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RESUMO

Os estudos envolvendo sequéncias de DNA, filogeografia e filogenia tém dado importantes
contribui¢des para o entendimento da evolucdo de populagdes, espécies e comunidades de
peixes em distintos ambientes neotropicais. Desta forma, no presente trabalho foram
realizadas analises filogenéticas e filogeograficas de populagdes da espécie Phalloceros reisi
a partir de sequéncias de DNA mitocondrial dos genes ATP Sintetase 6 ¢ 8 (ATPase 6/8) e
Citocromo ¢ Oxidase I (COI). Foram trabalhadas 104 sequéncias de peixes provenientes de
rios que compdem a bacia do alto Rio Parand e a bacia Costeira, editadas com o programa
BioEdit, conferidas na ferramenta BLAST e alinhadas no programa MEGA 6.06. As analises
filogenéticas foram conduzidas no programa MEGA 6.06 geradas através dos métodos de
Neighbour-Joining e Maxima Parciménia, com 1000 réplicas de bootstrap e modelo evolutivo
Kimura-2-parametros (K2P). Os genes ATPase 6/8 também foram analisados
filogeograficamente no programa TCS, para geracdo das redes de haplotipos. Para ATPase,
foi possivel observar um agrupamento de amostras em cinco grupos distintos com valores
altos de distancias genéticas entre eles, e esta separagdo também estd presente na rede de
haplétipos gerada, sugerindo uma possivel estruturacdo populacional a partir deste gene. Os
genes de ATPase foram amplificados pela metade para a maioria das populagdes estudadas e
este resultado pode indicar que, para esta espécie, estes genes sofreram alguma modificagcdo
em suas sequéncias, podendo tratar-se de pseudogenes, por exemplo, ou até compreender
populagdes de diferentes sub-espécies. O lote proveniente do Corrego dos Fundos, sub-bacia
Paranaiba, foi o unico que apresentou o gene amplificado por inteiro e as sequéncias desta
populagdo foram incorporadas em um grupo particular nos resultados gerados. Para o gene
COl, as amplificagdes tiveram tamanhos concordantes com o tamanho do gene descrito na
literatura, sendo amplificado por inteiro nas amostras trabalhadas com este gene. Pelos
resultados gerados na ferramenta BLAST obteve-se uma alta identidade das sequéncias com o
gene COI para as espécies Phalloceros harpagos ¢ Phalloceros reisi, confirmando sua
taxonomia. Tais resultados permitem concluir a possivel ocorréncia de uma alteracdo no gene
ATPase para a espécie de estudo, bem como uma estruturacdo populacional que levou a
populagdo de Corrego dos Fundos a possuir uma discrepancia das demais quanto ao tamanho

deste gene.

Palavras-chave: DNA mitocondrial, filogenia, Cyprinodontiformes, Alto Rio Parana.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ictiofauna neotropical

A ictiofauna neotropical de &agua doce ¢ uma das mais diversas do mundo
(SCHAEFER, 1998), com estimativas de mais de 8000 espécies (WINEMILLER et al. 2008).
Somente o Brasil possui mais de 2500 espécies de peixes dulcicolas (BUCKUP et al. 2007),
sendo que aproximadamente 50% delas sdo de pequeno porte, geralmente com menos de 15
cm (CASTRO et al. 2003).

Quando comparado com outros grupos de vertebrados, muito pouco ainda se conhece
sobre a sistematica, evolugdo, ecologia, fisiologia e genética de peixes. Possivelmente uma
das principais razdes para essa caréncia seja o elevado niumero de espécies (cerca de 24.600
(NELSON, 1994)), o que equivale, aproximadamente, ao nimero de espécies de todos os
demais vertebrados. O habitat dos peixes também proporciona uma dificuldade a mais para o
seu estudo (captura, observacdo e determinacdo dos parametros bioldgicos) quando
comparado com a maioria dos outros vertebrados (BOHLKE et al., 1978).

Peixes de dgua doce tendem a exibir niveis maiores de diferenciagdo genética e
subdivisdes entre populacdes do que aqueles habitando estudrios ou ambientes marinhos
(GYLLESNTEN, 1958; WARD et al. 1994). As diferengas na distribuicdo de variabilidade
genética entre peixes de dgua doce e peixes marinhos tém sido atribuidas aos diferentes
tamanhos populacionais e as barreiras geograficas em localidades de agua doce, que
eventualmente ocasionam isolamento de populagdes. (GYLLENSTEN, 1985; WARD et al.
1994).

Assim, existe a necessidade de um maior aprofundamento em estudos moleculares,
morfolégicos, taxondmicos e citogenéticos com enfoque na ecologia, filogenia e filogeografia
de pequenos peixes de riachos, como aqueles das bacias do Alto Rio Parand e Costeira.
Estudos desta natureza, como a presente proposta, sdo importantes ferramentas para
identificacdo de novas espécies, levando a novas estimativas da ictiofauna neotropical e uma

atualizada caracterizacdo da diversidade dessas espécies.



1.2 Bacia do Alto Rio Parand e Bacia Costeira

A bacia hidrografica do Alto Rio Parand pertence a regido do Parana, incluindo o
sistema dos rios Prata, Uruguai, Parand e Paraguai, representando o segundo maior
ecossistema de drenagem da América do Sul, com 3,2 milhdes de km?> (LOWE-
MCCONNELL, 1999), e abriga grandes tributarios, como os rios Grande, Paranaiba, Tieté e
Paranapanema (CASTRO et al., 2003). Sua drenagem possui aproximadamente 900.000km?,
incluindo o norte do Estado do Parana, sul do Mato Grosso do Sul, maioria do Estado de Sao
Paulo, sul de Minas Gerais, sul de Goids e uma area pequena do Paraguai oriental, adjacente

ao Mato Grosso do Sul. (AB’SABER, 1998).

O Alto Parand ¢ uma 4rea considerada complexa, especialmente em respeito a sua
biogeografia, devido as atividades tectonicas ocorridas na area no inicio do periodo Tercidrio.
(AB’SABER, 1998). Associadas a um sistema de falhas, essas atividades podem ter
ocasionado um cenario com eventos de capturas de cabeceiras, como ocorrido entre os rios
Tieté e Paraiba do Sul (CASTRO et al. 2003), que foram responsaveis pela distribuicdo de
algumas espécies em drenagens vizinhas, assim como, no caso, nos rios Paraiba do Sul,
Ribeira do Iguape e também algumas drenagens litoraneas de menores tamanhos. (SERRA et

al. 2007).

A regido da Bacia Costeira do Atlantico Sudeste possui uma area de 229.972km?
distribuida por terras dos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo e
Parana. As principais bacias hidrograficas desta regido sdo as dos rios Doce e Paraiba do Sul,
estando também inseridas as sub-bacias dos rios Sdo Mateus, Itapemirim, Itabapoana e

Ribeira do Iguape. (KNOPPERS et al. 2002).

1.3 Genes mitocondriais em estudos filogenéticos e filogeograficos e a filogeografia em

peixes

Os estudos envolvendo sequéncias de DNA se converteram em excelentes ferramentas
para auxiliar o estudo dessas variagdes em diversas espécies. O DNA, além de responséavel
por mudancas evolutivas, carrega o registro de diversos eventos ocorridos no passado, como
fragmentacdo geografica, fendmenos de vicaridncia e processos de dispersdao

(KALINOWSKI, 2004). O estudo da variabilidade genética populacional tem sido possivel



10

devido ao desenvolvimento de varios marcadores moleculares, principalmente daqueles
baseados no polimorfismo do DNA (SUNNUCKS, 2000). Os marcadores genéticos ou
moleculares sdo caracteres simples herdaveis, com multiplos estados para cada carater, e t€ém
sido aplicados em muitos estudos biologicos, como mapeamento genético, genética de
populagdes, reconstrugdes filogenéticas, testes de paternidade, aplicagdes forenses e,

sobretudo, em estudos de manejo e conservagdo genética (SCHLOTTERER, 2004).

Entre os marcadores mais comumente utilizados nestes estudos estdo os genes
mitocondriais. O tamanho do genoma mitocondrial (mtDNA) ¢ bastante varidvel,
apresentando valores em torno de 16 quilobases (kb) nos vertebrados e até 570 kb em algumas
espécies de plantas (LEWIN, 1994). Apresenta-se altamente conservado nos animais,
variando de 14 a 26 kb (BILLINGTON e HEBERT, 1991), sendo representado por 2 genes
que codificam RNAs ribossomicos (12S e 16S do rRNA), 22 genes que codificam RNAs
transportadores (tRNA) e 13 genes que codificam proteinas envolvidas no transporte de
elétrons e na sintese de ATP. A molécula de mtDNA possui, também, uma regido controle de
cerca de 1kb, rica em sequéncias AT e desprovida de genes, que exerce um importante papel
no inicio da replicagdo do mtDNA e da transcricdo do RNA. Esta regido controle ¢ conhecida
como “D-loop” (displacement loop).

Ponzetto (2010) utilizou marcadores moleculares no género Simpsonichthys para
testar a hipotese da subdivisdo do género e identificar o padrao filogeografico historico de
distribuicdo das espécies que compdem esse género, sendo que esta espécie estd presente
desde o sul da Florida até o sul da Patagonia (COSTA, 2006; NIELSEN, 2008), buscando
assim contribuir com a conservacdo do género. Além destes, varios outros trabalhos
utilizaram genes mitocondriais em estudos filogenéticos (PATERNELLO et al, 2003;
COSTA, 2006; ABE, 2011), filogeograficos (AVISE, 1987; CASTRO, 1991;
SIVASUNDAR, 2001; STRECKER et al, 2004; PELLEGRINO, 2005), taxondmicos
(CASTRO, 1993; POZZOBON, 2009; RODRIGUES, 2010) e para conservacao (FALK et al.,
2003; KOTLIK et al., 2002; PATERNELLO et al., 2003; PERDICES et al., 2004
STRECKER et al., 2004; WANG et al., 2004; BATISTA et al., 2006; HUBERT et al., 2007,
WILLIS et al., 2007).

A filogeografia e a filogenia tém dado importantes contribui¢cdes para o entendimento
da evolucdo das populacdes, espécies e comunidades de peixes em distintos ambientes
neotropicais (PIORSKI et al. 2008). A filogeografia ¢ uma associagdo da genética

populacional, biogeografia e filogenia molecular no estudo dos polimorfismos de genes, em
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populagdes de uma espécie ou entre espécies proximas (AVISE et al., 1987; AVISE, 2000).
Este campo de estudo leva em questdo os principios e processos que governam a distribui¢do
geografica de linhagens genealogicas (AVISE, 2004), permitindo examinar questdes como as
origens das zonas hibridas (HEWITT, 2001) e os limites das espécies (MARTINEZ-
ORTEGA et al. 2004). Em todas estas modalidades de estudo, o DNA mitocondrial tem sido
amplamente utilizado, mostrando resultados extremamente satisfatérios (LOVEJOY e DE

ARAUIJO, 2000).

Baseado em aspectos da divergéncia de sequéncias do DNA mitocondrial, Avise
(2000) propos cinco categorias filogeograficas: na categoria I, estdo incluidos os casos em que
as linhagens sdo bastante divergentes (valores superiores a 1-2%), ocupando areas geograficas
distintas (Alopatria). A categoria II ¢ composta por linhagens divergentes que ocorrem na
mesma area geografica (Simpatria). Na categoria III, ocorrem linhagens com baixos valores
de divergéncia de sequéncias (menores que 1%), ocupando areas geograficas distintas
(Alopatria). Na categoria IV, estdo as linhagens com divergéncia muito baixas, ou
praticamente nulas, e que estdo geograficamente distantes (Simpatria, com grande area de
distribuicdo). Na categoria V sdo encontradas linhagens pouco divergentes, exibindo uma

separacao espacial parcial e sendo intermediaria entre as categorias Il e I'V.

De maneira geral, a presenga de clones de DNA mitocondrial filogeneticamente
proximos reflete a ocorréncia de fluxo génico (a0 menos por via materna) ou a presenca de
barreiras recentes, enquanto descontinuidades genéticas mais profundas podem evidenciar

separagdes populacionais historicamente mais antigas (AVISE, 2000).

Com o desenvolvimento desse método de estudo, a filogeografia foi revelando a
histéria natural da diversidade de peixes de agua doce na regido neotropical, relacionando-a
aos eventos envolvidos no estabelecimento final dos rios da América do Sul entre 15 e 10
milhdes de anos atrdas (LUNDBERG et al. 1998). Segundo Avise (2000), cerca de 56% (27)
das espécies de peixes de agua doce ja analisadas apresentam padrdo filogeografico de
estruturacdo populacional da categoria I, enquanto 17 espécies apresentam o padrao
filogeografico da categoria Il a V e apenas 4 espécies apresentam o padrdo filogeografico da
categoria II. As 48 espécies listadas por Avise (2000) estdo distribuidas em sistemas
hidrograficos de véarios continentes, principalmente Europa e América do Norte. No entanto,
estudos filogeograficos em peixes Neotropicais de agua doce sdo ainda raros perto do elevado

numero de espécies deste grupo.
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1.4 Peixes poecilideos

Segundo Léveque et al. (2008) a grande maioria dos peixes neotropicais pertencem a
cinco grupos: Characiformes, Siluriformes, Gymnotiformes, Cyprinodontiformes e
Perciformes. A ordem Cyprinodontiformes constitui uma das assembléias de peixes Teleostei
de 4gua doce com maior numero de espécies, incluindo aproximadamente 850 em
aproximadamente 110 géneros, e dentre os Cyprinodontiformes destacam-se os peixes da

familia Poeciliidae (LEVEQUE et al. 2008)

Os poecilideos sdo peixes de pequeno porte, apresentando tamanhos entre 13,9mm a
20cm, e com variagdes de cores e na forma do corpo, desde extremamente alongado até
lateralmente comprimido (LUCINDA, 2003). Outras caracteristicas morfoldgicas de destaque
estdo a boca levemente voltada para cima e a forma e posi¢do de suas nadadeiras, com a
nadadeira pélvica deslocada para a parte anterior do corpo, e a nadadeira anal transformada

em um 6rgao copulador (gonopddio). (BRITSKI et al. 2007, SANTOS et al. 2004).

Essa familia contém espécies que ocorrem desde a América Central até o norte da
Argentina, além de alguns sistemas fluviais da Africa (PARENTI, 1981), estando presentes
tanto em agua doce como em aguas salobras (LUCINDA, 2003), com maior sucesso em
ambiente lénticos (BRITSKI et al., 2007). De acordo com Eschmeyer e Fong (2012), peixes
da familia Poeciliidae estdo incluidos em trés subfamilias: Poeciliinae (272 espécies

nominais), Procatopodinae (58 espécies nominais) e Aplocheilichthyinae (20 espécies).

A subfamilia Poeciliinae ¢ amplamente distribuida pelas Américas e € caracterizada
pela presenca de gonopodios, formados pela nadadeira anal modificada em machos, e por
apresentarem fertiliza¢do interna e viviparidade. Nesta subfamilia estdo incluidos os peixes de
aquarios conhecidos com guppies, mosquito fishes e guarus, sendo muito familiares também
no meio nao cientifico (LUCINDA, 2003).

Com relagdo aos aspectos taxonomicos e relacoes filogenéticas dos poecilideos, muito
pouco tém se feito desde que os primeiros trabalhos com a familia tiveram inicio. Revisdes
taxondmicas tém sido propostas e hipoteses sobre a organizagdo das espécies da familia tém
fornecido ideias sobre as suas relagdes. Esses trabalhos tém tentado organizar as espécies em
tribos e supertribos; contudo, nenhum deles tem se demonstrado convincente, havendo, ainda,

muitas lacunas no conhecimento sobre o status dos géneros de Poeciliidae.
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1.5 Género Phalloceros

O género Phalloceros Eigenmann, 1907, possui ampla distribui¢ao e, da mesma forma
que os demais integrantes da familia, por muito tempo teve seus aspectos sistematicos e
filogenéticos imprecisos. Até o ano de 2008, Phalloceros caudimaculatus era a inica espécie
formalmente descrita. Em uma revisdo feita por Lucinda (2008), foram descritas 21 novas
espécies provenientes de diversas regides onde o padriao de cor, bem como caracteres
meristicos ¢ morfométricos, auxiliaram neste reconhecimento de novas espécies. Contudo,
segundo este mesmo autor, tanto a real diversidade de espécies, quanto as relagdes
interespecificas do grupo, continuam desconhecidas at¢é o momento. Dessa forma,
considerando o modo de vida das espécies deste género, bem como o histérico de
desconhecimento sobre a organizacdo taxondmica, exames detalhados de sequéncias de DNA
mitocondrial podem revelar caracteristicas interessantes das espécies bem como auxiliar seu

posicionamento dentro do género.

A espécie Phalloceros reisi, conhecida popularmente como guaru, ¢ encontrada
facilmente em pequenos rios que compdem a bacia do Alto Rio Parana. Suas caracteristicas
citogenéticas ainda sao desconhecidas, assim como os caracteres do seu genoma mitocondrial.

(LUCINDA, 2008).



14

2 OBJETIVO

O presente trabalho visou abordar questdes acerca das relagdes filogenéticas e
filogeograficas de populagdes de Phalloceros reisi (Cyprinodontifomes, Poeciliidac)

utilizando genes do genoma mitocondrial como marcadores moleculares.

O principal objetivo do trabalho foi testar a hipdtese de que as populagdes isoladas de
P. reisi analisadas apresentam compartilhamento de haplotipos entre as populagdes, além de
obter dados que auxiliem a determinar o status taxonomico de P. reisi dos diferentes locais

estudados.
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais

O material utilizado faz parte da colecdo de tecidos e preparacdes citogenéticas jaj

xistentes no Laboratorio de Citogenética da UNESP, campus de Rio Claro.

Foram utilizados exemplares da espécie Phalloceros reisi provenientes de quatro sub-
bacias do sistema Alto Rio Parand, Paranapanema, Tieté, Mogi-Guagu e Paranaiba, e uma da

Bacia Costeira, Ribeira do Iguape (Figura 1).

A amostragem completa dos 49 exemplares encontra-se no Quadro 1, totalizando 9
populagdes: trés do rio Paranapanema, uma do rio Tieté, uma do rio Mogi-Guagu, trés da

Ribeira do Iguape e uma do rio Paranaiba.
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Figura 1 - Rede hidrografica das bacias do Alto Rio Parana e Costeira, evidenciando as sub-bacias do
Alto Parana e os rios de procedéncia das amostras analisadas.

Ty

@ Paranxibs
© Paransganera
O Meg-Guagu

Fonte: BORBA et al., 2013, com modificacdes da autora.

Paranaiba river
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Quadro 1 - Lista de individuos amostrados de acordo com a localidade.

Lote N° Procedéncia Sub-bacia
123 1 Rio Véu da Noiva Paranapanema
123 2 Rio Véu da Noiva Paranapanema
123 3 Rio Véu da Noiva Paranapanema
124 1 Corrego Cascatinha Tieté
124 2 Corrego Cascatinha Tieté
124 3 Corrego Cascatinha Tieté
124 4 Corrego Cascatinha Tieté
124 5 Corrego Cascatinha Tieté
125 1 Descalvado-Pirassununga Mogi-Guagu
125 2 Descalvado-Pirassununga Mogi-Guagu
125 3 Descalvado-Pirassununga Mogi-Guagu
125 4 Descalvado-Pirassununga Mogi-Guagu
125 5 Descalvado-Pirassununga Mogi-Guagu
127 1 Ribeirdao do Turvo Paranapanema
127 2 Ribeirdao do Turvo Paranapanema
127 3 Ribeirdo do Turvo Paranapanema
127 4 Ribeirdo do Turvo Paranapanema
127 5 Ribeirdo do Turvo Paranapanema
128 1 Rio Jacupiranguinha (Bunge) Ribeira do Iguape
128 2 Rio Jacupiranguinha (Bunge) Ribeira do Iguape
128 3 Rio Jacupiranguinha (Bunge) Ribeira do Iguape
128 4 Rio Jacupiranguinha (Bunge) Ribeira do Iguape
128 5 Rio Jacupiranguinha (Bunge) Ribeira do Iguape

128 6 Rio Jacupiranguinha (Bunge) Ribeira do Iguape
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128

129

129

129

129

129

129

129

132

132

132

132

132

133

133

133

133

133

134

134

134

134

134

134

134

Rio Jacupiranguinha (Bunge)

Rio Betari
Rio Betari
Rio Betari
Rio Betari
Rio Betari
Rio Betari
Rio Betari
Rio Betari (SP250)
Rio Betari (SP250)
Rio Betari (SP250)
Rio Betari (SP250)
Rio Betari (SP250)
Paranapanema
Paranapanema
Paranapanema
Paranapanema
Paranapanema
Corrego dos Fundos
Coérrego dos Fundos
Corrego dos Fundos
Corrego dos Fundos
Coérrego dos Fundos
Corrego dos Fundos

Corrego dos Fundos

Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Paranapanema
Paranapanema
Paranapanema
Paranapanema
Paranapanema
Paranaiba
Paranaiba
Paranaiba
Paranaiba
Paranaiba
Paranaiba

Paranaiba
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3.2 Métodos

3.2.1 Extracdao de DNA

A extragdo de DNA de amostras de figado e/ou nadadeiras foi realizada utilizando a
técnica de Fenol-Cloroformio-Alcool isoamilico, de acordo com o protocolo que segue
(SAMBROOK, 2001).

As amostras de tecidos foram colocadas em tubos eppendorf juntamente com a
solugdo de lise (composta por 300 uLL. de TNE 1X; 30 uL de Tris-HCL 1M pH=8,0; 20 uL de
SDS 10% e 25 pL de proteinase K/20mg/mL) recém preparada. Os tubos foram submetidos a
brusca agitacdo (vortex) por 15 segundos cada.

Ap6s este procedimento, os tubos foram mantidos em estufa a 37°C overnight. Em
seguida, receberam 8 uL de solugdo aquosa de RNAse na concentracdo 10mg/mL e
permaneceram em estufa na mesma temperatura por mais 1 hora, sendo agitados a cada 30
minutos. Transcorrido esse tempo, foram adicionados aos tubos, com os tecidos
completamente digeridos, 400 pL de uma mistura de fenol: cloroférmio: 4lcool isoamilico
(25: 24: 1), utilizando-se a capela.

Mais uma vez o material foi submetido a uma brusca agitagdao por 30 segundos e, em
seguida, centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos. Os tubos foram retirados da centrifuga
com cuidado para ndo misturar as fases e o sobrenadante (fase alcodlica contendo DNA) foi
transferido para um novo tubo devidamente identificado. Entao, 60 pL de acetato de s6dio 3M
(pH= 5,3) foram adicionados e o tubo foi invertido lentamente para a completa mistura do sal
com a solugao.

Posteriormente, mais 600 pL de etanol absoluto gelado foram adicionados aos tubos,
os quais foram invertidos como no passo anterior. Os tubos permaneceram mantidos no
freezer por 30 minutos e centrifugados a 14.000 rpm por 30 minutos para a completa retirada
da mistura etanol e acetato de sddio. Em seguida, o sobrenadante (fase liquida) foi descartado,
certificando-se que o precipitado de DNA continuou aderido a parede do tubo.

Os tubos receberam, entdo, 150 uL de solugdo de etanol 70% a temperatura ambiente e
foram novamente levados a centrifuga a 14.000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi
descartado como na etapa anterior, para que o precipitado de DNA continuasse aderido a
parede do tubo. Esse passo foi repetido mais uma vez para garantir a retirada de todo o sal

adicionado ao DNA.
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A partir dai, os tubos foram colocados abertos sobre folhas de papel absorventes em
estufa a 37°C por 30 minutos para secagem do DNA. Apos esse periodo, o DNA foi
suspendido novamente com 100 puL de agua ultrapura autoclavada, por meio de agitagao
delicada do tubo para desprendimento total do DNA aderido a parede. O material foi levado
para a estufa a 37°C por 30 minutos e, posteriormente, transferido para a geladeira (4°C)
overnight.

O armazenamento do mesmo foi feito em freezer (-20°C) para conservacao por longo
prazo.

As amostras foram aplicadas em gel de agarose 1% corados com 2uLL de SYBER Safe
(10.000X) (Invitrogen®) para analise. A quantificacdo e avaliagdo da qualidade das amostras
foram realizadas através da visualizagdo das bandas em um transiluminador de luz

ultravioleta.

3.2.2. Amplifica¢do do DNA via PCR

A reacdo de amplificagdo por PCR dos genes mitocondriais ATP sintetase 6 e 8
(ATPase 6/8) e Citocromo ¢ Oxidase Subunidade I (COI) foi obtida através do kit Mix PCR
(Quiagen), seguindo as determinacdes do fabricante, e a reacdo foi realizada em um

termociclador (EPPENDORF™).

A porgdo dos genes ATPase 6/8 amplificada corresponde aquela flanqueada pelos
primers L8331 (5 ’- AA GCR TYR GCC TTT TAA GC - 3’) - H9236 (5’ - GTT AGT GGT
CAK GGG CTT GGR TC - 3’) e o programa de PCR para este gene consiste de um ciclo
inicial de desnaturagdo a 94°C por 40s, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30s, 55°C por 40s para
anelamento dos primers, 68°C por 2 minutos, estendendo a cadeia, e uma extensao final de

72°C por 5 minutos.

Para a o gene COI, a porgdo amplificada foi feita a partir dos primers Fish F2 (5’ —
TCG ACT AAT CAT AAA GAT ATC GGC AC - 3’) e Fish R2 (3’ — ACT TCA GGG TGA
CCG AAG AAT CAG AA - 5°) e os parametros utilizados no programa de PCR para a
amplificacdo consistem em desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos de
anelamento dos primers, a 94°C por 30s ¢ 50°C também por 30s, e extensdo da cadeia a 60°C,

por 4 minutos, com a extensdo final a 72°C por 5 minutos.

Os segmentos de DNA amplificados nas reagdes de PCR foram visualizados em gel de

agarose 1% corados com 2pul. de SYBER Safe (10.000X) (Invitrogen®). As bandas puderam
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ser visualizadas em um transiluminador de luz ultravioleta e a determinac¢dao do tamanho das
sequéncias foi realizada através do marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen).

3.2.3. Sequenciamento

Para o sequenciamento dos produtos de PCR, as amostras foram purificadas através do
tratamento com a enzima EXOSAP utilizando-se 10 pL de produto de PCR, 2 uLL EXOSAP e
2 uL H20. A reagdo ocorreu em um ciclo de 60 minutos a 37°C seguido por um ciclo de 15

minutos a 80°C.

Apoés a purificagdo, as amostras foram enviadas a empresa Macrogen Inc. (Seoul,

Coréia) para o sequenciamento.

3.2.4. Andlise das sequéncias

A edigao das sequéncias foi feita utilizando o programa BioEdit, através do qual foram
retiradas as extremidades de baixa qualidade e substituidas as bases “N”, que nao haviam sido
identificadas pelo sequenciador, através da comparacdo de bases entre o sequenciamento

forward e reverse. As sequéncias foram alinhadas através da ferramenta ClustalW.

A ferramenta BLAST — Basic Local Alignment Search Tool, do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) foi utilizada

para comparacao das sequéncias obtidas com sequéncias ja depositadas no banco de dados.

3.2.5. Analises filogenéticas

As analises filogenéticas foram conduzidas para os genes mitocondriais ATPase 6/8 ¢
COl, através do programa MEGA 6.06 (Molecular Evolucionary Genetics Analysis)
(TAMURA et al., 2007), para determinacdo das composi¢des nucleotidicas das sequéncias
obtidas, das distancias genéticas e das arvores filogenéticas. Em relacdo as darvores

filogenéticas, estas foram eclaboradas a partir dos métodos de Neighbor-Joining (NJ) e
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Maximum Parsimony (MP) - para suporte aos clados que foram obtidos nas arvores
filogenéticas foi empregado o teste de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985), utilizando-se 1000
réplicas para cada método citado. Para os métodos NJ e ME, foi utilizado o modelo evolutivo
Kimura 2-parametros (K2P) (KIMURA, 1980). Ainda no programa MEGA 6.06, foi
calculada a distancia genética para as sequéncias de ambos os genes, novamente com o
modelo evolutivo Kimura 2-parametros (KIMURA, 1980), tornando possivel o calculo da

divergéncia entre as mesmas.

3.2.6. Analises filogeograficas

A identifica¢dao da rede de haplétipos para avaliar a associagao entre haplotipos e sua
distribui¢do geografica para os genes ATPase 6/8 foi inferida a partir do programa TCS
Package v. 1.21 (CLEMENT et al., 2000), que emprega o método de gerar redes de haplotipos
utilizando parcimonia estatistica (TEMPLETON et al.,1992).
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4 RESULTADOS

4.1 Extracao de DNA

A partir da anélise do gel de agarose 1%, € possivel observar que o DNA de
Phalloceros reisi foi extraido com sucesso. Pelo menos 2 individuos de cada localidade foram

selecionados para a extragado. (Figura 2).

Figura 2 - Gel de agarose para observagao da extragdo do DNA de exemplares da espécie Phalloceros
reisi de diferentes sub-bacias.

4.2 Amplificagdo do DNA via PCR

4.2.1. Gene mitocondrial ATP Sintetase 6/8

E possivel observar que os fragmentos de DNA das amostras da espécie estudada

foram amplificados e apresentam sequéncias de tamanhos semelhantes (Figuras 3 e 4).
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Figuras 3 e 4 - Géis de agarose para observagao da reagdo de PCR (amplificagdo de ATPase) feita em
amostras de P. reisi, de diferentes sub-bacias. No primeiro pogo de cada gel foi acrescentado o
marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder para comparagao da altura das bandas.

Como pode ser visto nas figuras 3 e 4, os tamanhos das amplificacdes para as
diferentes amostras mostram-se diferentes daquele normalmente encontradas para os genes
6/8, que ¢ de aproximadamente 850 pares de base.

A maioria das amostras teve produtos de PCR em torno de 350 a 550 pares de base, o
que foi confirmado na posterior andlise das sequéncias utilizando a ferramenta BLAST
apenas.

Um lote, de codigo 134, proveniente do Rio Corrego dos Fundos da Sub-bacia
Paranaiba, teve o gene ATPase amplificado por completo. Este foi o Unico lote que
apresentou uma altura de banda correspondente com o tamanho do gene segundo a literatura e
o mesmo resultado foi obtido para todas as amostras analisadas do lote e em todas as
amplificagdes feitas, utilizando sempre 0 mesmo primer para todos os lotes. Esta discrepancia

entre este lote e o restante das amostras € bem evidente, como pode ser visto na figura 5.
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Figura 5 - Gel de agarose para observagdo da reagdo de PCR feita em diferentes amostras de P. reisi,
de diferentes sub-bacias. As ultimas sete bandas, evidenciadas em vermelho, correspondem aos
produtos de PCR de amostras do lote 134. E possivel aproximar a quantidade de pares de base destes
produtos ao tamanho comumente descrito para ambos os genes de ATPase (850pb) pela observacao
com o DNA Ladder 1 Kb Plus no primeiro poco do gel.

Partindo desta diferenca, foi desenhado um primer a partir de uma sequéncia deste lote
134 para novas investigagdes acerca das amplificacdes discrepantes. A por¢ao amplificada
corresponde aquela flanqueada pelos primers ATPaseCF (5 - TTT ACC GCC ATT GTT
CTT CC - 3’) e ATPaseCR (5 — GGT ATG CAT GTG CTT GAT GG- 3’). Curiosamente,
apenas as amostras deste lote foram amplificadas em todas as reacdes de amplificagdo para o
gene em questdo, como mostra as figuras 6 e 7. Nenhuma outra amostra, de nenhum dos lotes

restantes, teve esta sequéncia amplificada durante as diversas rea¢des com este primer

especifico.



26

Figuras 6 e 7 - Géis de agarose para observacdo da reagdo de PCR com amplificagdo feita com o
primer desenhado a partir do lote 134. No primeiro pogo de cada gel foi acrescentado o marcador de
peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder, para comparagao da altura das bandas, ¢ nota-se que as unicas
amostras amplificadas apresentam tamanho aproximado do gene em questdo (850pb), sendo estas
justamente aquelas correspondentes aos individuos deste lote. As amostras ndo amplificadas, no
restante dos pocos, correspondem a individuos de outras localidades.

4.2.2. Gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase [

Para este gene, as reagdes obtiveram produtos de PCR bem amplificados, e passiveis
de serem sequenciados e gerarem boas sequéncias para posteriores andlises. A reagdo foi
repetida diversas vezes para alcangar a melhor qualidade para os produtos de PCR que ndo
ficavam bem amplificados durante as primeiras vezes. Assim, ao final das diversas

amplificagdes, a grande maioria das amostras ficou bem amplificada.

A partir dos géis de agarose (Figuras 8 e 9), vé-se que os fragmentos de DNA foram

amplificados e apresentam sequéncias de tamanhos semelhantes.
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Figuras 8 e 9 - Géis de agarose para observagdo da reacdo de PCR (amplificacdo de COI) feita em
amostras de P. reisi, de diferentes sub-bacias. No primeiro pogo de cada gel foi acrescentado DNA
Ladder 1 Kb Plus.

el . Rada d 1 LA L)

Diferentemente do ATPase, todas as amostras, de todas as localidades, apresentaram
bandas de altura idéntica, inclusive para o lote proveniente do Corrego dos Fundos que, para o
outro gene, tinha uma quantidade de pares de base discrepante do restante. O tamanho das
bandas observado confere com o tamanho dos fragmentos normalmente descrito para o gene

na literatura, que ¢ de 655 pb (WARD et al., 2005; HEBERT et al., 2003).

4.3 Sequenciamento e alinhamento

Foram escolhidos 48 produtos de PCR dos genes ATPase 6/8, de 9 populagdes
diferentes (Betari, Cascatinha, Betari-SP250, Paranapanema, Véu da Noiva, Coérrego dos
Fundos, Descalvado-Pirassununga, Jacupiranguinha, Ribeirdo do Turvo) e 21 produtos do
gene COI, de 6 populagdes (Véu da Noiva, Cascatinha, Ribeirdo do Turvo, Paranapanema,
Descalvado-Pirassununga, Jacupiranguinha), para serem purificados e enviados para
sequenciamento na empresa MacroGen. As sequéncias editadas e alinhadas no programa
BioEdit. Essas sequéncias foram analisadas na ferramenta BLAST para verificar o tamanho

de cada uma delas e as similaridades existentes com outras sequéncias disponiveis nos bancos

de dados.
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4.3.1 ATPase 6/8

Quarenta e oito amostras para ATPase 6/8 apresentaram sequéncias boas para serem
editadas. Estas sequéncias apresentaram diferentes tamanhos, variando de 335pb a 444pb. Foi
possivel verificar que praticamente todas as sequéncias apresentaram similaridade de 95,3%
com um gene mitocondrial da espécie de peixe Oryzias dancena (Beloniformes,
Adrianichthyidae), embora sem a especificacdo de qual gene do DNA mitocondrial seria esse.
Apesar disso foi evidenciada similaridade de 82,4% com os genes ATPase 6/8 da espécie de
réptil Brachymeles gracilis (Squamata, Scincidae), o que, apesar de tratar-se de um grupo
vertebrado diferente, ¢ suficiente para inferir que o gene em questdo trata-se mesmo do gene
desejado. Na figura 10 abaixo consta o print screen da pagina da ferramenta BLAST onde ¢

possivel ver a tabela gerada pelo programa para a maioria das amostras analisadas.

Figura 10 - Print screen da pagina contendo as 13 primeiras similaridades na lista de resultado da
ferramenta BLAST. A mesma pagina foi gerada para a maioria das sequéncias obtidas. E possivel
observar que na 12 posi¢ao, para Brachymeles gracilis, os genes ATPase 6/8 esta evidenciado.

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0
i Alignments o

Max | Total Query E

Ident  Accession
score score cover value

Description

] Onzias dancena mitochondrial DNA, complete genome 953 953 15% d4e-16 95% AB498069.1

Oryzias melastigma mitochondrio mplete genome 935 935 15% fe-15

Heterotis niloticus mitochondrial DNA. complete genome 935 935 15% te-15
dancen e Indones ochondrion e genome 935 935 15% 1e-15 95% GUO0137891

except for D-loop 916 916 14% b5e-15 95% AP002918.1

ndrial DNA, complete gen

hondrion, complete genome 89.8 898 15% 2e-14 93% JQ030887
879 879 15% 6e-14
879 879 14% 6e-14
86.1 86.1 14% 2e-13
86.1 861 14% 2e-13

ochondrial 842 842 14% 8e-13

] Chlorophthalmus agassizi

Amphiprion bicinctus isolate RSRCmb2010 v

7] Heterotis niloticus mitochondrion, partial genome

| Polymixia lowei mitochondrial DNA. com

| Orvzias melastia e subunit Il MRNA, complete cds

| Brachymeles gracilis gracilis voucher K cytochrome c oxidase subunit Il gene, partial cds; tRNA-Lys gene, complete sequence; ATPase 8 (ATP8)and, 824 824 15% 3e-12

| Brachymeles gracilis aracilis voucher KU 326098 cytochrome ¢ oxidase subunit Il gene, partial cds; tRNA-Lys gene, complete sequence; ATPase 8 (ATP8)and, 824 824 15% 3e-12 92% HQ907196.1

Algumas poucas sequéncias ndo tiveram similaridade com os genes ATPase 6/8 da
espécie Brachymeles gracilis, constando apenas que se tratava de similaridade com o DNA
mitocondrial de Oryzias dancena (Figura 11). A quantidade de resultados para similaridades
também foi consideravelmente menor. Ainda assim, as sequéncias foram consideras nas

analises posteriores.
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Figura 11 - Print screen da pagina contendo todos os resultados de similaridades da ferramenta
BLAST para as sequéncias que nao obtiveram ATPase 6/8 especificos como genes resultante, mas que
obtiveram similaridade com o DNA mitocondrial da espécie Oryzias dancena, com 95% de
identidade.

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

1 Alignments o

Description ::::e ;:;2 2:?3 vaII:_ue Ident Accession
[F] Onzias dancena mitochondrial DNA, complete genome 935 935 13% 2e-15 95% AB498069.1
[E] Onzias melastigma mitochondrion, complete genome 916 916 13% 6e-15 95% JQ713914.1
[F] onzias dancena isolate Indonesia mitochondrion. complete genome 916 916 13% 6e-15 95%

[E] xiphophorus hellerii mitochondrion, complete genome 916 916 12% 6e-15 96%
916 916 11% 6e-15 98%

Xiphophorus maculatus mitochondrial DNA, complete genome

[E] Xiphophorus hellerii strain RR-B mitochondrion, complete genome 879 879 12% T7e-14 95%

[F] Petrocephalus soudanensis mitochondrial DNA, complete genome 86.1 86.1 13% 3e-13 93% AP009502.1
[F] Onzias melastigma cvtochrome oxidase subunit il MRNA, complete cds: mitochondrial 824 824 12% 3e-12 93% JF437720.1
[F] 1s0 hawaiiensis mitochondrial DNA, complete genome 824 824 11% 3e-12 96% AB373006.1
[E] Peqasus volitans mitochondrial DNA, complete genome 824 824 11% 3e-12 96% AP005984.1

[F] Doederleinia bervcoides mitochondrial genomic DNA, complete genome 824 824 11% 3e-12 96% AP009181.1

No caso daquele grupo de sete individuos que apresentou amplificagdo de uma
sequéncia maior do gene (lote 134), o resultado no programa BLAST também foi diferente
dos demais. Para as sete amostras analisadas, todas apresentaram maior similaridade com a
espécie Poecilia reticulata, de nome comum “Guppy”, um importante representante da
mesma familia de Phalloceros reisi, Poecilidae, bem como para os proprios genes ATPase

6/8, como ¢ possivel ver no print screen da pagina de resultado (Figura 12).

Figura 12 - Print screen da pagina contendo as primeiras similaridades na lista de resultado da
ferramenta BLAST. A mesma pagina foi gerada para as 7 sequéncias do lote 134. E possivel observar
a alta similaridade com a espécie P. reticulata, com 97% de identidade, ¢ a identificacdo do gene em
questao.

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i Alignments o]
Description ;foa’xe ST(:O;?L Cclgjg vaie Ident Accession

Poecilia reficulata voucher stri4289 ATP synthase 8 and ATP synth 6 genes. complete cds: mitochondrial 1349 2679 96% 0.0 97% JX96864
Poecilia reticulata voucher stri4290 ATP synthase 8 and ATP synth genes. complete cds; mitochondrial 1338 2657 96% 0.0 97%

Poecilia reficulata voucher RD122 ATP synthase 8 and ATP synthase 6 genes, complete cds: mitochondrial 1288 2563 96% 0.0 96% JX

Poecilia reticulata voucher RD121 ATP synthase 8 and ATP synthase 6 genes. complete cds: mitochondrial 1282 2552 96% 0.0 95% L

Poecilia reticulata mitochondrial DNA, complete genome >gblKJ013505.1] Poecilia reticulata mitochondrion, complete genome 1279 2552 99% 0.0 94%

Poecilia orri voucher stri8747 ATP synthase 8 and ATP synthase 6 genes. complete cds: mitochondrial 876 1749 96% 0.0 86% JX

Poecilia orri voucher stri8706 ATP synthase 8 and ATP synthase 6 genes. complete cds: mitochondrial 876 1749 96% 0.0 86%

Poecilia hondurensis voucher stri8520 ATP synthase 8 and ATP synthase 6 genes, complete cds; mitochondrial 870 1732 96% 0.0 86% L

Poecilia cf. sphenop: 013 voucher stri1736 ATP synthase 8 and ATP synthase 6 genes. complete cds: mitochondrial 867 1732 96% 0.0 86%

Poecilia hondurensi cher stri8568 ATP synthase 8 and ATP synthase 6 genes. complete cds; mitochondrial 865 1721 96% 0.0 86% L

synthase 8 and ATP synthase 6 genes, complete cds: mitochondrial 861 1721 96% 0.0 86%

Poecilia cf. sphenops 2 FA-2013 voucher stri4162 A

Poecilia mexicana voucher SA116 ATP synthase 8 and ATP svnthase 6 genes. complete cds: mitochondrial 856 1704 96% 0.0 86% JX
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Ap6s as andlises na ferramenta BLAST, as sequéncias foram alinhadas também no

programa BioEdit (Figura 13).

Figura 13 - Alinhamento das sequéncias de ATPase pelo programa BioEdit.

N N R I S R S T N S S S TS
| 950 560 970 580 S50 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 j
Betari5 A2 CT TGACTGACCTACACAGAACCTAACTCTTC - CCGTAACTGCCTTACTA CCCCC ARACCCCGACACACG TTTACCATARAC
Betari6 TAAARATGGTGCCTCCCAACCACCCCTAGCGARAACATTACAR CT TGACTGACCTACACAGAACCTAACTCTTC ~CCGTAACTGCCTTACTA CCCCC ARRCCCCGACACACG TTTACCATARAC
Betari7 TAARBATGGTGCCTCCCAACCACCCCTAGCGRAAACATTACAR CT- TGACTGACCTACACAGAACCTARCTCTTC - CCGTAACTGCCTTACTA CCCCC ABRACCCCGACACACG TTTACCATARAC
BSP250 1 TAGCGARACATTACAA CT-TGACTGACCTACACAGAACCTAACTCTTC -~ CCGTAACTGCCTTACTA CCCCC ARACCCCGACACACG TTTACCATARAC
[BSP2502 CATTACAA CT TGACTGACCTACACAGAACCTAACTCTTC - CCGTAACTGCCTTACTA-CCCCC ABACCCCGACACACG TTTACCATAAAC
[BSP2503 TAGCGAAACATTACAA CT TGACTGACCTACACAGAACCTAACTCTTC - CCGTAACTGCCTTACTA CCCCC AAACCCCGACACACG TTTACCATARAC
[BSP2504 TAGCGAAACATTACAA CT TGACTGACCTACACAGAACCTAACTCTTC - CCGTAACTGCCTTACTA CCCCC AMACCCCGACACACG TTTACCATAAAC
BSP2505 TAARRATGGTGCCTCCCARCCACCCCTAGCGARAACATTACAR CT TGACTGACCTACACAGARACCTAACTCTTC ~CCGTAACTGCCTTACTA CCCCC AAACCCCGACACACG TTTACCATAAGC
(BSP2506 ACTGGCCARCACAGAACCTAATTCTAC ~CCATAACCACC ~ CCAC —C ABRCCCCCAACACACG TTTACCATARGC
BSP2507 TAARRATGGTGCCTCCCAACCACCCCTAGCGRAAACATTACAR CT TGACTGACCTACACAGAACCTAARCTCTTC ~CCGTAACTGCCTTACTA CCCCC ABRACCCCGACACACG TTTACCATARGC
Turvol CTCAACCACCCCCTAGCGARACATCACAA CT TGACTGACCAACACAGAGCCTAATTCTAC ~CCATAACCACC — CCA CCCCC ABACCCCAACACACG-TTTACCATAAGC
Turvo2 TAACCACC - CCE CCCCC ARACCCCAACACACG-TTTACCATAAGC
Turvo3 (cle}
Turvod GATGAGGTCTACTTTCTAGTCACCCTGAGCGARAACATCACAACT-TGACTGACCAACACAGAGCCTAATTCTAC ~CCATAACCACC - ~CCA-CCCCC ABRACCCCAACACACG-TTTACCATAAGC
TurvoS T TGACTGACCAACACAGAGCCTAATTCTAC ~CCATAARCCACC — CCA CCCCC ABRACCCCAACACACG TTTACCATAAGC
Bungel ccee CTARCCCCAC--CCATAACCACCTCACCAACCCCC ce CACGCTTTACGATABAC
Bunge2 cccccac CTAACCCCAC--CCATAACCACCTCACCAACCCCC CCC: CACGCTTTACGATARAC
Bunge3 CCCCCAC CTABRCCCCAC ~CCATAARCCACCTCACCAACCCCC ARBCCCCAACACACGCTTTACGATARAC
Bunge4 TTACAACTTAATTAAC-CC-CCACCTAACCCCAC CTABRCCCCAC--CCATAACCACCTCACCAACCCCC ABRBCCCCAACACACGCTTTACGATARAC
Bunge5 TTACAA CT TAATTAACCCCCAC CTAARCCCCAC ~CCATAARCCACCTCACCAACCCCC ARBCCCCAACACACGCTTTACGATARAC
Bungeé ATTABRCCCCCAC CTABCCCCAC ~ CCATABRCCACCTCACCAACCCCC ARACCCCAACACACGCTTTACGATARAC
Bunge?7 ABCCCCCAC CTABCCCCAC - CCATAACCACCTCACCAACCCCC ARBCCCCAACACACGCTTTACGATARAC
Paranapl TTACAA CT TGACTGACCTACACAGAACCTAACTCTTC - CCGTAACTGCCTTACTA CCCCC ARBRCCCCGACACACG TTTACCATAAGC
Paranap2 T-TGACTGACCTACACAGAACCTAACTCTTC - CCGTAACTGCCTTACTA CCCCC AAACCCCGACACACG TTTACCATAAGC
Paranap3 T TGACTGACCTATACAGAACCTAACTCTTC - CCGTAACTGCCTTACTA CCCCC ARACCCCGACACACG TTTACCATAAGC
Paranap4 GAACCTAATTCTAC ~CCATAACCACC -~ CCA-CC ABRCCCCCAACACACG TTTACCATAAGC
Paranap5S
E‘nndosg TAGCGATACATCACAA CT-TGACTGACCTACATAGAACCTAATTCTAC ~CCATAACCACC -~ CCA-CC ABRCCCCAACACACG TTTACCATAAGC
Fundos2 TATATGCCTCAATTAATTCCTACACCATGATTAGCATTGCTAATCTTTTCCTGAACCATTTTTACCGCCATTGTTCTTCC. GTACT. CACTCTTTTCCAGAT: CCCACCATTCCATCTAAACARARAT
Fundos3 TATATGCCTCAATTAATTCCTACACCATGATTAGCATTGCTAATCTTTTCCTGAACCATTTTTACCGCCATTGTTCTTCC. CTCTTTTCCAGATAACCCCACCATTCCATCTARACRARAT
Fundos4 TATATGCCTCAATTAATTCCTACACCATGATTAGCAT I‘AA1‘CTT’I‘TCCTGAACCATTI‘I‘TACCGCCATTGTTCTI‘CCAAAAGTACTAAAACACTCTTTI‘CCAGAI‘AACCCCACCATTCCATCTAAACAAAZ‘J‘
FundosS TATATGCCTCAATTAATTCCTACACCATGATTAGCATTGCTARTCTTTTCCTGAACCATTTTTACCGCCATTGTTCTTCC. GT. CACTCTTTTCCAGATAACCCCACCATTCCATCTARACRAART
Fundosé TATATGCCTCAATTAATTCC ACACCATGATTAGCATTGCTAATCTTTTCCTGAACCATTTTTACCGCCATTGTTCTTCCARAAGT: r"r* CACTCTTTTCCAGAT. CCCCACCATI‘CCATCTAAACAAAATj
Fundos?7 ETATGCCTCAATTAAI‘TN‘T CACCATGATTAGCATTGCTAATCTTTTCCTGAACCATTTTTACCGCC: T‘I‘GI‘TCI‘TS GTACTAAAACACTCTTTTCCAGATAACCCCACCATTCCATCT. :l
4 ol B

4.3.2 Citocromo Oxidase |

Vinte e uma sequéncias favoraveis do gene COI quando analisadas na ferramenta
BLAST, apresentaram tamanhos entre 530 a 671pb, valores estes aproximados do tamanho do
gene descrito na literatura. Foi possivel verificar que praticamente todas as sequéncias
apresentaram similaridade com o gene COI da espécie Phalloceros harpagos, tendo o valor
de identidade variando de 94% a 100% (Figura 14).
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Figura 14 - Print screen da pagina contendo as primeiras similaridades na lista de resultado da
ferramenta BLAST, resultado obtido em praticamente todas as sequéncias analisadas. E possivel
observar a espécie do mesmo género de Phalloceros reisi, Phalloceros harpagos, esta em primeiro na
lista de resultados, com 99% de identidade, bem como a espécie P. uai. Similaridade com P. reisi
também aparece no resultado, em quarto lugar na lista, também com 99% de identidade.

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
11 Alignments o
‘ Description s'\gz)r(e :-g:’fle ?s:g va'IEue Ident Accession
[Z) Phalloceros harpagos voucher LBP-37500 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene. partial cds: mitochondrial 1190 1190 98% 0.0 99% GU701585.1 ‘
_J Phalloceros harpagos voucher LBP-37497 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene. partial cds: mitochondrial 1190 1190 98% 0.0 99% GU701581.1
IJ Phalloceros harpagos voucher LBP-37498 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene. partial cds: mitochondrial 1186 1186 98% 0.0 99% GU701580.1
[ Phalloceros reisi voucher LBP-9182 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds: mitochondrial 1179 1179 98% 0.0 99% HW065013.1
[2) Phalloceros harpagos voucher LBPV-44760 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene. partial cds: mitochondrial 1162 1162 96% 0.0 99% JN9B9117.1
_)Phalloceros harpagos voucher LBPV-44759 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene. partial cds: mitochondrial 1149 1149 95% 0.0 99% JN989118.1
I Phalloceros harpagos voucher LBPV-44523 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds: mitochondrial 1146 1146 95% 0.0 99% JN989120.1
[ Phalloceros harpagos voucher LBP-29983 cytochrome oxidase subunit 1 (COl) gene, partial cds: mitochondrial 1140 1140 98% 0.0 98% GU701583.1
IZJ Phalloceros harpagos voucher LBP-29984 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene. partial cds: mitochondrial 1140 1140 98% 0.0 98% GU701582.1
_| Phalloceros harpagos voucher L BP-29755 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene. partial cds: mitochondrial 1129 1129 98% 0.0 98% GU701579.1
|-J Phalloceros reisi voucher LBP-9180 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds: mitochondrial 1120 1120 93% 0.0 99% GU702168.1

Um lote em especial, de cddigo 128 e de procedéncia do rio Jacupiranguinha, Ribeira
do Iguape, apresentou, para as cinco amostras analisadas, identidade de 95% com o gene COI

da espécie Phalloceros reisi, como ¢ possivel ver na Figura 15.

Figura 15 - Print screen da pagina contendo as 11 primeiras similaridades na lista de resultado da
ferramenta BLAST para amostra do lote procedente do rio Jacupiranguinha. E possivel observar a
espécie de estudo, Phalloceros reisi, como primeiro resultado, com 95% de identidade.

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i Alignments o
Description s'\ﬁ::e z:::; ?;'Veg va::ue Ident  Accession
Phalloceros reisi voucher LBP-40245 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds: mitochondrial 953 953 99% 0.0 95% GU701910.1 ‘
L) Phalloceros harpagos voucher LBP-29755 cytochrome oxidase subunit 1 (COl) gene, partial cds: mitochondrial 939 939 100% 0.0 94% GU701579.1
L) Phalloceros uai voucher DCC01181 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene. partial cds: mitochondrial 935 935 99% 0.0 94% HM405181.1
L Phalloceros uai voucher DCC01180 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene. partial cds: mitochondrial 935 935 99% 0.0 94% HM405180.1
I} Phalloceros uai voucher DCC31589 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds: mitochondrial 935 935 99% 0.0 94% HM4049441
[_J Phalloceros uai voucher DCC31588 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene. partial cds: mitochondrial 935 935 99% 0.0 94% HM4049431
() Phalloceros uai voucher DCC31643 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitochondrial 935 935 99% 0.0 94% HM4049121
| Phalloceros harpagos voucher LBP-29983 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene. partial cds: mitochondrial 928 928 100% 0.0 94% GU701583.1
| Phalloceros harpagos voucher LBP-29984 cytochrome oxidase subunit 1 (COl) gene, partial cds: mitochondrial 928 928 100% 0.0 94% GU701582.1
[_J Phalloceros harpagos voucher LBP-37500 cytochrome oxidase subunit 1 (COl) gene, partial cds: mitochondrial 920 920 99% 0.0 94% GU701585.1
| Phalloceros harpagos voucher LBP-37497 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds: mitochondrial 920 920 99% 0.0 94% GU701581.1
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Assim como para o ATPase, apds as andlises na ferramenta BLAST as sequéncias

foram alinhadas no programa BioEdit (Figura 16).

Figura 16 - Alinhamento das sequéncias de COI pelo programa BioEdit.

P ML S B B B B I I I I I I I I I I I IS IS IS R
=) 20 30 40 50 60 70 80 S0 100 110
Veul | GGGACAGCTCTGAGCCTGTTAATCCGGGCAGRACTTAGCCAACCCGGCACCCTATTGGGTGACGAC
Veu2 TCTATTTAGTR  TTTGGTGCTTGAGCCG GCATAGTTGGGACAGCTCTGAGCCTGTTAATCCGGGCAGAACTTAGCCARCCCGGCACCCTATTGGGTGACGAC
Veu3 | A--TTTGGTGCTTGAGCCGAGCATAGTTGGGACAGCTCTGAGCCTGTTAATCCGGGCAGRACTTAGCCRAACCCGGCACCCTATTGGGTGACGARC
Cascatl TCTATTTAGTA TTTGGTGCTTGAGCCG GCATAGTTGGGACAGCTCTGAGCCTGTTAATCCGGGCAGARCTTAGCCAACCCGGCACCCTATTGGGTGRACGAC
Cascat2 TCTATTTAGTA - TTTGGTGCTTGAGCCG GCATAGTTGGGACAGCTCTGAGCCTGTTAATCCGGGCAGARCTTAGCCAACCCGGCACCCTATTGGGTGRACGARC
Cascat3 TCTATTTAGTA  TTTGGTGCTTGAGCCG GCATAGTTGGGACAGCTCTGAGCCTGTTAATCCGGGCAGAACTTAGCCARCCCGGCACCCTATTGGGTGACGAC
Cascatéd [TCTATTTAGTRE - TTTGGTGCTTGAGCCG GCATAATTGGGACAGCTCTGAGCCTGTTAATCCGGGCAGRACTTAGCCARACCCGGCACCCTATTGGGTGACGARC
Descalvl TCCGGGCRAGAGCTTAGCCAACCCGGTACCCTACTGGGTGACGAT
Descalv2 AGCTCTAAGCCTATTAATCCGGGCAGAGCTTAGCCRAACCCGGTACCCTACTGGGTGACGAT
Descalv3 AGCTTAGCCAARCCCGGTACCCTACTGGGTGACGAT
Descalvé TAGTCGGGACAGCTCTAAGCCTATTAATCCGGGCAGAGCTTAGCCRAACCCGGTACCCTACTGGGTGACGAT
Descalv5s TTAGTE -~ TTTGGTGCTTGAGCCG GCATAGTCGGGACAGCTCTARGCCTATTAATCCGGGCAGAGCTTAGCCAACCCGGTACCCTACTGGGTGACGAT
Turvol TTGAGCCG GCATAGTTGGGACAGCTCTGAGCCTGTTAATCCGGGCAGRACTTAGCCARCCCGGCACCCTATTGGGTGACGAC
Turvo2 [TCTATTTAATAATTTTGGTGCTTGAGCCG - GCATAGTTGGGACAGCTCTGAGCCTGTTAATCCGGGCAGAACTTAGCCARCCCGGCACCCTATTGGGTGACGAC
Bungel | ACAGCTCTGAGCCTATTAATCCGGGCAGAGCTTAGCCAACCCGGCACCCTGCTAGGTGACGAT
Bunge2 GGACAGCTCTGAGCCTATTAATCCGGGCAGAGCTTAGCCAACCCGGCACCCTGCTAGGTGACGAT
Bunge3 TATTTAGT2R - TTTGGTGCTTGAGCCG GCATGGTCGGGACAGCTCTGAGCCTATTAATCCGGGCAGAGCTTAGCCAACCCGGCACCCTGCTAGGTGACGAT
Bunge4 [TCTATTTAGT2 - TTTGGTGCTTGAGCC CRATGGTCGGGACAGCTCTGAGCCTATTAATC GGGCAGAGCTTAGCCARCCCGGCACCCTGCTAGGTGACGAT
Bunge5 TATTTAGT2R - TTTGGTGCTTGAGCCG GCATGGTCGGGACAGCTCTGAGCCTATTAATCCGGGCAGAGCTTAGCCRAACCCGGCACCCTGCTAGGTGACGAT
Paranapl TCTATTTAGTA - TTTGGTGCTTGAGCCG GCATAGTTGGGACAGCTCTGAGCCTGTTAATCCGGGCAGARCTTAGCCAACCCGGCACCCTATTGGGTGRACGAC
Paranap2 TCTATTTAGTA ~TTTGGTGCTTGAGCCG GCATAGTTGGGACAGCTCTGAGCCTGTTAATCCGGGCAGARCTTAGCCAACCCGGCACCCTATTGGGTGRACGARC

4.4 Analises filogenéticas

As andlises filogenéticas foram realizadas através do programa MEGA 6.06

(Molecular Evolucionary Genetics Analysis). Foram consideradas sequéncias de produtos

amplificados com os genes ATPase 6/8 ¢ Citocromo ¢ Oxidase I (COI).

4.4.1 ATPase 6/8

No programa MEGA 6.06 foram analisados os pares de base conservados, pares de

base variaveis e sitios informativos de andlise de maxima parcimoénio (Tabela 1), bem como

as composi¢des nucleotidicas (Tabela 2).
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Tabela 1 - Quantidade de pares de base conservados, varidveis ¢ de maxima parciménia das 48
sequéncias de ATPase 6/8 a partir dos resultados gerados pelo programa MEGA 6.06.

Pares de base conservados 1365/2054

Pares de base variaveis 475/2054

Sitios informativos de anélise de méxima parcimonia | 288/2054

Tabela 2 - Valores de composigdo nucleotidica média das sequéncias de ATPase analisadas.

Nucleotideos Quantidade (%)

T (U) 24,7
C 30,9
A 32,8
G 11,5

Também foram geradas no programa MEGA darvores filogenéticas de Neighbour-
Joining (Figura 17) e Maxima Parcimonia (Figura 18), nas quais fica evidenciada a divisdao

em 5 grupos distintos:

- Grupo A: 6 de Betari, 5 de Cérrego Cascatinha, 4 de Betari-SP250, 3 de Paranapanema, 2

de Véu da Noiva, 1 de Cérrego dos Fundos;

- Grupo B: 5 amostras de Descalvado-Pirassununga;

- Grupo C: 7 amostras de Jacupiranguinha (Bunge);

- Grupo D: 4 amostras de Ribeirdo do Turvo, 2 de Paranapanema e 1 de Betari-SP250;

- Grupo E: 6 amostras do Corrego dos Fundos.

As sequéncias Betari7 e Turvo4, ndo ficaram incluidas em nenhum grupo especifico,
estando inclusive separadas do restante das sequéncias de igual procedéncia. Por estarem

1soladas, nao foram incluidas nas analises de Distancias Genéticas.
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O grupo A, com a maior quantidade de sequéncias, apresentou-se como uma politomia
em ambas as arvores filogenéticas. Na arvore de Méxima Parcimdnia os grupos foram
organizados em uma ordem diferente, estando o grupo A, por exemplo, representado por

ultimo. Mas ¢ facil observar que os grupos permaneceram divididos de maneira igual.



35

Figura 17 - Arvore filogenética de Neighbour-Joining, gerada pelo programa MEGA 6.06, para os
genes ATPase 6/8. Cada sequéncia foi renomeada a partir de seu rio de procedéncia, com destaque em
cor para as respectivas sub-bacias.
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Figura 18 - Arvore filogenética de Maximum-Parcimony, gerada pelo programa MEGA 6.06, para
os genes ATPase 6/8. Assim como para a arvore de Neighbour-Joining, cada sequéncia foi renomeada
a partir de seu rio de procedéncia, com destaque em cor para as respectivas sub-bacias.
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As distancias genéticas médias dentro de cada um dos grupos e entre os sete grupos

também geradas pelo programa MEGA podem ser visualizadas nas tabelas 3 e 4 abaixo.

Tabela 3 - Valores de distancia média (%) dentro de cada um dos grupos.

Tabela 4 - Valores de distancia média (%) entre os cinco grupos (Distance Between Groups).

d

(%)
Grupo A 1.7
GrupoB 0.0
Grupo C 0.0
GrupoD 4.9
Grupo E 5.6

1. 2. 3. 4. S.
1. Grupo A - - - - -
2. Grupo B 4.1 - - - -
3. Grupo C 4.1 33 - - -
4. Grupo D 4.6 7.0 7.0 - -
5. Grupo E 1.7 1.7 1.7 1.7 -

Para quesito comparativo em relagdo ao lote 134, que apresentou amplificagdo com

bandas mais altas do que o restante e resultados de BLAST diferenciados, foi feita uma

analise de Distancia Média entre Grupos, utilizando um grupo A, com todas as sequéncias do

Corrego dos Fundos, correspondente ao lote 134, e um grupo B, com o restante das

sequéncias (Tabela 5). O alto valor de distancia genética entre o grupo com as amostras do
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Corrego dos Fundos e grupo com o restante das populacdes analisadas confirma a

discrepancia do tamanho do gene ATPase para os individuos desta localidade.

Tabela 5 - Valores de distancia média (%) entre os grupos A, com as sete sequéncias provenientes do
Corrego dos Fundos, lote 134, ¢ B, com o restante, para analise de distdncia entre as sequéncias
provenientes do lote diferenciado.

1. Grupo A - -

2. GrupoB 7,9 -

4.4.2. COI

No programa MEGA 6.06 foram analisados os pares de base conservados, variaveis,
sitios informativos de andlise de méxima parcimonia (Tabela 6) e as composi¢cdes

nucleotidicas (Tabela 7).

Tabela 6 - Quantidade de pares de base conservados, variaveis e de maxima parcimdnia de 21
sequéncias de Citocromo Oxidase I a partir dos resultados gerados pelo programa MEGA 6.06.

Pares de base conservados 602/683
Pares de base variaveis 73/683

Sitios informativos de andlise de méxima parcimoénia 57/683
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Tabela 7 - Valores de composigao nucleotidica média das sequéncias de COI analisadas.

Nucleotideos Quantidade (%)

T (U) 28,0
C 30,7
A 23,8
G 17,4

Foram também geradas arvores filogenéticas de Neighbour-Joining (Figura 19) e

Maxima Parcimonia (Figura 20) nas quais fica evidenciada a divisdo em 4 grupos distintos:
- Grupo A’: 3 amostras de Véu da Noiva e 4 do Corrego Cascatinha;

- Grupo B’: 2 amostras de Ribeirdo do Turvo e 2 de Paranapanema;

- Grupo C’: 5 amostras de Descalvado-Pirassununga;

- Grupo D’: 5 amostras de Jacupiranguinha (Bunge).
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Figura 19 - Arvore filogenética de Neighbour-Joining, gerada pelo programa MEGA 6.06, para o
gene COI. Cada sequéncia foi renomeada a partir de seu rio de procedéncia, com destaque em cor para
as respectivas sub-bacias.
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Figura 20 - Arvore filogenética de Maximum-Parcimony, gerada pelo programa MEGA 6.06, para o
gene COI. Assim como para a arvore de Neighbour-Joining, cada sequéncia foi renomeada a partir de
seu rio de procedéncia, com destaque em cor para as respectivas sub-bacias.
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As distancias genéticas médias dentro de cada um dos grupos e entre os sete grupos

também geradas pelo programa MEGA 6.06 podem ser visualizadas nas tabelas 8 e 9.

Tabela 8 - Valores de distancia média (%) dentro de cada um dos grupos divididos para o gene COL.

“d” = distancia.

d (%)

Grupo A’
Grupo B’
Grupo C’

Grupo D’

0.0

0.0

0.9

0.0

Tabela 9 - Valores de distancia média (%) entre os sete grupos (Distance Between Groups).

1. 2. 3. 4.
1. Grupo A’ - - - -
2. Grupo B’ 1.2 - - -
3. Grupo C’ 6.4 6.6 - -
4. Grupo D’ 6.6 3.8 6.5 -
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4.5 Analise filogeografica

A 1identificacdo da rede de hapldtipos, para avaliar a associagdo entre haplotipos e a
distribuicao geografica, foi feita a partir do software TCS Package v. 1.21 para os genes
mitocondriais ATPase 6/8. Foi possivel observar a distribui¢ao em trés grupos distintos, cada
qual agrupando suas respectivas sub-bacias. Algumas sequéncias ficaram separadas do
restante, ndo estando agrupadas, como Descalvado3, Turvo4 e Betari7. O restante dos
individuos das mesmas localidades destas sequéncias foi devidamente agrupado. Porém, pela
rede de haplétipos (Figuras 21a e 21b) é possivel ver a divisdo nos grupos distintos, um
agrupando as sequéncias de procedéncia Corrego dos Fundos (lote 134, que apresentou os
genes ATPase 6/8 amplificado por inteiro); um segundo grupo com as sequéncias de

Descalvado-Pirassununga; e o tltimo grupo juntando todas as sequéncias restantes.

Figura 21a - Rede de haplotipos gerada pela ferramenta TCS Package v. 1.21 para os genes ATPase
6/8, na qual é possivel observar dois dos trés grupos distintos.

Fundos3

Fundoss
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Figura 21b - Rede de haplotipos gerada pela ferramenta TCS Package v. 1.21 para os genes ATPase
6/8, na qual € possivel observar o terceiro e tltimo grupo.
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5 DISCUSSAO

5.1 Aspectos dos genes ATPase 6/8 nos individuos analisados

Foram obtidas sequéncias dos genes ATPase 6/8 de tamanho variando entre 350 a
550pb, o que difere do encontrado na literatura para a maioria das espécies ja estudadas, que é
de 850pb. Porém, para um lote em especial, de procedéncia do Corrego dos Fundos (Sub-
bacia Paranaiba), o tamanho das bandas obtidas de ATPase ¢ visivelmente diferente quando
comparada a do restante dos lotes e de tamanho semelhante ao descrito para o gene. O
resultado da andlise pela ferramenta BLAST para as amostras deste lote diferenciado
demonstrou alta similaridade com a espécie Poecilia reticulata (Figura 12), da mesma familia
de Phalloceros reisi. Para o restante das popula¢des houve similaridade com os genes de
ATPase de outras espécies confirmando de que se tratava do gene em questdo, apesar de nao
ter ocorrido alta similaridade com espécies proximas como no caso da populagao de Corrego
dos Fundos.

Partindo desta diferenca, foi feita uma anélise de distdncia genética (Tabela 5) entre
um grupo apenas com as sequéncias do Corrego dos Fundos e outro grupo englobando todo o
restante. O resultado, de 7,9% de distancia entre esses dois grupos, evidencia esta diferenca
dessa populagdo em especial.

As reagdes de PCR feitas com o primer desenhado a partir de uma sequéncia do
Corrego dos Fundos demonstram amplificacdo exclusiva das amostras provenientes dessa
procedéncia (Figuras 6 e 7), outra evidéncia do tamanho discrepante dos genes ATPase 6/8
em relacdo as demais populagoes.

Esta caracteristica aparente no restante das populacdes estudadas, com o gene
apresentando uma quantidade de pares de base menor do que a esperada, pode ter sido
resultado de uma quebra ou insercao de novas bases no gene, fato que impediu a amplificagdo
completa dessa sequéncia nesta espécie. Seria necessario uma analise do genoma mitocondrial
de Phalloceros reisi para inferirmos esta condicdo do ATPase com maior convicgdo. O fato
das amostras de Corrego dos Fundos apresentarem o gene no tamanho esperado ¢ um indicio
que esta populagdao pode compreender um grupo com sequéncias do gene diferenciadas do
restante das amostras analisadas para a espécie, podendo, inclusive, tratar-se de uma possivel

nova sub-espécie.
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5.2 Caracteristicas filogenéticas e filogeograficas das populagdoes de Phalloceros reisi

utilizando caracteres dos genes ATPase 6/8

As sequéncias foram agrupadas em 5 grupos diferentes, evidenciados pelas arvores de
Neighbour-Joining e Méxima-Parcimdnia: Grupo A, compreendendo 6 amostras de Betari, 5
de Cascatinha, 4 de Betari-SP250, 3 de Paranapanema, 2 de Véu da Noiva, 1 de Corrego dos
Fundos; Grupo B com 5 amostras de Descalvado-Pirassununga; Grupo C com 7 amostras de
Jacupiranguinha (Bunge); Grupo D com 4 amostras de Ribeirao do Turvo, 2 de Paranapanema
e 1 de Betari-SP250; e Grupo E com 6 amostras do Cérrego dos Fundos. (Figuras 17, 18, 19 ¢
20).

As distancias genéticas entre os grupos apresentaram valores altos, variando de 1,7%
até 7,0% (Tabela 4), com alguns individuos partilhando de apenas 93% do material genético
com o restante, o que seria uma outra evidéncia de uma possivel diferenciagdo a nivel de
espécie, e nao apenas populacional.

A rede de haplétipos gerada também demonstra uma curiosa separacao entre a maioria
das sequéncias, agrupadas na rede maior (Figura 25b), de dois grupos distintos (Figura 25a),
estes apresentando individuos do Corrego dos Fundos, o lote que obteve ATPase amplificado
por completo, e individuos provenientes de Descalvado-Pirassununga.

Estas analises demonstram a necessidade de mais estudos taxondmicos e moleculares
referentes as populagdes de Phalloceros reisi, uma vez que um importante gene mitocondrial
levantou diversas diferencas entre os varios individuos analisados. Assim, pode-se tratar de
uma alteragdo na sequéncia do gene para esta espécie, resultando possivelmente em um

pseudogene ou podendo até estar compreendendo mais de uma espécie em questao.

5.3 Caracteristicas filogenéticas das populagdes de Phalloceros reisi utilizando caracteres do

gene COI

Para o gene mitocondrial COI, as arvores filogenéticas geradas (Figuras 21, 22, 23 ¢
24) demonstram a divisdo em quatro grupos distintos: Grupo A1, compreendendo 3 amostras
de Véu da Noiva e 4 de Coérrego Cascatinha; Grupo B1, com 2 de Ribeirdo Turvo e 2 de
Paranapanema; Grupo C’, com 5 de Descalvado-Pirassununga; e Grupo D’, com 5 amostras

de Jacupiranguinha.
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As distancias genéticas entre os grupos apresentaram valores altos, de 1,2% até 6,6%

(Tabela 9), evidenciando, também para este gene, diferengas entre as sequéncias analisadas.

O gene COI ¢ considerado uma importante ferramenta de discriminagdo molecular,
inclusive um dos principais genes utilizados no método de DNA barcoding (Hebert et. al,
2003). Tendo sido utilizado nas analises de populagdes de P. reisi, e com os resultados
obtidos dos grupos discrepantes, o gene permite inferir que se trata de espécies ou sub-

espécies diferentes.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos ¢ possivel concluir que hd a possibilidade de
estruturagdo genética para as populagdes estudadas de Phalloceros reisi, bem como
compartilhamento de haplétipos. Pelo fato das outras espécies do género Phalloceros serem
muito semelhantes morfologicamente entre si, ndo ¢ descartada a possibilidade de se tratar de
espécies ou sub-espécies diferentes.

No caso do tamanho dos genes ATPase 6/8 para quase todas as populacdes estudadas,
este tendo aproximadamente 450 pares de base quando o tamanho descrito do gene é quase o
dobro, pode-se tratar de uma caracteristica da espécie. A apari¢do de um lote em especial com
o gene amplificado por inteiro, no entanto, tornou este um apontamento ainda mais curioso. A
analise do genoma mitocondrial por inteiro dessa espécie deve trazer mais respostas sobre
essa situagao.

Com as analises do gene COI, também ocorreu a separacdo das sequéncias em grupos
distintos e com distdncias genéticas de valores altos, resultados condizentes com aqueles
gerados nas andlises com ambos os gene de ATPase, 6 e 8, e reforcando a probabilidade das
populagdes estudadas possuirem individuos pertencentes a outra espécie.

Como resultado do presente trabalho, € possivel observar que a utilizagdo de técnicas
moleculares e aplicacao de analises de genes mitocondriais podem ser ferramentas muito uteis
para estudos de populagdes, e fornecer dados importantes para a caracterizagdo e

compreensdo da estrutura populacional da espécie e das localidades em estudo.
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