erroneamente atribuidos as espécies ja
descritas, podem ainda aumentar o nimero de espécies conhecidas nestas regides. Levantamentos da
ictiofauna de agua doce em 4&reas costeiras muitas vezes sdo escassos, dificultando analises
biogeograficas que corroborem com a elaboracdo de processos histéricos que influenciaram na
estruturacdo das bacias hidrograficas (Serra et al., 2007).

A ictiofauna dos rios e riachos que drenam a Mata Atlantica é reconhecida pelo alto grau de
endemismo e o padrdo de distribuicdo das espécies € o resultado de milhdes de anos de evolucdo da
paisagem (Menezes et al., 2007). Ja que a grande maioria das especies de peixes de agua doce é
incapaz de transpor porcGes de terra ou tolerar niveis de salinidade como a dgua do mar, 0 oceano e as
barreiras terrestres sdo capazes de isolar populacdes de peixes dentro de uma determinada bacia
hidrogréfica apds sua formacéo (Vari, 1988).

PadrGes de isolamento de drenagem e coalescéncia entre bacias hidrograficas tém sido
associados a especiacgéo e dispersdo em grande escala, respectivamente, em muitos grupos de peixes de
agua doce da Ameérica do Sul tropical (Avise, 2004; Reis et al., 2016). Em virtude da desconexao atual
entre as bacias hidrograficas, é esperado também que populacbes de espécies de peixes de corpos de

aguas distintos e independentes sejam geneticamente estruturadas (Avise, 2000; Waters et al., 2007). Ja
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que h& dependéncia direta de conexdes entre as bacias hidrograficas para que os peixes de agua doce
aumentem sua dispersdo, é esperada uma forte relacdo entre a historia das bacias e sua ictiofauna
(Hischmann et al., 2015).

As bacias que drenam a Mata Atlantica ocupam a parte leste do escudo cristalino brasileiro,
uma &rea de topografia complexa, que foi moldada pela atividade tectdnica ocorrida no Terciério e
mudangas no nivel do mar no Quaternério (Ribeiro et al., 2006). Assim, os eventos que provavelmente
séo responsaveis pelos atuais padrdes de distribuicdo de espécies de peixes na Mata Atlantica, devem
ser atribuidos as atividades neotectdnicas nas areas de planalto e expansdes/retracdes das planicies
costeiras. Estas decorrentes das flutuacdes do nivel do mar, capturas de cabeceiras e flutuacGes laterais
dos rios em sistemas de leques aluviais, 0s quais tiveram grande interferéncia na reformulacdo e
similaridade ictiofaunistica da rede hidrografica da regido Sul e Sudeste. (Ribeiro et al., 2006;
Montoya-Burgos, 2003; Menezes et al., 2007; Torres & Ribeiro, 2008; Roxo et al., 2012; Camelier et
al.2018). A continuidade destes processos foi provavelmente a causa de uma intensa entrada da fauna
do escudo cristalino para os rios costeiros ao longo do Terciario e depois, como exemplificado pelos

Padrbes B e C apresentados em Ribeiro et al. (2006).

1.5 A Biodiversidade e o viés taxondmico

Das 986 espécies na Mata Atlantica, 183 espécies (18,5%) foram listadas como ameagcadas,
indicando que este bioma é um dos mais ameacados (Reis et al., 2016). Portanto, conhecer a riqueza de
espécies requer um conhecimento detalhado das distribuicdes geogréaficas e das relacdes filogenéticas,
aliadas a evolucdo da paisagem, podendo assim, contribuir para a implementacdo de estrategias
conservacionistas eficazes para a biodiversidade (Moritz et al., 2000; Reis et al., 2016).

Entretanto, utilizar somente a distribuicio de determinada espécie para as analises
biogeograficas pode levar a conclusdes enganosas, em especial, entre 0s grupos que compreendem um
complexo de espécies, as quais sdo ligeiramente distinguiveis por caracteres morfologicos e
frequentemente classificadas como uma espécie nominal Unica, ou seja, espécies cripticas (Bickford et
al., 2007). A inclusdo de dados moleculares se torna potencialmente mais esclarecedora nesses casos,
pois, geralmente os grupos resultam de um historico evolutivo independente (Waters & Wallis, 2000;
Frankham et al., 2008; Galetti Jr et al., 2008).
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A ocorréncia de complexos de espécies tem sido relatada entre Killifishes aplocheiloides
habitando éareas tropicais da Africa e da América do Sul (Costa, 2001, 2009; Agnése et al., 2006;
Sonnenberg, 2007; Wildekamp et al., 2009). Estes complexos sdo caracterizados por espécies
alopatricas ou parapatricas com intenso dimorfismo sexual, as quais podem ser reconhecidas por
detalhes nos padrdes de coloracdo e morfologia das nadadeiras dos machos, embora caracteres
morfologicos raramente sejam Uteis para distingui-los. As fémeas, frequentemente, sdo similares
morfologicamente (Costa 2001, 2006a, 2007a; Agnése et al., 2006; Sonnenberg, 2007).

Os vieses taxondmicos sdo mais frequentes entre esses grupos, e as estimativas precisas de
biodiversidade ndo se tornam viaveis, consequentemente, as avaliagc@es sobre o estado de conservacéao

podem ser equivocadas quando o reconhecimento de espécies é problematico (Schénrogge et al., 2002).

2. Objetivos

Esse estudo teve por objetivo testar a hipotese de que populagbes de A. santesis pertencem a

uma Unica espécie. Portanto:

v Verificar se existem diferentes linhagens ou se representam um complexo de A. santesis

utilizando a ferramenta do DNA Barcoding;

v Realizar a revisao taxondmica de A. santesis através de caracteres morfoldgicos;

3. Material e métodos

4.1 Coleta de dados

Foram amostrados de dois a 15 espécimes de cada populagdo ao longo do litoral de S&o Paulo
(Fig. 2) utilizado redes-de-mao e redes-de-arrasto. Os individuos capturados foram transportados vivos
até o Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes (LBGP), onde representantes de cada localidade
foram fotografados (Anexo Fig.1-9). Em seguida todos os espécimes foram anestesiados e sacrificados

para que uma amostra de um pequeno fragmento de tecido fosse retirada e armazenada em etanol 95%.
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Posteriormente, estes individuos foram fixados, etiquetados e depositados na colecdo do Laboratério de

Biologia e Genética de Peixes (Apéndice).

Paraty -RJ

Ubatumirim -SP

Itamambuca -SP

Lazaro -SP

Maresias -SP

Bertioga -SP

Sao Paulo -SP

@ Santos -SP

Mongagua -SP

Itanhaém - SP

Peruibe -SP

O Juquia -SP

Figura 2 — Distribuigdo dos pontos de coleta dos exemplares de Atlantirivulus santensis ao longo da costa do

estado de Sdo Paulo. Os pontos em vermelho e

representam as localidades das populacdes utilizadas como

grupos externos. Respectivamente, Atlantirivulus simplicis e Atlantirivulus ribeirensis.
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4.2 Analise dos dados

4.2.1 Analise molecular

Extracdo de DNA gendmico, amplificacdo e sequenciamento

O DNA total foi obtido a partir de amostras de figado ou mdsculo utilizando o protocolo de
Ivanova et al. (2007).

As sequéncias parciais do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade | (COI) foram
amplificadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando um volume total de 12.9 uL com
1.25 uL de 10X tampédo (10 mM Tris-HCI), 0,375 uL MgCl (50 mM), 0.5 uL dNTPs (200 nM de
cada), 0.25 pL de cada primer (5 mM- COI L6252-Asn e H7271-COXI (Melo et al.2011)), 0.1 uL
Platinum® Taq Polymerase (Invitrogen), 2 uL. DNA genémico (12 ng) e 8.175 uL de ddH20. A
reacdo da PCR consistiu na seguinte programacao: um passo inicial de 4min a 94°C, 35 ciclos de 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 50-54°C e 1 minuto a 72°C e extenséo final de 10 minutos a 72°C.

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 1% e purificados utilizando o
ExoSap-IT® (USB Corporation, Cleveland, USA). Entdo, esses produtos foram sequenciados
utilizando o kit “BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems,
Austin, USA) usando 3,5 pul de agua ultrapura, 1,5 pl 5x de tampdo de BigDye, 0,70 ul de BigDye
Terminator, 0,35 ul de primer (10 mM) e 1 pl do produto de PCR purificado. As condicbes de
termociclagem foram os seguintes parametros: 1 minuto a 96°C; 35 ciclos de 15 segundos a 96°C, 15
segundos a 50°C e 2 minutos a 60°C. Finalizada a reacédo, os produtos foram purificados pelo método
de Acetato/EDTA/etanol e analisados em um sequenciador de DNA automatico, modelo ABI 3130-
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, California, USA).

Obtencdo das sequéncias consenso, alinhamentos e matrizes de dados

As sequéncias de DNA obtidas foram editadas no programa Geneious v. 4.2.2
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) e alinhadas pelo algoritmo Muscle (Edgar et al.2004),
implementado no programa Geneious 4.2.2 sob os parametros “default”. Os erros do alinhamento
foram observados a olho nu e corrigidos manualmente no mesmo programa. O indice de saturacdo de
substituicdo (ISS) descrito por (Xia et. al., 2003; Xia & Lemey, 2009) foi estimado no programa
Dambe 5.3.38 (Xia 2001).
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Para avaliar a diversidade genética de A. santensis, foram realizadas anélises utilizando os
métodos Neighbor-Joining (NJ), Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) e Poisson Tree Processes
(PTP).

Neighbor-Joining (NJ)

Os padrdes de divergéncia sugeridos pelas distancias intra e interespecificas foram graficamente
representados usando um dendrograma de Neighbor-Joining (NJ) com 1000 réplicas de bootstrap,
utilizando o melhor modelo estimado, T92 (Tamura 3-pardmetros - Tamura, 1992), no programa
MEGA v7.0 (Kumar et al., 2015).

Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD)

Puillandre et al. (2011) propuseram um procedimento automético que classifica as sequéncias
em espécies hipotéticas baseadas no gap de DNA Barcode, que pode ser observado sempre que a
divergéncia entre organismos pertencentes a mesma espécie for menor que a divergéncia entre
organismos de espécies diferentes. O método chamado Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD),
detecta 0 gap do barcode como o primeiro gap significativo além desse limite e o utiliza para
particionar os dados. A inferéncia do limite e da deteccdo de intervalo é aplicada recursivamente aos
grupos previamente obtidos para obter particdes mais finas até que ndo haja mais particionamento.
ABGD ¢é computacionalmente eficiente, ressalta-se a sensibilidade do método a presenca de eventos
recentes de especiacao.

A andlise de ABGD foi processada usando a versdo “web” disponivel em:

http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html, sob os parametros “default”.

As matrizes de dados foram exportadas para o programa MEGA v.7.0 (Kumar et al., 2016)
onde foram estimados os valores de distancias geneticas intra e interespecificas utilizando-se o modelo
de substituicdo T92 (Tamura 3-parametros) (Tamura, 1992). Estas mesmas ferramentas foram
utilizadas para a construcdo dos dendrogramas baseados no método de Neighbor-Joining (NJ) para se
obter uma representacdo gréfica do padréo de distribuicdo da divergéncia genética T92 obtida.

Poisson Tree Processes (PTP)
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Uma éarvore de Maxima Verossimilhanca (ML) gerada pelo modelo T92 (Tamura 3-parametros
- Tamura, 1992), no programa MEGA v7.0 ((Kumar et al., 2015) foi usada como “input” na analise de
maxima verossimilhanca para PTP, implementada no servidor bPTP (http://species.h-its.org/pt; / Zhang
et al., 2013). O PTP é um método de delimitacdo de locus unico que utiliza apenas informacdes de
substituicdo de nucleotideos, implementando um modelo que assume comprimentos de ramos de
arvores génicas gerados por duas classes independentes de processos de Poisson (eventos de
substituicdo dentro e entre espécies). A analise de PTP foi realizada utilizando 100.000 geracdes
MCMC, com “Thinning” 100 e “burn-in” de 0,1. Estudos de simulagdo disponiveis sugerem que o PTP
supera 0 GMYC para delimitacdes de espécies de locus Unico (Pons et al., 2006; Fujisawa &
Barraclough, 2013), sem a necessidade de uma arvore ultramétrica.

4.2.2 Anélise morfoldgica

As medic¢des foram feitas ponto a ponto sob um estereomicroscopio com um paquimetro digital
para 0 0,01mm mais préximo no lado esquerdo dos espécimes, sempre que possivel, seguindo Costa
(1995b; 2007). As medidas sdo expressas como porcentagens de comprimento padrdo (SL), exceto as
subunidades da cabeca, que séo registradas como porcentagens de comprimento da cabeca (HL). Na
descricao, contagens de vértebras e costelas pleurais foram obtidas de espécimes clareados e corados (c
& s) de Atlantirivulus santensis, dois machos de Ubatuba, um macho de Santos e uma fémea de
Itanhaém, preparados de acordo com Taylor e Van Dyke (1985). A terminologia da escamacéo frontal
segue Hoedeman (1958) e Costa (2006b). Para as contagens vertebrais, o centro do composto caudal
foi contado como um Unico elemento. As caracteristicas osteoldgicas incluidas na descri¢do séo aquelas
consideradas filogeneticamente informativas por estudos recentes sobre Atlantirivulus (Costa 2006b,
2011a). Abreviaces institucionais seguem Sabaj-Pérez (2010).
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4. Resultados

No total, 68 sequéncias do gene COIl foram obtidas para representantes de Atlantirivulus
santensis, além de 4 sequéncias de Atlantirivulus simplicis e 5 sequéncias de Atlantirivulus ribeirensis,
para fins comparativos, totalizando 77 sequéncias (ver lista do material no Apéndice para maiores
informagdes). A matriz obtida possui 541 pb, sendo que 456 pb sdo conservadas e 85 pb sdo variaveis.
A frequéncia nucleotidica foi de 24.9% de timina, 15.9% de citosina, 35% de adenina e 24.3% de
guanina. A divergéncia média total foi de 6% (+1%) para todas as sequéncias obtidas. Os dados nédo
apresentaram saturacdo (Figura 11- Anexo) considerando que o indice de Iss ndo indicou nenhuma
saturacdo em transicoes e transversdes, em topologias assimétricas (Iss.cAsym) e simétricas (Iss.cSym)
(Xiaet. al., 2003; Xia & Lemey, 2009).

Em relacdo a reconstrucdo do COI, trés linhagens (aqui nomeadas: Litoral Norte, Baixada
Santista/ S&o Paulo e Litoral Sul) correspondentes aos locais amostrados surgiram como a melhor
particdo genética nos trés métodos: ABGD (Figura 4), NJ (Figura 5) e PTP (Figura 6). Utilizando o
método de distancia T92 com valor limiar (> 2%), as populacfes do Litoral Norte e Baixada Santista/
Sdo Paulo sdo linhagens mais distantes, com uma divergéncia genética interespecifica de 8.0%,
enquanto as da Baixada Santista/ Sdo Paulo e Litoral Sul representam diferentes linhagens, entretanto
mais proximas entre si (3%). Ja a divergéncia entre as populacGes do Litoral Norte e Sul apresenta a
maior distancia observada, 9%. Distancia maior que os 7% observados entre as populacdes de A.
ribeirensis e as do Litoral Sul ou Baixada Santista/ Sdo Paulo (Tabela 2).

A divergéncia interna dos grupos foi 0.5% para o Litoral Norte, 0.4% para a linhagem do Litoral
Sul e 0.1% na Baixada Santista/ Sdo Paulo (Tabela 3). Dados proporcionais as areas de distribuicdo das
linhagens, aquela com maior distancia intraespecifica, também se encontra mais distribuida (Ubatuba-
SP a Bertioga-SP) — Litoral Norte. J& a que apresenta area mais restrita, também possui menor distancia

(Santos-Mongagua-Séao Paulo) — Litoral Sul.
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Figura 4: Grafico ABGD para correlagdo de grupos (Eixo “Y™) e agrupamento de divergéncia
intraespecifica (P) (Eixo “X”) para as sequéncias COIl de Atlantirivulus santensis e os dois grupos

externos.
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Atlantirivulus santensis Santos SP 88632
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Atlantirivulus_santensis_Pedro_de_Toledo_SP_35767
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Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88534
Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88533
Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88536
Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88535
Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88537
(- Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88487

Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88477
Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88486
Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88478
Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88484
Adantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88488
Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88493
Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88508
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Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88504
Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88509
Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88512
Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88510
Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88505
Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88501
Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88498
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Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88503
Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88499
L Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88497
Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88500
Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88472
Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88471
Atlantirivulus_ribeirensis_Juquia_SP_88599
Atlantirivulus_ribeirensis_Juquia_SP_88603
99 | Atantirivulus_ribeirensis_Juquia_SP_88600
Atlantirivulus_ribeirensis_Juquia_SP_88601
Atlantirivulus_ribeirensis_Juquia_SP_88602
Atlantirivulus_simplicis_Paraty_RJ_88462
Atlantirivulus_simplicis_Paraty_RJ_88467
Atlantirivulus_simplicis_Paraty_RJ_88470
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Figura 5: Arvore de Neighbor-Joining utilizando o modelo de evolucido T92 (Tamura 3-parametros) para
as sequéncias COI de A. santensis. Clado em vermelho- Baixada Santista/S&o Paulo, em verde — Litoral Sul, em

azul - Litoral Norte.
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Figura 6: Arvore de méaxima verossimilhanca gerada pelo método PTP, com “input” de uma éarvore

ML.



Tabela 2. Distancia genética (T92) interespecifica dos grupos.

GRUPO GRUPO DISTANCIA | DESVIO PADRAO
Litoral Norte Sao Paulo/Baixada Santista 8% 1%
Litoral Norte Litoral Sul 9% 1%
Litoral Norte A. simplicis 11% 1%
Litoral Norte A. ribeirensis 10% 1%
Sao Paulo/Baixada Santista Litoral Sul 3% 1%
S&o Paulo/Baixada Santista A. simplicis 10% 1%
S&o Paulo/Baixada Santista A. ribeirensis 7% 1%
Litoral Sul A. simplicis 9% 1%
Litoral Sul A. ribeirensis 7% 1%

Tabela 3. Distancia genética (T92) intraespecifica da espécie Atlantirivulus santensis.

GRUPO DISTANCIA DESVIO PADRAO
Litoral Norte 0,5% 0,1%
Séo Paulo/Baixada Santista 0,1% 0,1%
Litoral Sul 0,4% 0,1%




Resultados morfoldgicos

Atlantirivulus santensis - Litoral Norte

Figura 7-8, Tabela 4

Figura 7: Exemplar macho de A. santensis coletado em Bertioga — Séo Paulo.

Figura 8: Exemplar fémea de A. santensis coletado em Bertioga — S&o Paulo.
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Diferencas observadas em relagdo ao grupo da Baixada Santista (potenciais caracteres
diagndsticos):

Ventre amarelo intenso (vs. ventre hialino-amarelado, com amarelo mais forte na regido da cabeca),
iris amarela-esverdeada clara (vs. iris amarela-alaranjada), nadadeira caudal amarela esverdeada, com
faixa cinza escuro a preta na margem distal, apresenta pigmentacées junto aos raios e pontuacées cinza
escuro que se concentram na porcdo basal e superior da nadadeira (vs. nadadeira caudal amarelo
esverdeado a cinza amarelado escuro; faixa cinza escuro a preta nas margens dorsal e ventral da
nadadeira, faixa ventral duas ou trés vezes mais larga que a faixa dorsal, com faixa dorsal discreta),
nadadeira pélvica azulada com margem anterior estreita e amarela (vs. nadadeira pélvica amarelada

hialina).
Descricao:

Dados morfométricos aparecem na Tabela 4. Perfis dorsal e ventral fracamente convexos do
focinho até extremidade posterior das bases dorsais e da nadadeira anal, aproximadamente em linha
reta no pedinculo caudal. Corpo delgado, sub-cilindrico anteriormente, ligeiramente mais profundo que
largo, comprimido posteriormente. Maior profundidade corporal na vertical em frente a base da

nadadeira pélvica. Mandibulas curtas, focinho sem corte.

Nadadeiras dorsais e anais curtas, extremidades arredondadas, por vezes ligeiramente pontiagudas
nos machos. Nadadeira caudal oval, curta. Nadadeira peitoral arredondada, margem posterior atingindo
verticalmente aproximadamente 60% do comprimento entre a nadadeira peitoral e a base da pelve.
Nadadeira pélvica pequena, oval, ponta atingindo entre a papila urogenital e a base do 2° raio anal nos
machos, atingindo o anus nas fémeas; as bases da nadadeira pélvica medialmente nas proximidades.
Origem da nadadeira dorsal na vertical na base do 11° raio da nadadeira anal, origem da nadadeira
dorsal na altura da 243-252 vértebra, origem da nadadeira anal na altura da 172-18% vértebra. Raios da
nadadeira dorsal 7 - 9; raios da nadadeira anal 12 - 14; raios da nadadeira caudal 28 - 33; raios da

nadadeira peitoral 13; raios da nadadeira pélvica 5.

Escamas pequenas, cicloides. Corpo e cabeca inteiramente escamadas, exceto a superficie ventral

anterior da cabeca. Escamacdo corporal que se estende sobre 25% da base da nadadeira caudal,
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nenhuma escama nas bases das nadadeiras dorsal e anal. Escamamento frontal com padréo E; Escalas E
ndo sobrepostas medialmente. Séries longitudinais de escamas 33; séries transversais de escamas 8;

escamas totais ao redor do pedunculo caudal 16.

Neuromastos cefalicos: supraorbital 3 + 3, parietal 1, rostral anterior 1, rostral posterior 1,
infraorbital 1 + 9-10 + 1, pré-orbital 1, otic 1, p6s-6tico 2, supratemporal 1, opercular mediano 1,
opercular ventral 1, preopercular 2 + 4, mandibular 3 + 1, lateral mandibular 1, paramandibular 1.
Linha lateral dividida em 2 cortes, secdo anterior entre cabeca e vertical logo anterior ao final da
nadadeira peitoral, secdo posterior em série longitudinal logo abaixo da se¢do anterior, entre a vertical
através do final da nadadeira peitoral e por¢cdo média da base da nadadeira caudal; 1 neuromasto por
escama de linha lateral; 2 neuromastos na base da nadadeira caudal. Dermosfendtico presente. Processo

ventral de pdstemporal ausente. VVértebras totais 33 - 34.
Coloracéo:

Machos - Lateral do corpo castanho-purpuro claro com alternancia de barras obliquas de cor verde-
amarelada e barras obliquas rosa palido, as vezes mal visiveis; dorso marrom claro; ventre amarelo
intenso; lado da cabeca marrom claro a cinza escuro acima da linha horizontal através da margem
ventral da drbita, amarelo claro abaixo do olho; regido opercular esverdeada; mandibulas cinza claro;
iris amarelo-esverdeado claro, com contorno azul esverdeado na parte posterior; nadadeira dorsal
amarelo palido, muitas vezes com trés ou quatro estreitas e obliquas listras marrons péalidas, com
porcdo basal azul claro; nadadeira anal amarela, porcdo basal azul claro, com margem distal cinza
escura a preta; nadadeira caudal amarelo esverdeado, com faixa cinza escuro a preta na margem distal,
apresenta pigmentac6es junto aos raios e pontuagdes cinza escuro que se concentram na porgéo basal e
superior da nadadeira; nadadeira peitoral amarelada hialina; nadadeira pélvica azulada com margem

anterior estreita e amarela.

Fémeas - Lateral do corpo laranja claro amarronzado, com cinza palido e pontos azuis claros, mais
concentrados entre a pélvica e a caudal; dorso marrom claro; ventre amarelo palido esbranquigado; lado
da cabeca castanho claro, regido pos-orbital castanha escura, porcdo ventral do opérculo palido
dourado, suborbital amarelo claro; maxilares marrom-claro acinzentados; iris amarelo alaranjado, com

contorno azulado na parte infero-posterior; nadadeira dorsal amarelada hialina com fileiras transversais
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de pequenas manchas cinzentas escuras; nadadeira anal amarelo, com porcdo basal azul claro;
nadadeira caudal amarelo palido a laranja hialino, levemente azuladas na base, com fileiras transversais
de pontos castanhos escuros; mancha circular cinzenta escura na porcdo dorsal da base da nadadeira

caudal, algumas vezes discreta; nadadeiras pareadas amareladas hialinas.

Distribuicéo e habitat.

As populacdes do Litoral Norte do Estado de Sdo Paulo foram encontradas em varias drenagens
fluviais e nas planicies costeiras (coordenadas encontradas na Tabela do Apéndice) com areas
pantanosas bem préximas das praias (Ubatumirim, Itamambuca, Lazaro, Guaratuba, Maresias). A
distribuicdo geogréfica abrange areas urbanas tanto na cidade de Ubatuba como em outras cidades
como Sdo Sebastido (Maresias) e Bertioga, onde os habitats aquaticos foram destruidos nas ultimas
décadas. No entanto, a espécie também é encontrada em areas ainda preservadas, incluindo a sua

localidade-tipo.



Tabela 4. Dados morfométricos de Atlantirivulus santensis - Litoral Norte.

Holétipo Paratipo Paratipo
Macho |Machon=11| Fémean=3
Comprimento padrédo (mm) 31,4 27,2-43,1 24,3-31,7
Altura do corpo 18,6 18,0-20,87 19,2-21,7
Altura do pedunculo caudal 11,6 12,3-15,2 11,5-12,7
Comprimento da Predorsal 76,3 72,4-80,9 74,6-80,4
Comprimento da Prepelvica 51,9 48,2-67,6 48,6-56,4
Comprimento da base da nadadeira dorsal 7,8 6,2-11,2 7,7-9,1
Comprimento da base da nadadeira anal 18,6 17,9-23,1 18,1-19,2
Comprimento da nadadeira Caudal 24,2 21,0-30,0 22,7-28,4
Comprimento da nadadeira peitoral 16,2 15,9-21,3 14,3-21,0
Comprimento da nadadeira pélvica 6 4,2-8,0 4,2-4,9
Comprimento da cabeca 21,4 18,3-24,3 19,9-23,4
Altura da cabeca 71 59,9-84,2 65,7-75,5
Largura da cabeca 80,3 75,8-95,4 77,5-93,5
Comprimento do focinho 27,2 28,84-35,4 26,0-32,9
Comprimento da mandibula 23,6 18,6-30,2 19,5-21,6
Diametro do olho 32,2 31,67-39,44 29,8-34,7
Raios da nadadeira dorsal 7 7-9 7-8
Raios da nadadeira caudal 31 28-33 28-30
Raios da nadadeira anal 14 12-14 13-14
Raios da nadadeira pélvica 5 5 5
Raios da nadadeira peitoral 13 13 13
Escamas na série longitudinal 33 33 33
Escamas na série transversal 8 8 8
Linhas horizontais de escamas ao redor do
pedunculo caudal 16 16 16
Vértebras 33 34 33-34




Atlantirivulus santensis - Baixada Santista e Sdo Paulo

Figura 9-10, Tabela 5

Figura 9: Exemplar macho de A. santensis coletado em Mongagua — Sao Paulo.

Figura 10: Exemplar fémea de A. santensis coletado em Santos — Sdo Paulo.
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Diagnose:

Traduzida de Costa (2008).

“Rivulus santensis é semelhante ao Rivulus haraldsiolii por ter o perfil lateral do focinho
suavemente alongado e ligeiramente pontudo (vs mais curto e arredondado em todas as outras espécies
do grupo R. santensis). Rivulus santensis difere de R. haraldsiolii por ter 16 fileiras de escamas ao
redor do pedinculo caudal (vs 14) e geralmente um, as vezes dois, diminutos 6rgdos de contato por
escama na porcao média do flanco em machos (vs. 2-7 érgdos de contato proeminentes por escama).
Rivulus santensis € distinguido de todas as outras espécies do grupo Rivulus santensis pelo padrédo de
coloracdo unico da nadadeira caudal nos machos, consistindo de uma faixa cinza escura a preta nas
margens dorsal e ventral da nadadeira, a faixa ventral duas ou trés vezes mais larga que a dorsal (vs

faixas de aproximadamente a mesma largura, quando presentes)”.

Descricao:

Dados morfométricos aparecem na Tabela 5. Perfis dorsal e ventral fracamente convexos do
focinho até extremidade posterior das bases dorsais e nadadeira anal, aproximadamente em linha reta
no pedunculo caudal. Corpo delgado, sub-cilindrico anteriormente, ligeiramente mais profundo que
largo, comprimido posteriormente. Maior profundidade do corpo na vertical em frente a base da

nadadeira pélvica. Mandibulas curtas, focinho sem corte.

Nadadeiras dorsais e anais curtas, extremidades arredondadas, por vezes ligeiramente pontiagudas
nos machos. Nadadeira caudal oval, curta. Nadadeira peitoral arredondada, margem posterior atingindo
verticalmente em torno de 60% do comprimento entre a nadadeira peitoral e a base da pelve. Nadadeira
pélvica pequena, oval, ponta atingindo entre a papila urogenital e a base do 2° raio anal nos machos,
atingindo o anus nas fémeas; as bases da nadadeira pélvica medialmente nas proximidades. Origem da
nadadeira dorsal na vertical na base do 11° raio da nadadeira anal, origem da nadadeira dorsal na altura
da 252-26? vértebra , origem da nadadeira anal na altura da 18-192 vértebra. Raios da nadadeira dorsal
8; raios da nadadeira anal 14; raios da nadadeira caudal 28 - 31; raios da nadadeira peitoral 10-12; raios

da nadadeira pélvica 6.
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Escamas pequenas, cicloides. Corpo e cabeca inteiramente escamadas, exceto a superficie ventral
anterior da cabeca. Escamacdo corporal que se estende sobre 25% da base da nadadeira caudal;
nenhuma escama nas bases das nadadeiras dorsal e anal. Escamamento frontal com padréo E; Escalas E
ndo sobrepostas medialmente. Séries longitudinais de escamas 35 - 36; séries transversais de escamas
8; escamas totais ao redor do pedunculo caudal 16. Um ou dois pequenos 6érgdos de contato por
escamas da regido ventral da parte média do flanco nos machos; sem 6rgéos de contato nas nadadeiras.

Neuromastos cefalicos: supraorbital 3 + 3, parietal 1, rostral anterior 1, rostral posterior 1,
infraorbital 1 + 6-7 + 1, pré-orbital 1, otic 1, po6s-6tico 2, supratemporal 1, opercular mediano 1,
opercular ventral 1, preopercular 2 + 4, mandibular 3 + 1, lateral mandibular 1, paramandibular 1.
Linha lateral dividida em 2 cortes, secdo anterior entre cabeca e vertical logo anterior ao final da
nadadeira peitoral, secdo posterior em série longitudinal logo abaixo da se¢do anterior, entre a vertical
atraves do final da nadadeira peitoral e porcdo meédia da base da nadadeira caudal; 1 neuromasto por
escama de linha lateral; 2 neuromastos na base da nadadeira caudal. Basihyal sub-triangular, maior
largura cerca de Seis raios branchiostegal. Dermosfendtico presente. Processo ventral de postemporal

ausente Vértebras totais 35.

Coloracéo:

Machos - Lateral do corpo castanho-purpuro claro com alternancia de barras obliquas de cor verde-
amarelada e barras obliquas rosa palido, as vezes mal visiveis; dorso marrom claro; ventre hialino-
amarelado, com amarelo mais forte na regido da cabeca; lado da cabeca marrom claro a cinza escuro
acima da linha horizontal através da margem ventral da oOrbita, amarelo claro abaixo do olho, amarelo
esverdeado na porc¢éo ventral da regido opercular; mandibulas cinza claro; iris amarelo-alaranjado, com
contorno azul escuro na parte posterior; nadadeira dorsal amarelo palido, muitas vezes com trés ou
quatro estreitas e obliquas listras marrons palidas, com porcéo distal azul claro; nadadeira anal amarela,
porcdo basal azul esverdeado, com margem distal cinza escura a preta; nadadeira caudal amarelo
esverdeado a cinza amarelado escuro; faixa cinza escuro a preta nas margens dorsal e ventral da
nadadeira, faixa ventral duas ou trés vezes mais larga que a faixa dorsal, com faixa dorsal

discreta;nadadeira peitoral amarelada hialina; nadadeira pélvica amarelada hialina.
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Fémeas — Lateral do corpo cinza escuro amarronzado, com pontos azuis claros; dorso marrom
claro-dourado; ventre esbranquicado, com amarelo pélido na regido da cabeca; lado da cabeca
castanho, regido pos-orbital castanha escura, por¢cdo ventral do opérculo verde-amarelado dourado,
suborbital amarelo claro; maxilares marrom claro acinzentados; iris marrom alaranjado, com contorno
azulado na parte infero-posterior; nadadeira dorsal verde-azulada hialina com fileiras transversais de
pequenas manchas cinzentas escuras; nadadeira anal amarelo, com porc¢éo basal azul claro; nadadeira
caudal amarelo palido-hialino, levemente azulada na base, com fileiras transversais de pontos castanhos
escuros; mancha circular cinzenta escura na por¢do dorsal da base da nadadeira caudal, algumas vezes
discreta; nadadeiras peitorais hialinas; nadadeiras pélvicas hialinas, levemente azuladas e amareladas

na porgao anterior.
Distribuicéo e habitat:

Exclusivamente encontrados em Mongagué e Santos, 0os demais exemplares que compde o trabalho
foram obtidos na colecdo do LBP, os quais foram encontrados na cidade de Sdo Paulo. As saidas para
coleta foram feitas em diferentes épocas do ano, das quais, apos trés tentativas frustradas encontramos
dois exemplares da populacdo de Mongagua e apenas 3 exemplares da localidade-tipo de Atlantirivulus
santensis (Fig.14 Anexo). Nos Ultimos anos, a area entre Santos e Mongagua foi severamente
modificada pela intensa expansdo das cidades que compde a Baixada Santista, tornando extinta a
maioria das populacdes conhecidas de A. santensis da regido. A area de localidade tipo foi amplamente
ocupada por propriedades urbanas e rurais, proximas da Serra do Mar. Importante ressaltar que mesmo
com evidente perda de habitat, Atlantirivulus santensis é considerada uma espécie ndo ameacada,

porque € erroneamente considerada como distribuida em todo litoral de Sdo Paulo.



Tabela 5. Dados morfométricos de Atlantirivulus santensis — Baixada Santista/ Sdo Paulo.

Holétipo Paratipo Paratipo
Macho Machon=8 | Fémean=1

Comprimento padrdo (mm) 24,8 20,0-31,3 23,7
Altura do corpo 20,2 15,9-20,9 19,3
Altura do pedunculo caudal 13,4 11,3-15,1 11,4
Comprimento da Predorsal 76,3 73,0-80,9 74,9
Comprimento da Prepelvica 52,7 47,7-67,6 49,3
Comprimento da base da nadadeira dorsal 8,2 7,2-9,3 7,3
Comprimento da base da nadadeira anal 15,8 16-22,6 17,9
Comprimento da nadadeira Caudal 24,2 23,7-32,8 26,3
Comprimento da nadadeira peitoral 17,3 17,8-22,6 16,8
Comprimento da nadadeira pélvica 5,3 4,7-6,1 4,3
Comprimento da cabeca 21,5 21,7-25,4 22,9
Altura da cabeca 73,6 65,9-70,5 67,2
Largura da cabeca 82,8 77,3-81,4 70,9
Comprimento do focinho 25,8 25,1-28,3 26,3
Comprimento da mandibula 20,2 16,9-21,8 19,2
Diametro do olho 35,0 33,1-39,5 34,6

Raios da nadadeira dorsal 8 8 8

Raios da nadadeira caudal 30 28-31 28

Raios da nadadeira anal 14 14 14

Raios da nadadeira pélvica 6 6 6-

Raios da nadadeira peitoral 12 12 12
Escamas na série longitudinal 35 35-36 36

Escamas na série transversal 8 8 8

Linhas horizontais de escamas ao redor do

pedunculo caudal 16 16 16

Vértebras 35 35 35

36



Atlantirivulus santensis - Sul

Figura 11-12, Tabela 6

Figura 11: Exemplar macho de A. santensis coletado em Peruibe.

Figura 11: Exemplar fémea de A. santensis coletado em Peruibe.
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Diferencas observadas em relagdo ao grupo da Baixada Santista (potenciais caracteres
diagndsticos):

Mandibula superior marrom claro, mandibula inferior amarela (vs. mandibulas cinza claro),
Nadadeira dorsal amarelo-alaranjado palido, muitas vezes com manchas marrons (vs. nadadeira dorsal
amarelo palido, muitas vezes com trés ou quatro estreitas e obliquas listras marrons pélidas, com
porgdo distal azul claro), nadadeira caudal cinza amarelado escuro; faixa cinza escuro a preta nas
margens dorsal e ventral da nadadeira, com larguras similares, ambas curtas fazendo com que sejam
discretas (vs. nadadeira caudal amarelo esverdeado a cinza amarelado escuro; faixa cinza escuro a preta
nas margens dorsal e ventral da nadadeira, faixa ventral duas ou trés vezes mais larga que a faixa
dorsal, com faixa dorsal discreta), nadadeira pélvica azulada, com margem anterior estreita e amarela

(vs. nadadeira pélvica amarelada hialina).

Descricao:

Dados morfométricos aparecem na Tabela 6. Perfis dorsal e ventral fracamente convexos do
focinho até extremidade posterior das bases dorsais e da nadadeira anal, aproximadamente em linha
reta no pedunculo caudal. Corpo delgado, sub-cilindrico anteriormente, ligeiramente mais profundo que
largo, comprimido posteriormente. Maior profundidade do corpo na vertical em frente a base da
nadadeira pélvica. Mandibulas curtas, focinho sem corte.

Nadadeiras dorsais e anais curtas, extremidades arredondadas, por vezes ligeiramente pontiagudas
nos machos. Nadadeira caudal oval, curta. Nadadeira peitoral arredondada, margem posterior atingindo
verticalmente em torno de 60% do comprimento entre a nadadeira peitoral e a base da pelve. Nadadeira
pélvica pequena, oval, ponta atingindo entre a papila urogenital e a base do 2° raio anal nos machos,
atingindo o anus nas fémeas; as bases da nadadeira pélvica medialmente nas proximidades. Origem da
nadadeira dorsal na vertical na base do 11° raio da nadadeira anal, origem da nadadeira dorsal na altura
da 25%-26° vértebra , origem da nadadeira anal na altura da 18-192 vértebra. Raios da nadadeira dorsal
8; raios da nadadeira anal 13 - 14; raios da nadadeira caudal 30- 32; raios da nadadeira peitoral 14;

raios da nadadeira pélvica 6.
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Escamas pequenas, cicloides. Corpo e cabeca inteiramente escamadas, exceto a superficie ventral
anterior da cabeca. Escamacdo corporal que se estende sobre 25% da base da nadadeira caudal,
nenhuma escama nas bases das nadadeiras dorsal e anal. Escamamento frontal com padréo E; Escalas E
ndo sobrepostas medialmente. Séries longitudinais de escamas 31; séries transversais de escamas 8;
escamas totais ao redor do peddnculo caudal 16. Um ou dois pequenos érgdos de contato por escamas
da regido ventral da parte média do flanco nos machos; sem érgdos de contato nas nadadeiras.

Neuromastos cefalicos: supraorbital 3 + 3, parietal 1, rostral anterior 1, rostral posterior 1,
infraorbital 1 + 6-7 + 1, pré-orbital 2, otic 1, po6s-6tico 2, supratemporal 1, opercular mediano 1,
opercular ventral 1, preopercular 2 + 4, mandibular 3 + 1, lateral mandibular 1, paramandibular 1.
Linha lateral dividida em 2 cortes, secdo anterior entre cabeca e vertical logo anterior ao final da
nadadeira peitoral, secdo posterior em série longitudinal logo abaixo da se¢do anterior, entre a vertical
atraves do final da nadadeira peitoral e porcdo média da base da nadadeira caudal; 1 neuromasto por
escama de linha lateral; 2 neuromastos na base da nadadeira caudal. Seis raios branchiostegal.
Dermosfendtico presente. Processo ventral de postemporal ausente. VVértebras totais 35.

Coloracéo:

Machos - Lado do corpo castanho-parpuro claro com alternancia de barras obliquas de cor verde-
amarelada e barras obliquas rosa palido, as vezes mal visiveis; dorso marrom claro; ventre hialino-
amarelado, com amarelo mais forte na regido da cabeca; lado da cabeca marrom claro a cinza escuro
acima da linha horizontal através da margem ventral da oOrbita, amarelo claro abaixo do olho, amarelo
levemente esverdeado na porcdo ventral da regido opercular; mandibula superior marrom claro,
mandibula inferior amarela; iris amarelo-alaranjado, com contorno azul escuro na parte antero-inferior;
nadadeira dorsal amarelo-alaranjado palido, muitas vezes com manchas marrons; nadadeira anal
esverdeada, porcdo basal azul, com margem distal cinza escura a preta; nadadeira caudal cinza
amarelado escuro; faixa cinza escuro a preta nas margens dorsal e ventral da nadadeira, com larguras
similares, ambas curtas fazendo com que sejam discretas; nadadeira peitoral amarelada hialina;

nadadeira pélvica azulada, com margem anterior estreita e amarela.
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Fémeas - Lateral do corpo cinza escuro amarronzado, com pontos azuis claros; dorso marrom
claro-dourado; ventre esbranquicado, com amarelo pélido na regido da cabeca; lado da cabeca
castanho, regido pos-orbital castanha escura, porcdo ventral do opérculo amarelo dourado, suborbital
amarelo claro; maxilares marrom claro acinzentados; iris marrom alaranjado, com contorno azulado na
parte infero-posterior; nadadeira dorsal hialina levemente verde-azulada com fileiras transversais de
pequenas manchas cinzentas escuras; nadadeira anal amarelado esverdeado, com porcdo basal azul
claro e distal marrom acinzentado; nadadeira caudal hialina amarelada, levemente azulada na base, com
fileiras transversais de pontos castanhos escuros; mancha circular cinzenta escura na por¢do dorsal da
base da nadadeira caudal, algumas vezes discreta; nadadeiras peitorais hialinas; nadadeiras pélvicas

hialinas, levemente azuladas e amareladas na porcao anterior.
Distribuicéo e habitat:

As populacBes do sul foram coletadas em Itanhaém, Peruibe e Pedro de Toledo em riachos rasos,
dentro ou proximos a densas florestas. Nestes habitats, a 4gua era de cor amarela clara (cha) e o fundo

do habitat era formado por areia ou sedimento lodoso, rico em matéria organica.



Tabela 6. Dados morfométricos de Atlantirivulus santensis - Litoral Sul.

Holétipo | Paratipo Paratipo
Macho | Macho n=9 | Fémea n=2
Comprimento padrdo (mm) 32,6 22,5-32,2 20,0-27,7
Altura do corpo 21,3 15,5-19,3 18,1-21,2
Altura do pedunculo caudal 13,6 10,6-13,5 12,2-14,0
Comprimento da Predorsal 75,3 70,3-78,5 70,3-76,6
Comprimento da Prepelvica 53,6 45,5-52,08 | 52,4-54,5
Comprimento da base da nadadeira dorsal 7,3 5,0-8,8 6,2-8,8
Comprimento da base da nadadeira anal 18,8 15,2-20,74 13,7-18,7
Comprimento da nadadeira Caudal 20,9 23,0-29,9 21,1-27,9
Comprimento da nadadeira peitoral 16,7 15,4-20,3 16,0-18,6
Comprimento da nadadeira pélvica 5,9 6-7,88 5,9-7,8
Comprimento da cabeca 23,6 19,8-25,2 23,2-23,5
Altura da cabeca 71,4 60-71 62,1-66,4
Largura da cabeca 81,4 62,5-89,0 79,6-80,7
Comprimento do focinho 26 25,1-32,9 26,7-29,8
Comprimento da mandibula 20,5 15,8-20,9 16,5-20,4
Diametro do olho 35,5 31,1-42 31,1-39,8
Raios da nadadeira dorsal 8 8 8
Raios da nadadeira caudal 31 30-32 30
Raios da nadadeira anal 14 13-14 14
Raios da nadadeira pélvica 6 6 6
Raios da nadadeira peitoral 14 14 14
Escamas na série longitudinal 31 31 31
Escamas na série transversal 8 8 8
Linhas horizontais de escamas ao redor do
pedunculo caudal 16 16 16
Vértebras 35 35 35
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5. Discussao

5.1 Taxonomia

Em Costa (2008), o autor redescreve a espécie Atlantirivulus santensis fazendo uso de populagdes
que se distribuem de Ubatuba-SP até Paranagua-PR. Ao encontrar em nosso trabalho, diferentes
linhagens de A. santensis, de Norte de SP ao Sul de SP, fica notavel a importancia de aplicar a um
conjunto de dados de espécies candidatas uma abordagem taxondmica integrativa, o que inclui
diferentes ferramentas e analises moleculares como PTP, ABGD, complementares as anéalises
morfoldgicas para delimitacdo de espécies (Kekkonen et. al., 2014, Costa-Silva et. al., 2015).

Ao considerar individuos pertencentes a mesma espécie, aqueles que apresentem divergéncias das
sequéncias de COI menores que 2% (Ward et al., 2005), nota-se que as populacdes do Litoral Norte e
Sul (Fig. 5 - Grupo azul e verde, respectivamente), apresentaram distancia muito maior do que esta
porcentagem de referéncia, sendo distantes 9% (Tabela 2), possivelmente representam diferentes
espécies. O mesmo segue para as populacdes do Litoral Norte, que representam uma linhagem, com
uma divergéncia genética de 8,0% em relacdo as populagfes da Baixada Santista. Enquanto as da
Baixada Santista e Litoral Sul se encontram mais préximas entre si (3%), podendo ndo se tratar de uma
possivel nova espécie, e sim de apenas diferentes linhagens. Importante ressaltar que diferentes estudos
sugerem valores elevados para uma divergéncia genética intraespecifica acima de 2%, os quais
poderiam indicar novas espécies ou mesmo cripticas dentro do grupo avaliado (Pereira et al., 2013;
Melo et al., 2016, Camelier et al., 2018 ).

Por fim, ao comparar as distancias genéticas de A. ribeirensis e A. simplicis, essas espécies sdo
validadas molecularmente, até entdo ndo possuiam identificacdo molecular. Ademas, reforcamos as
distintas linhagens de A. santensis, pois as distancias de algumas linhagens se comparam ou até mesmo
superam as distancias entre uma linhagem e uma espeécie do grupo externo. Por exemplo, Litoral Sul x
A. ribeirensis (7%), enquanto Litoral Norte x Litoral Sul (9%), sendo o Litoral Norte tdo distante do
Litoral Sul, quanto o Litoral Sul é distante da espécie limite Norte, A. simplicis. Destaca-se que 0
Litoral Norte ndo deixa de ser distante geneticamente (11%) da espécie limite Norte, A. simplicis,
mesmo apresentando a menor distancia geografica entre as linhagens de A. santensis.

Em linhas gerais, os resultados das analises ABGD e PTP também indicam que A. santensis pode
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ser um nome utilizado para abrigar mais de uma linhagem e recuperam os trés grandes grupos
mencionados anteriormente. Portanto, de acordo com estas analises foram reconhecidas trés linhagens
distintas e bem delimitadas, distribuidas ao longo dos riachos costeiros situados na Mata Atlantica do

Estado de Sdo Paulo.

5.2 Biogeografia

Para um melhor entendimento dos resultados moleculares apresentados € importante compreender
as relacOes de grupos iméos dos géneros Atlantirivulus e Melanorivulus encontradas em Costa (2003).
O primeiro apresentando alta riqueza de espécies em regides costeiras (Costa, 2011), enquanto o
segundo apresenta alta riqueza de espécies no Escudo Cristalino (Costa 2005), corroborando com a
hipotese de que A. santensis seja um exemplo do “padrdo biogeografico B” proposto por Ribeiro
(2006). De acordo com ele, os taxons incluidos neste padrdo apresentam uma histéria biogeografica
intermediéria, resultante do continuo intercambio faunistico entre rios de planalto do escudo cristalino
brasileiro e rios costeiros do leste do Brasil ao longo do Terciario. Assim, eventos de captura de
cabeceira e recuo do mar teriam permitido a dispersdo de um ancestral comum entre as drenagens
costeiras, que estariam potencialmente conectadas ao longo da plataforma continental, a ascensdo do
nivel do mar teria promovido a separacdo destas drenagens e o consequente isolamento das suas
populagdes, possibilitando assim, eventos de especiacdo (Carvalho et al., 2015).

As pronunciadas atividades tectdnicas nos periodos Paleogeno, Neogeno e Quaternario, na regido
da Serra do Mar, resultaram num recuo erosivo da margem leste da plataforma continental com a
captura de rios de planalto, que fluiam para o interior do Escudo do Brasil Central, passando assim a
atuar como tributarios atlanticos menores (Almeida & Carneiro, 1998; Riccomini et al., 2004; Ribeiro
et al., 2006). Neste processo, que ocorreu varias vezes na formacdo do escudo brasileiro do Sudeste,
porcdes dos afluentes de um rio em uma bacia hidrogréfica sdo capturados por bacias adjacentes, sendo
responsaveis pela transferéncia de estoques ancestrais de terras altas, resultando em populagtes
isoladas e geneticamente diversas (Ribeiro et al., 2006; Roxo et al., 2014; Thomaz et al., 2015b, Souza
etal., 2018).

Primeiramente registrada por Menezes (1972), devido a semelhancas faunisticas, a hipotese da
histdria biogeografica comum menciona a possibilidade de que os principais rios costeiros do leste
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brasileiro herdaram grande parte de sua ictiofauna da bacia do rio Parana. Os rios Tieté e Alto Paraiba
do Sul costumavam compor uma drenagem que corria em diregdo ao Oceano Atlantico, mas, devido a
processos geologicos / geomorfoldgicos na regido da Serra do Mar, essa drenagem foi dividida, em
uma porc¢do hoje correspondente a parte superior do rio Tieté e outra ao curso superior do rio Paraiba
do Sul (Ab'Saber, 1957). Langeani (1989) reconheceu que a fauna de peixes que habita as cabeceiras
do atual Tieté é mais parecida com as comunidades de peixes que habitam rios costeiros, mas apontou a
falta de dados da composicdo da ictiofauna do Alto Paraiba do Sul e outras drenagens adjacentes ao
alto Tieté. Atualmente, ja existem diversos estudos (Montoya-Burgos, 2003; Ribeiro et al., 2006; Roxo
et al., 2012) que contribuiram para um melhor conhecimento dessas drenagens. O presente trabalho
levanta dados que também corroboram com essa hipGtese ao reconhecer diferentes composicdes de
linhagens distribuidas pelas drenagens costeiras na regido Sudeste do Brasil.

E de extrema importancia o reconheccimento da biodiversidade de riachos, em especial os costeiros
desta regido, por se tratar da mais desenvolvida e também mais impactada do pais (Agostinho, 2005).
Thomaz et al., (2015b) propuseram o uso de paleodrenagens para a conservacdo de espécies e
diversidade genética. Ao comparar nossos resultados com a estruturacdo das paleodrenagens,
observamos que na area de numero 1 encontramos Atlantirivulus simplicis, assim como nas areas 2, 3 e
4 populagdes da linhagem Litoral Norte; 5 — Baixada Santista / S&o Paulo; 6 Litoral Sul e 7
Atlantirivulus ribeirensis (Figura 13 do anexo).

O agrupamento dessas linhagens esta condizente com a distribuicdo dessas paleodrenagens. Com
excessdo da populacdo de Mongagua, que se encontra na paleodrenagem 6, que também abrange
Itanhaém e Peruibe, mas esta molecularmente agrupada com Santos e So Paulo, o que evidencia um
evento de captura de cabeceira do Alto Tieté para Mongagua-Santos. Esperava-se que as populacdes
que compartilham a mesma paleodrenagem seriam geneticamente mais proximas, gracas ao fluxo
génico, mas nao € isso que acontece, Mongagua faz parte do cluster Baixada Santista / Sdo Paulo e ndo
Litoral Sul.
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6. Conclusao

Os resultados das analises taxonémicas integrativas (morfologicas e moleculares) foram
fundamentais para o reconhecimento de duas novas espécies de Atlantirivulus no estado de Séo Paulo.
Entender o histérico biogeografico do grupo se mostrou essencial para reforcar as evidéncias que
levaram aos isolamentos das linhagens e consequente especiagéo.

Atualmente, A. santensis ¢é classificado como “ndo ameagado” (Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade — ICMBIo, 2014). Com o reconhecimento de duas novas espécies, 0
estado de conservacdo da espécie precisara ser reavaliado, devido a reducdo da distribuicdo desta

espécie, agora mais restrita.
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7. Apéndice
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Lista do material (espécimes) examinado no presente estudo: abreviatura institucional (LBP) com

numero de tombo de cada exemplar.

Tecido | Voucher | Espécie Localidade Coordenadas Geogréficas
LBP 88471 Atlantirivulus santensis | Praia de Ubatumirim, | 23°20'6.63"S
25423 Ubatuba-SP 44°53'18.26"0
LBP 88472 Atlantirivulus santensis | Praia de Ubatumirim, | 23°20'6.63"S
25424 Ubatuba-SP 44°53'18.26"0
LBP 88477 Atlantirivulus santensis | Praia de Itamambuca, | 24°12'3.93"S 46°50'5.67"O
25424 Ubatuba-SP
LBP 88478 Atlantirivulus santensis | Praia de Itamambuca, | 24°12'3.93"S 46°50'5.67"O
25424 Ubatuba-SP
LBP 88484 Atlantirivulus santensis | Praia de Itamambuca, | 24°12'3.93"S 46°50'5.67"0O
25424 Ubatuba-SP
LBP 88486 Atlantirivulus santensis | Praia de Itamambuca, | 24°12'3.93"S 46°50'5.67"O
25424 Ubatuba-SP
LBP 88487 Atlantirivulus santensis | Praia de Itamambuca, | 24°12'3.93"S 46°50'5.67"O
25424 Ubatuba-SP
LBP 88488 Atlantirivulus santensis | Praia do Lazaro, | 23°30'6.54"S
25425 Ubatuba-SP
45° 8'12.58"0
LBP 88493 Atlantirivulus santensis | Praia do Lazaro, | 23°30'6.54"S
25425 Ubatuba-SP
45° 8'12.58"0
LBP 88532 Atlantirivulus santensis | Praia de Maresias - SP 23°47'29.88"S
25432 45°33'15.42"0
LBP 88533 Atlantirivulus santensis | Praia de Maresias - SP 23°47'29.88"S
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25432

45°33'15.42"0

LBP
25432

88534

Atlantirivulus santensis

Praia de Maresias - SP

23°47'29.88"S
45°33'15.42"0

LBP
25432

88535

Atlantirivulus santensis

Praia de Maresias - SP

23°47'29.88"S
45°33'15.42"0

LBP
25432

88536

Atlantirivulus santensis

Praia de Maresias - SP

23°47'29.88"S
45°33'15.42"0

LBP
25432

88537

Atlantirivulus santensis

Praia de Maresias - SP

23°47'29.88"S
45°33'15.42"0

LBP
25432

88538

Atlantirivulus santensis

Praia de Maresias - SP

23°47'29.88"S
45°33'15.42"0

LBP
25432

88539

Atlantirivulus santensis

Praia de Maresias - SP

23°47'29.88"S
45°33'15.42"0

LBP
25432

88540

Atlantirivulus santensis

Praia de Maresias - SP

23°47'29.88"S
45°33'15.42"0

LBP
25426

88497

Atlantirivulus santensis

Praia de Guaratuba
Bertioga - SP

23°43'53.45"S
45°50'23.65"0

LBP
25426

88498

Atlantirivulus santensis

Praia de Guaratuba
Bertioga - SP

23°43'53.45"S
45°5023.65"0

LBP
25426

88499

Atlantirivulus santensis

Praia de Guaratuba
Bertioga - SP

23°43'53.45"S
45°5023.65"0

LBP
25426

88500

Atlantirivulus santensis

Praia de Guaratuba
Bertioga - SP

23°43'53.45"S
45°50'23.65"0

LBP
25426

88501

Atlantirivulus santensis

Praia de Guaratuba
Bertioga - SP

23°43'53.45"S
45°5023.65"0

LBP
25426

88502

Atlantirivulus santensis

Praia de Guaratuba
Bertioga - SP

23°43'53.45"S
45°50'23.65"0
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LBP 88503 Atlantirivulus santensis | Praia de Guaratuba 23°43'53.45"S
25426 Bertioga - SP 45°50'23.65"0
LBP 88504 Atlantirivulus santensis | Praia de Guaratuba 23°43'53.45"S
25426 Bertioga - SP 45°50'23.65"0
LBP 88505 Atlantirivulus santensis | Praia de Guaratuba 23°43'53.45"S
25426 Bertioga - SP 45°50'23.65"0
LBP 88506 Atlantirivulus santensis | Praia de Guaratuba 23°43'53.45"S
25426 Bertioga - SP 45°50'23.65"0
LBP 88508 Atlantirivulus santensis | Praia de Guaratuba 23°43'53.45"S
25426 Bertioga - SP 45°50'23.65"0
LBP 88509 Atlantirivulus santensis | Praia de Guaratuba 23°43'53.45"S
25426 Bertioga - SP 45°50'23.65"0
LBP 88510 Atlantirivulus santensis | Praia de Guaratuba 23°43'53.45"S
25426 Bertioga - SP 45°50'23.65"0
LBP 88512 Atlantirivulus santensis | Praia de Guaratuba 23°43'53.45"S
25426 Bertioga - SP 45°50'23.65"0
LBP 40281 Atlantirivulus santensis | Sdo Paulo-SP 23°46'16.80"S

46°45'56.40"0
LBP 40282 Atlantirivulus santensis | Sdo Paulo-SP 23°46'16.80"S

46°45'56.40"0O
LBP 40283 Atlantirivulus santensis | Sdo Paulo-SP 23°46'16.80"S

46°45'56.40"0
LBP 40284 Atlantirivulus santensis | Sdo Paulo-SP 23°46'16.80"S

46°45'56.40"0
LBP 40285 Atlantirivulus santensis | Sdo Paulo-SP 23°46'16.80"S

46°45'56.40"0
LBP 88520 Atlantirivulus santensis | Peruibe - SP 24°25'44.07"S

25431
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47° 4'22.15"0
LBP 88521 Atlantirivulus santensis | Peruibe - SP 24°25'44.07"S
25431

47° 4'22.15"0
LBP 88524 Atlantirivulus santensis | Peruibe - SP 24°25'44.07"S
25431

47° 4'22.15"0
LBP 88526 Atlantirivulus santensis | Peruibe - SP 24°25'44.07"S
25431

47° 4'22.15"0
LBP 88527 Atlantirivulus santensis | Peruibe - SP 24°25'44.07"S
25431

47° 4'22.15"0
LBP 88528 Atlantirivulus santensis | Peruibe - SP 24°25'44.07"S
25431

47° 4'22.15"0
LBP 88529 Atlantirivulus santensis | Peruibe - SP 24°25'44.07"S
25431

47° 4'22.15"0
LBP 88530 Atlantirivulus santensis | Peruibe - SP 24°25'44.07"S
25431

47° 4'22.15"0
LBP 88516 Atlantirivulus santensis | Mongagua-SP 24°4'57.64"S
25428 46°37'11.03"0
LBP 38200 Atlantirivulus santensis | Mongagua-SP 24°4'57.64"S

46°37'11.03"0
LBP 78414 Atlantirivulus santensis | Itanhaém - SP 24°12'3.93"S
25419

46°50'5.67"0
LBP 78417 Atlantirivulus santensis | ltanhaém - SP 24°12'3.93"S

25419
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46°50'5.67"0
LBP 78419 Atlantirivulus santensis | ltanhaém - SP 24°12'3.93"S
25419

46°50'5.67"0
LBP 78427 Atlantirivulus santensis | ltanhaém - SP 24°12'3.93"S
25419

46°50'5.67"0
LBP 78428 Atlantirivulus santensis | Itanhaém - SP 24°12'3.93"S
25419

46°50'5.67"0
LBP 78429 Atlantirivulus santensis | Itanhaém - SP 24°12'3.93"S
25419

46°50'5.67"0
LBP 78430 Atlantirivulus santensis | ltanhaém - SP 24°12'3.93"S
25419

46°50'5.67"0
LBP 78431 Atlantirivulus santensis | Itanhaém - SP 24°12'3.93"S
25419

46°50'5.67"0
LBP 78432 Atlantirivulus santensis | Itanhaém - SP 24°12'3.93"S
25419

46°50'5.67"0
LBP 37863 Atlantirivulus santensis | ltanhaém - SP 24°12'3.93"S

46°50'5.67"0
LBP 37862 Atlantirivulus santensis | ltanhaém - SP 24°12'3.93"S

46°50'5.67"0
LBP 37861 Atlantirivulus santensis | Itanhaém - SP 24°12'3.93"S

46°50'5.67"0
LBP 88631 Atlantirivulus santensis | Santos - SP 23°50'53.95"S
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46°24'6.45"0
LBP 88632 | Atlantirivulus santensis | Santos - SP 23°50'53.95"S
46°24'6.45"0
LBP 88633 | Atlantirivulus santensis | Santos - SP 23°50'53.95"S
46°24'6.45"0
LBP 23°11°27.5 S
25422 | 88460 | Atlantirivulus simplisis | Paraty - RJ 44°43° 31.05° °O
LBP 23°11°27.5” S
25422 | 88462 | Atlantirivulus simplisis | Paraty - RJ 44°43° 31.05° 0O
LBP 23°11°27.5 S
25422 | 88467 | Atlantirivulus simplisis | Paraty - RJ 44°43° 31.05°°0O
23°11°27.5” S
LBP 44° 43 31.05° °O
25422 | 88470 | Atlantirivulus simplisis | Paraty - RJ
24°21'3.63"S
Atlantirivulus
LBP 88599 | ribeirensis Juquia - SP 47°41'0.63"0
24°21'3.63"S
Atlantirivulus
LBP 88600 | ribeirensis Juquia - SP 47°41'0.63"0
24°21'3.63"S
Atlantirivulus
LBP 88601 | ribeirensis Juquia - SP 47°41'0.63"0
24°21'3.63"S
Atlantirivulus
LBP 88602 | ribeirensis Juquié - SP 47°41'0.63"0
24°21'3.63"S
Atlantirivulus
LBP 88603 | ribeirensis Juquia - SP 47°41'0.63"0O




8. Anexo

Figura 1: Exemplar macho de A. santensis coletado em Bertioga.

Figura 2: Exemplar macho de A. santensis coletado em Maresias.
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Figura 3 Exemplar macho de A. santensis coletado em Mongagua.
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Figura 4: Exemplar macho de A. santensis coletado em Peruibe.
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Figura 5: Exemplar fémea de A. santensis coletado em Bertioga.

Figura 6: Exemplar fémea de A. santensis coletado em Maresias.



Figura 7: Exemplar fémea de A. santensis coletado em Santos.

Figura 8: Exemplar fémea de A. santensis coletado em Peruibe.
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Partition with prior maximal distance P=1.2ge-02

Distance K80 Kimura MinSlope=1.500000
Download (left click and save) or see below the tree file corresponding to this partition: click here A R
B

Group[ 1] n: 4 ;id: Atlantirivulus_simplicis_Paraty_RJ_88462 Atlantirivulus_simplicis_Paraty_RJ_88467 Atlantirivulus_simplicis_Paraty_RJ_88470 Atlantirivulus_simplicis_Paraty_RJ_88460 " -
Group[ 2 ] n: 32 ;id: Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88540 Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88538 Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88539 Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88532
Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88534 Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88533 Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88536 Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88535
Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88537 Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88472 Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88471 Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88500
Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88498 Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88502 Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88503 Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88499
Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88497 Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88484 Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88478 Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88486
Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88487 Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88477 Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88488 Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88508
Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88506 Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88504 Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88509 Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88512
Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88510 Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88505 Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88501 Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88493

d: Atlantirivulus_ribeirensis_Juquia_SP_88599 Atlantirivulus_ribeirensis_Juquia_SP_88603 Atlantirivulus_ribeirensis_Juquia_SP_88600 Atlantirivulus_ribeirensis_Juquia_SP_88601

Group[3]In:5

Atlantirivulus_ribeirensis_Juquia_SP_88602

Group[ 4 ] n: 10 :id: Atlantirivulus_santensis_Santos_SP_88631__(reversed) Atlantirivulus_santensis_Santos_SP_88633__(reversed) Atlantirivulus_santensis_Santos_SP_88632__(reversed)
Atlantirivulus_santensis_Mongagua_SP_38200 Atlantirivulus_santensis_Sao_Paulo_SP_40283 Atlantirivulus_santensis_Sao_Paulo_SP_40282 Atlantirivulus_santensis_Sao_Paulo_SP_40281
Atlantirivulus_santensis_Sao_Paulo_SP_40284 Atlantirivulus_santensis_Sao_Paulo_SP_40285 Atlantirivulus_santensis_Mongagua_SP_88516

Group[ 5] n: 26 ;id: Atlantirivulus_santensis_Pedro_de_Toledo_SP_35770 Atlantirivulus_santensis_Pedro_de_Toledo_SP_35766 Atlantirivulus_santensis_Pedro_de_Toledo_SP_35768
Atlantirivulus_santensis_Pedro_de_Toledo_SP_35769 Atlantirivulus_santensis_Pedro_de_Toledo_SP_35767 Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_SP_37863 Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_SP_37862
Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88521 Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88526 Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88524 Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88530
Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88529 Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88528 Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88527 Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88520
Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_37863 Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_37861 Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78432 Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78431 Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78430
Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78429 Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78428 Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78427 Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78419 Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78417

Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78414

Figura 9: Analise ABGD para as sequéncias COI, resultando em 3 grupos de Atlantirivulus

santensis, mais dois grupos externos, Atlantirivulus simplicis e Atlantirivulus ribeirensis.
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Figura 10: Andlise ABGD para as sequéncias COI, demonstrando as distancias entre 0s grupos

analisados e ranqueando-as.
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Test of substitution saturation (Xia et al. 2003; Xia and Lemey 2009)

Testing whether the observed Iss is significantly

lower than Iss.c.

Part I. For a symmetrical tree.

Prop. invar. sites 90,0000
Mean H 90,2022
Standard Error 90,0172
Hmax 1,8721
Iss 90,1080
Iss.c 90,7107
T 34,9556
DF 540

Prob (Two-tailed) 0,0000
95% Lower Limit 90,0742
95% Upper Limit 90,1419

Part II. For an extreme asymmetrical (and generally very

unlikely) tree.

Iss.c 90,4038
T 17,1556
DF 548

Prob (Two-tailed) 0,0000
95% Lower Limit 90,0742
95% Upper Limit 90,1419

Interpretation of results:
Significant Difference

Yes No

Iss < Iss.c Little Substantial
saturation saturation

Iss > Iss.c Useless Very poor
sequences for phylogenetics

Figura 11: indice de saturacio de substituicdo (ISS) (Xia et. al., 2003; Xia & Lemey, 2009).
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# Max likilhood partition
Species 1 (support = ©.268)
atlantirivulus_simplicis_Paraty_R]_88462,Atlantirivulus_simplicis_Paraty_R)_88467,Atlantirivulus_simplicis_Paraty_RJ_88470,Atlantirivulus_simplicis_Paraty_R)_88468

species 2 (support = @.365)

Atlantirivulus_santensis_Ubstuba_SP_88487,Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88477,Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88486,Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88478,Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88484,Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88488,
Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88493,Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88568,Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88586,Atlantirivulus_santensis_Bertioga SP_8854,Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88589,Atlantirivulus_santensis_Bertioga SP_8
8512, Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_8851¢,Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88505,Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_885e1,Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88548,Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88538,Atlantirivulus_santensis_Maresia
s_SP_88539,Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88532,Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88534,Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88533,Atlantis s_santensis_Maresias_SP_88536,Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88535,Atlantirivulus_santensis_M
aresias_sP_g8537,Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88498,Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88582,Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88503,Atlantirivulus_santensis_Sertioga_SP_88499,Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88497,Atlantirivulus_sante
nsis_Bertioga_SP. 88500, Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_Se_88472,Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88471

Species 3 (support = 8.185)
Atlantirivulus_ribeirensis_Juquia_SP_88599,Atlantirivulus_ribeirensis_Juquis_SP_886@3,Atlantirivulus_ribeirensis_Juquia_SP_8860@,Atlantirivulus_ribeirensis_luquia_SP_88601,Atlantirivulus_ribeirensis_Juquia_SP_886e2

Species 4 (support = ©.389)

Atlantirivulus_santensis_Santos_SP_88633,Atlantirivulus_santensis_Santos_SP_88632,Atlantirivulus_santensis_Santos_SP_88631,Atlantirivulus_santensis_Sao_Paulo_SP_40283,Atlantirivulus_santensis_Sao_Paulo_SP_46282,Atlantirivulus_santensis_Sao_Paulo_SP_de2
81,Atlantirivulus_santensis_Mongagus_SP_8851s,Atlantirivulus_santensis_Sao_Paulo_sP_49285,Atlantirivulus_santensis_Sao_Paulo_SP_49284,Atlantirivulus_santensis Mongagus_SP_36208

species 5 (support = ©.124)
Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88527,Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88520,Atlantirivulus_: is_Peruibe_sP_88528,Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88529,Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88538,Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88524,
Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88526,Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88521,Atlantirivulus_santensis_Pedro_de_Toledo_SP_3577@,Atlantirivulus_santensis_Pedro_de_Toledo_SP_35766,Atlantirivulus_santensis_Pedro_de_Toledo_SP_35768,Atlantirivulus_san
tensis_Pedra_de_loledo_SP_35769, Atlantirivulus_santensis_Pedro_de_Toledo_SP_35767,Atlantirivulus_santensis_ITanhaem_SP_37863,Atlantirivulus_santensis_Itanhaem SP_37862,Atlantirivulus_santensis_Itanhaen_37863,Atlantirivulus_santensis_Ltanhaem_37861,At1a
ntirivilus_santansis_Ifanhasen_78432,Atlantirivolus_santensis_Itanhaem_78431,Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78438,Atlantirivulus_santensis_Ltanhaen_78429,Atlantirivulus_santensis_IZanhaem_78428,Atlantirivulus_santensis_ITanhaem_78427,Atlantirivuius_s
antensis_Itanhaem_78419,Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78317,Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78314

Figura 11: Agrupamentos de espécies feito pelo método PTP com “input” NJ.

£ e kT a1 o,
Species 1 (suppor
ALantiratus. s.\mplxus Paraty_R)_88467,Atlantirivulus_simplicis_Paraty_R)_88462,Atlantirivulus_simplicis_Paraty_R)_8847@,Atlantirivulus_simplicis_Paraty_R)_88ase

Species 2 (suppor 218)
Atlannrlvulus ribeirensis_Juquia_SP_88599,Atl

_Juquia_SP_88602, irivulus_ri is_luguia_SP_88601,Atlantirivulus_ribeirensis_luquia_SP_88608,Atlantirivulus_ribeirensis_Juquia_SP_836e3

Species 3 (support = ©.622)

Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_885e8,Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88506,Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88487,Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88477,Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88486,Atlantirivulus_santensi:
8, Atlantirivulus_santensis_Ubstuba_SP_88484,Atlantirivulus_santensis_Ubatubs_SP 88488, Atlantirivulus_santensis_Usstuba_SP 88493, Atlantirivulus_santensis_Bertiogs SP_88503,Atlantirivulus_santensis_Sertiogs SP_88497,Atlantirivulis_santensi
8499, A(lan(u‘lvulus santensis_Be: a_SP. SHSBI Atlantirivulu s_santensis, Beruogz SP_8849S8,, At]antzr‘xvulus santensis_Bertioga_SP_885€@, Atlannmvulus santensis_Ubatuba_SP_88472,Atlantirivulus_santensis_Ubatuba_SP_88471,Atlantirivulus_t santensis. _Bertioga_
SP_88510, Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88505,Atlantirivulus_santensis_Bertioga_SP_88512,Atlantirivulus_santensis_Bertioga SP_88500,Atlantirivulus_santensis_Sertioga_SP_88584,Atlantirivulus_santensis_Bertioga SP_88501,Atlantirivulus_santensis_Mar
esZas_sp 88540, Atlantirivulus_santensis_Maresias P 88532, Atlantirivulus_santensis_Maresiss_SP 88534, Atlantirivulus_santensis_Maresiss_SP.88533,Atlantirlvulus_santensis_Maresias_SP. 88536, Atlantirivulus_sanfensis_Maresias_sp §8535,AtlantirIvulus_santens
is_Maresias_SP_88539,Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88538,Atlantirivulus_santensis_Maresias_SP_88537

Species 4 (support = .018)

Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78417,Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78414,Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78419,Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78427,Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78428,Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78429, Atlantirxvul
us_santensis_Itanhaem_7843@,Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_78431,Atlantirivulus_santensis_Itanhaen_ nsau A:lannruulus santensis_Itanhaem_37861, Atlannrxvu)us santensis_Itanhaem_37863,Atlantirivulus_santensis_Itanhaem_SP_37863, Atlamxr:wu
S55_Itanhaen_sp_37862, Atlantirivulus_santansis_pedro_de_Toleds SP_35766,Atlantirivilus_santensis_Pedrs de .do_sP_35778, Atlantirivilus_santansis_bedro_de_Toledo SP_35768,Atlantirivulus_santensi: le_Toledo_5P_35769,AtTantirivu] P:d

_de_Toledo_SP_35767,At1antirivulus_santensis_Peruibe_SP_88521,Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88526, Athntu‘xvulus santensis_Peruibe_SP_88524,Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88538,Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88529, Ananunvulus _santens

s_Peruibe_sP_88528, Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88527,Atlantirivulus_santensis_Peruibe_SP_88520

Species 5 (support = ©.147)

Atlantirivulus_santensis_Sao_Paulo_SP_40284,Atlantirivulus_santensis_Sao_Paulo_SP_40285,Atlantirivulus_santensis_Mongagua_SP_38200,Atlantirivulus_santensis_Sao_Paulo_SP_48282,Atlantirivulus_santensis_Sao_Paulo_SP_46281,Atlantirivulus_santensis_Sao_Paul
o_SP_40283, At lantirivulus_santensis_Mongagua_SP_88516,Atlantirivulus_santensis_Santos_SP_88631,Atlantirivulus_santensis_Santos_SP_B8633,Atlantirivulus_santensis_Santos_SP_88632

Figura 12: Agrupamentos de espécies feito pelo método PTP com “input” ML.
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Figura 13: Mapa das paleodrenagens da costa sudeste do Brasil. Enumeradas aquelas que se destacam
por abrangir areas de distribuicdo atual das populagdes avaliadas nesse estudo. Adaptado de Thomaz
(2015).
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Figura 14: Habitat da populacédo de Atlantirivulus santensis, localidade tipo — Santos.



