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RESUMO

Este trabalho apresenta diferentes tipos de abordagens filogenéticas, com
fins de analisar a filogeografia da espécie Scoloplax dolicholophia, possibilitando
responder a hipéteses de distribuicdo desse grupo, uma vez que esta espécie faz
parte de praticamente toda a extensdo do Rio Negro, desde S&o Gabriel da
Cachoeira até a foz proximo ao municipio de Manaus. Foram utilizadas 8 amostras
sendo, 1 de S&o Gabriel da Cachoeira, 2 coletadas no Rio Jufari (Médio Rio Negro),
2 amostras do Rio Taruméa e 3 amostras do municipio de Iranduba. Os DNAs dessas
amostras foram extraidas e sequenciadas (regido Citocromo Oxidase | e 16s) no
Laboratorio Tematico de Biologia Molecular no INPA. Essas amostras
posteriormente foram analisadas pelos modelos General Time Reversible Model,
Gamma Distributed através do software MEGA, para a analise filogenética e
Bootstrap 5000 repeticbes, no mesmo software. Para a distancia genética foi
utilizado o método P, que resultou em uma maior divergéncia de 0,0026 para o
grupo do Rio Jufari e para o grupo de coletado em Iranduba, e menor divergéncia
para o Grupo de Sao Gabriel da Cachoeira e Rio Jufari com o valor de 0.0014. Para
0 numero de haplétipos temos 5 regifes que foram acusadas pelo programa DNASP,
e configuradas como uma rede de haplotipos no software NETWORK, revelando
ligacdo entre os grupos do Rio Negro, porém, apontam para um isolamento dos
exemplares do Municipio de Iranduba.

Palavras-chave: Genética de populagdes, rio Negro, Loricarioidea



ABSTRACT

This paper presents different phylogenetic approaches, for purposes of
analyzing the phylogeography of the species Scoloplax dolicholophia, enabling
respond to distribution assumptions that group, since this species is part of virtually
the entire length of the Rio Negro, from Sao Gabriel da Cachoeira to the mouth near
the city of Manaus. 8 samples were used with 1, St. Gabriel, Rio collected Jufari 2
(Medium Black River), 2 samples and 3 samples River Taruma the municipality of
Iranduba. DNAs were extracted from these samples and sequenced (region 16s and
cytochrome oxidase 1) in Molecular Biology Laboratory at INPA theme. These
samples were then analyzed by General Time Reversible Model models, Gamma
Distributed by MEGA software, for phylogenetic analysis and Bootstrap 5000
repetitions in the same software. For the genetic distance was used P method, which
resulted in a greater divergence of 0.0026 for the group Jufari River and the collected
group in Iranduba, and less divergence for the San Gabriel Group waterfall and river
with Jufari the value of 0.0014. For the number of haplotypes have five regions that
have been indicted by the DNASP program, and configured as a haplotype network
in the NETWORK software, revealing links between the Rio Negro groups, however,
point to an isolation of the copies of the municipality of Iranduba. and less divergence
for the Group of Sao Gabriel and Rio Jufari with a value of 0.0014. For the number of
haplotypes have five regions that have been indicted by the DNASP program, and
configured as a haplotype network in the NETWORK software, revealing links
between the Rio Negro groups, however, point to an isolation of the copies of the
municipality of Iranduba. and less divergence for the Group of Sao Gabriel and Rio
Jufari with a value of 0.0014. For the number of haplotypes have five regions that
have been indicted by the DNASP program, and configured as a haplotype network
in the NETWORK software, revealing links between the Rio Negro groups, however,
point to an isolation of the copies of the municipality of Iranduba.

Keyword: Genetics of populations, rio Negro, Loricarioidea.
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1 INTRODUCAO

A filogeografia € a determinacdo da distribuicdo geografica de linhagens
genealdgicas por meio dos estudos desses processos (AVISE e FELLEY, 1987. E
importante destacar que os estudos de eventos historicos com relagdo ao processo
de formacéo de taxons sao relevantes para analises filogeogréaficas. Esses estudos
filogeograficos de grupos de animais vém aumentando desde a década de 70 com o
surgimento de marcadores moleculares (MARTINS e DOMINGUES, 2011). Este fato
pode ser ligado a componentes de estudos taxonbmicos que envolvem processos de
formacdes geoldgicas recentes, que levam a possiveis processos de vicariancia e
também estabelece parametros que dao suporte para hipéteses de estudos
biogeograficos. Os estudos filogeograficos devem ser tratados como transversais
aos demais estudos que relacionam o meio ambiente com os taxons, como geologia,
taxonomia, genética de populacdes, entre outras (MARTINS e DOMINGUES, 2011).

Na década de 90 foram realizados muitos estudos na Amazodnia para
esclarecer as hip6teses que sustentam que as drenagens dos grandes rios podem
ser contribuintes para a grande diversidade bioloégica da regido (MARTINS e
DOMINGUES, 2011). A mudanca nas drenagens da plataforma continental da regiédo
neotropical pode ser apontada como fatores de mudancas geoldgicas (PENHA,
1998; COSTA, 2096, e como consequéncia divergéncias entre taxons (RIBEIRO,
2006; POLO, 2015).

As diversificacbes dos grandes clados de peixes podem ter iniciado junto
aos primeiros eventos do soerguimento andino, mas pesquisas voltadas para a area
da filogeografia vem mostrando clados recentes pelas formagdes de cursos de
adguas no Terciario e Quaternario (LUNDBERG et al., 1998). Entre as principais
areas da regido neotropical estd a Amaz6nia, com a maior concentracao de peixes
0sseos de agua doce s6 na porcao brasileira (Brasil = 2106; Amazénia Legal =
1800) (LEWINSOHN e PRADO, 2005), sendo parte destas espécies endémicas
(MENIN, 2007).

Existem teorias e estudos sobre a historia da formacao da bacia Amazénica,
e entre estes estudos estéo os filogeograficos. A regido da Amazénia apresenta sua
configuracdo atual desde um periodo considerado recente (Quaternario)
(LUNDENBERG et al., 1998). Rossetti, Toledo e Goes (2005) afirmam que os

fenbmenos tectdnicos podem ter levado a sedimentacdo de ambientes,
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desenvolvimento de drenagem, relevo e solo, que podem ter afetado os
ecossistemas modernos da regido da Amazoénia. Entdo toda area dos grandes rios
pode ter sido um sistema dinamico de reconfiguragdo da regido, dando destaque
para a suas drenagens, com diferentes perfis climaticos e topograficos. Essas
mudancas climaticas e tectbnicas sdo causas de mudancas nas configuracdes
populacionais de espécies e de comunidade de espécies, do ponto de vista
genético, desde a formacdo dos continentes para diversos grupos de animais
(VRBA, 1992), e desde o plioceno sdao motivos de mudancas em populagbes na
regido da Amazonia. Rossetti, Toledo e Goes (2005) também deixam claro que a
biologia molecular em grupos de animais, associada a geologia, colabora com as
teorias de especiacéo.

Entre os grupos, num aspecto de filogenia comparada estudados com
relacBes historicas evolutivas, estdo aves, répteis, peixes, com resultados que
colaboram com processos de vicariancia causados por mudancas em drenagens e
por transformacdes tectonicas (GEURGAS e RODRIGUES 2010; GOLDANI, 2013;
POLO, 2015). As principais caracteristicas das analises realizadas em genética de
populacdes com peixes, é que estas sao feitas para o teste de hipoteses sobre os
taxons ou a distribuicdo desses tdxons em bacias hidrograficas, que permitam
entender os grupos de peixes de agua doce que séo de interesse econdémico.

Como os rios sao considerados as principais barreiras no processo de
variancia, os peixes sdo pouco explorados no sentido de formacédo tedrica para
modelos de analise de divergéncia, que possam colaborar com as informacfes
geoldgicas, embora possam apontar para relacbes que chegam a ser debatidas em
trabalhos relacionados de filogeografia. Porém, pequenos peixes, como os da familia
Scoloplacidae, pode ser objeto de colaboragcdo com teorias de divergéncias entre
espécies na regido neotropical.

A familia Scoloplacidae € composta atualmente por 6 espécies do género
Scoloplax, incluindo a espécie Scoloplax dolicholophia (Figura 1) (BAILEY e
BASKIN, 1976; SHEAFER, WEITZMAN e BRITSKI, 1989; ROCHA et al., 2008;
ROCHA, LAZZAROTTO e PY-DANIEL, 2012). Esses peixes nao passam do
comprimento de 2 cm e vivem no fundo de pequenos cursos de aguas calmas entre
folhas e galhos depositados (SHAEFER, 2003; ROCHA et al., 2008). Esse peixe é
encontrado desde o baixo rio Negro, que sofre influéncia do rio Solimdes, até o alto

rio negro. Proximo ao municipio de Sao Gabriel da Cachoeira. No rio Solimdes, é
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encontrado em igarapés afluentes do rio proximo ao municipio de Tefé (Médio

Amazonas).

Figura 1 - Scoloplax dolicholophia. Holétipo, MZUSP 6788, 10,51mm CP. Brasil, Amazonas, lgarapé pequeno
Tributario do rio Tarumazinho aproximadamente 45km ao norte do municipio de Manaus. A) vista ventral; B) vista
lateral da cabeca.

—_—

Fonte: modificado de Shafer et al., 1989.

A familia Scoloplacidae € a segunda mais recente entre os siluriformes com
a primeira espécie descrita no final dos anos 70 (NELSON, 2006), logo, mais
estudos como os do presente trabalho, podem revelar os processos evolutivos
desse grupo com base na filogeografia.

Outro aspecto é que, conhecer a taxonomia das espécies é fundamental
como base para outros estudos em diferentes areas, como ecolégicos e evolutivos,
contribuindo para conhecimento dos processos evolutivos (SAVAGE, 1995). E
mapeamento é primordial para a conservacao da biodiversidade, e trabalhos que
aplicam metodologias da biogeografia historica possibilitam essa tarefa (GOLDANI,
2013).

O DNA mitocondrial (mtDNA) animal € uma molécula de fita dupla que
possui 37 genes descritos, dos quais 13 genes sao codificadores de RNA
mensageiro, 22 RNA transportador (tRNAs), 2 de RNAs ribossémicos (12S e 16S
rRNA) e uma regido nado codificadora chamada de regido controle, A+T
(invertebrados) ou “al¢ca D” ou “D-loop” (vertebrados).

O DNA mitocondrial possui alguns requisitos basicos e bastante atrativos
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para estudos populacionais e evolutivos como: estrutura de organizacdo simples,
conteudo dos genes extremamente conservados, possui heranca materna, portanto,
nao sofre as segregacdes mendelianas e possui ainda alta taxa evolutiva, sendo

superior cerca de dez vezes em relagdo ao DNA nuclear (ARIAS, 2012).
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

e Conhecer a filogeografia do Scoloplax dolicholophia.

Objetivos Especificos

e Estimar a variabilidade genética das populacdes de Scoloplax
dolicholophia;

e Estimar o tempo de divergéncia entre as populacbes de Scoloplax

dolicholophia.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras utilizadas estdo depositadas na Colecdo de Recursos
Genéticos do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazbnia - INPA, que possui um
grande acervo dessa espécie, de diversas coletas realizadas na regido norte. De
acordo com o estado de conservagdo das amostras foram realizadas analises do
méaximo de amostras possiveis. Esses exemplares estavam conservados em formol
e etanol 95%, sendo que apenas os tecidos das nadadeiras foram utilizados. As
amostras foram coletadas nos pontos de coletas das regides apresentadas no mapa
(Figura 2).

Figura 2 - Mapa parcial da regido Norte do Brazil, mostrando os pontos de coleta de exemplares de S.
dolichocophia na bacia do rio Negro.

S. dolicholophia [l P O o \anaus

< S. dolicholophia

Séao Gabriel da Cachoeira

Rio Jufari

|

Fonte: do autor.

Embora os pontos de coletas forem diversos, nem todos foram

representados nas analises, por conta das expressdes no sequenciamento.

3.2 EXTRAGCAO E QUANTIFICAGCAO DO MATERIAL GENETICO

Neste trabalho foram utilizados os genes: 16S e CO I. A regido do 16s é a
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porcdo que codifica a subunidade do RNA ribossémico. A regido da Citocromo
Oxidase | faz parte do complexo que expressdo enzimas que fazem parte do
processo respiratério. E ambas regides do DNA mitocondrial em peixes séo regido
que tém um elevado grau de mutacdes (ARIAS, 2012)

A extracdo de DNA das espécies foi realizada com o Kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega) seguindo o protocolo do fabricante, utilizando-se tecido
de fragmentos das nadadeiras de cada exemplar. As concentracbes de DNA foram
estimadas a partir da comparacdo com marcadores de concentragdo conhecida,
neste caso o marcador de DNA fago A, com constatacdo através de
fotodocumentacdo em gel de agarose 0,8%, apos eletroforese por 50 minutos em

corrente de 80 V.

3.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Os fragmentos de DNA mitocondrial das espécies foram amplificados
utilizando a técnica Reacado da Polimerase em Cadeia (PCR) com primers universais
para os genes 16s e CO | (Tabela 1):

Tabela 1 - Sequencias dos primers que foram utilizados na amplificacdo do DNA das amostras de S.

dolicholophia.
Fragmento | Primers | Sequencias dos primers Referéncias
ol L1490 (F) |5 - GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG -3 | FOLMER et al.
(1994)
H2198 (R) | 3’ - TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA - | FOLMER et al.
5 (1994)
16sar-L 5 - CGCCTGTTTATCAAAAACAT - 3’ PALUMBI et al.
16s 16sb-L 3’ - CCGGTCTGAACTCAGATCATGT - 5' (1991)
16sa-H 5 - ATGTTTTTGATAAACAGGCG - 3’ PALUMBI et al.
16sbr-H 3’ — CCGGTCTGAACTCAGATCACGT - 5' (1991)

Diferentes métodos de reacdes em cadeia da polimerase foram utilizados,
para a adequacdo do que se pode referenciar na literatura de forma a otimizar o
procedimento e o resultado de acordo com cada primer especifico. As reacdes se

dispuseram da seguinte forma nos experimentos:

3.3.1 Primers LCO1490/ HCO2198
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Cada PCR tera um volume final de 25 uL contendo: 1,0 pl DNA gendémico
(50 ng), 1,5 ul Primer forward (5mM) e 1,5 pl Primer reverso (5mM), 1,2 pl dNTP
(ImM), 1,5 ul MgCI2 (25mM), 1,2 yl Tampao 10X, 0,5 ul Tag DNA polimerase (5U/
pl). A PCR foi processada em termociclador com condicdes e perfis de temperatura

especificos para a amplificacdo do fragmento utilizado:

Tabela 2 - Perfil de temperatura de desnaturagdo, extensado e anelamento para o termociclador o primer
LCO1490/ HCO2198

Etapas Temperatura Tempo Ciclos
1 95 °C 3 min 1x

2 95 °C 1 min

2 55 °C 1 min 30x

2 72 °C 1 min

3 72 °C 10 min 1x

3 20 °C -- 0

Fonte: FOLMER et al. (1994).

3.3.2 Primers 16sar/16sbr/16saH/16sbr

Cada PCR tera um volume final de 15 pL contendo: 5,5 de H20 ultra-pura,
1,0 pl DNA gendmico (50 ng), 1,5 pl Primer forward (5mM) e 1,5 pl Primer reverso
(5mM), 1,5 ul dNTP (ImM), 1,5 pl MgCI2 (25mM), 1,5 pl Tampao 10X, 0,3 pl Taq
DNA polimerase (5U/ ul). A PCR foi processada em termociclador com condicdes e

perfis de temperatura especificos para a amplificacdo do fragmento utilizado:

Tabela 3 - Perfil de temperatura de desnaturagdo, extensédo e anelamento para o termociclador para os primers
16sar/16sbr/16saH/16sbr.

Ciclo Temperatura Tempo Repeticdes
1 95 °C 3 min 1x

2 95 °C 1 min

2 55°C 1 min 30x

2 72°C 1 min

3 72°C 10 min 1x

4 20°C -- o0

O produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1%,
corado com GelRed (Biotium) e visualizado em fotodocumentador ultra-violeta (UV).

Posteiormente foi purificado utilizando-se polietilenoglicol 20% (PEG 8000).

3.3.3 Reacgéo de sequenciamento de DNA
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O produto das amplificacGes foi sequenciado utilizando o primer forward
(5uM), primer reverse (5uM) de cada gene mitocondrial (Regidao Controle, CO I),
juntamente com o Kit Big Dye terminaitor v3.1, Tampdo 5X e &gua ultra-pura,
seguindo as indicacbes do fabricante. Essa reacdo foi levada ao termociclador
seguida de precipitacdo em etanol 100%. A placa contendo as amostras foi injetada

em analisador automatico de DNA ABI 3130xI (AppliedBiosystems).

3.3.4 Edicéo, alinhamento dos nucleotideos e analise filogenética

As sequéncias nucleotidicas foram verificadas, editadas, compiladas e
alinhadas com o auxilio dos programas, CHROMAS 2.23 (Technelysium Pty Ltd),
para a visualizagdo dos cromatogramas, e BIOEDIT 7.0.9.0 (HALL, 1999) para a
edicdo passo-a-passo das sequencias automaticamente alinhadas que
apresentaram defasagens, ou que apresentaram ambiguidades. O modelo evolutivo
foi testado no programa MEGA 6.06 (TAMURA et al, 2013)(BEERLI &
FELSENSTEIN 2001).

3.3.5 Andlise Filogeogréfica populacional

Uma rede de haplétipos foi feita com o uso do programa Network 4.6
(POLZIN e VAHDATI, 2004), para estabelecer uma relacdo entre os haplétipos de
acordo com as localidades e com os agrupamentos dados pelo programa de
formacdo desses haplétipos. Isso é possivel pela comparacdo de haplétipos
estabelecendo seu grau de relacéo.

Uma variacdo do método estatistico F foi utilizado como uma forma de
estabelecer as conexfes entre as populagcdes de diferentes localidades
estabelecendo o seu nivel de divergéncia ou convergéncia enquanto a populacdes e
subpopulac¢des que podem existir, e até mesmo o efeito da fixacdo de caracteres em
toda a populacao da espécie.

Essa variagdo é do teste de AMOVA realizado no software ARLEQUIN 3.11
(EXCOFFIER et al., 2010), com 1000 permutacdes. Neste caso a tabela gerada que
se apresenta om valores percentuais deve ser analisada de acordo com os valores

de Fst que poder tender a 0 para uma relacdo de populacbes que sdo muito
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similares em relacdo a sua filogenia ou para mais de 0,25 para popula¢cdes que sao

diferentes. Baseando-se nisso chegamos as relacdes geograficas populacionais.

3 RESULTADOS

Os resultados seguirdo uma ordem que permite a percepcao das analises de
acordo com a ordem pela qual ela foi realizada. O numero amostral embora seja
baixo, abrange uma grande extensao do rio Negro, assim podemos destacar que as
condi¢des para analises filogenéticas seréo limitadas, porém, neste trabalho foram
apenas usados modelos e parametros que fazem com que os resultados sejam com

minima interferéncia em relacéo a isso.

3.4 Filogénia

Aqui estdo os principais componetentes de relacdes geograficas com base
filogenética entre os individuos. Nesta arvore representa estdo os individuos do rio
Negro. Sendo que existe uma composicdo de relacdes entre individuos que se
localizam geograficamente perto, padrdo que ja é apontado em outros trabalhos de
filogeografia (CARVALHO, 2011).

Figura 3:Arvore filogenética dos espécimes de Scoloplax dolicholophia segundo dos fragmentos de genes (COlI,
16s), Usando o método de Maximum Likelihood pelo General Time Reversible Model — a.
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3.4 Distancia Genética
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Para a estimativa de distancia filogenética entre os grupos definidos, os
maiores valores foram para os grupos do rio Jufari e Iranduba e do rio Jufari com
S&o Gabriel da Cachoeira, com 0,0026. E a menor distancia esta entre Sao Gabriel
da Cachoeira e Taruma, com 0,0014, porém um pouco menor que Sdo Gabriel da
Cachoeira e Rio Taruma com 0,0015. A populacao dita como de Iranduba e rio Jufari

estdo a mesma distancia de Iranduba e Taruma, 0,0026.

Tabela 4 - Distancia genética P, entre os grupos de individuos de cada regiao.

Iraduba Jufari SGC Taruma
Iraduba -- -- -- --
Rio Jufari 0.0026 -- -- --
SGC 0.0015 0.0014 -- --
Taruma 0.0026 0.00228 0.0014 --

Fonte: do autor.

3.4.3 Analise de Variancia Molecular (AMOVA)

As estruturas populacionais foram hipotetizadas e baseadas nas
configuragbes apontadas nas andlises das distancias. Como haviam poucos
individuos e apenas 4 provaveis populacbes representadas, estas foram
comparadas entre si. Uma peculiaridade nesse trabalho foi a possivel comparacéo
das duas margens do rio Negro. Nesta situacdo podemos ver a variabilidade que
existe nestas situacdes. Esses testes podem apontar para possivel fluxo génico em
algum momento no passado ligando as populacdes, e permitindo medir seu grau de

ligacao.
Tabela 5 - Analise de variacao molecular entre populagdes de S. dolicholophia.
Grupos Situacéao Variacao
Os 4 grupos Populacdes externas 49,75%
Populacdes internas 50,25
Fst 0.4974
As duas margens do | Populacbes externas 46.58%
rio Negro
Populacdes internas 53,42%
Fst 0.4657

Fonte: do autor.

3.4.4 Rede de Haplétipos.

Esta rede de haplétipos foi realizada com base nas oito sequéncias que



22

constituem as amostras, neste caso foram detectados cinco haplétipos que foram
usados na configuracdo para que a rede fosse criada. Embora ndo haja uma
complexidade que aponte para casos de separagbes especificas de haplotipos,
todos estdo ligados e fazem parte do mesmo complexo. As relagbes com os
individuos do alto rio Negro sdo neste trabalho consideradas centrais para 0s outros

pontos do rio.

Figura 4 - Rede de hapldtipos de S. dolicholophia analisados neste estudo.
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O haplotipo que esta identificado como H_1 corresponde a um individuo do
rio Jufari e o de Sao Gabriel da Cachoeira. O H_3 é um individuo do rio Jufari. O
haplétipo H_5 apresenta uma ramificacdo que é do haplétipo H_4 onde ambos

fazem parte da populacédo do municipio de Iranduba.

4. DISCUSSAO

As espécies de pequenos peixes do género Scoloplax podem ser
consideradas como animais que ndo migram, e se encontram em cursos de agua
calmos. Isso possibilita determinar que o deslocamento e dispersdo dessa espécie
pela América do Sul devido a configuracdo dos ambientes no decorrer de milhdes e
milhdes de anos essas dinamica promove a diversidade dentro do género.

Nos resultados filogenéticos os modelos de analise de tempo de divergéncia
nao puderam ser definidos de acordo com as comparagdes de similaridade entre as
regides do DNA mitocondrial analisadas. Porém, os métodos de analise de variancia

e de relacdo haplotipica apontaram para divergéncias e agrupamentos dos
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individuos amostrados.

O gue pode ser apontado uma situacdo a ser considerada é a relacédo de
lados variacéo do valor de Fst para Iranduba e para o rio Taruma (4,5Km) sdo muito
semelhantes com o valor para Iranduba e Sao Gabriel da Cachoeira (850 Km). Isso
pode aponta para uma divergéncia de grandes proporcdes em relacdes filogenéticas
para os dois lados do rio Negro em relacdo a essa espécie estudadas que podem
apontar para uma tendéncia que trabalhos classicos como o de Wallace (1876), que
aponta para divergéncias entre espécies entre as duas margens do rio.

Carvalho (2012) mostra que complexos de grupos de peixes podem ser
formados em diferentes cursos de agua, dentro do grupo de Loricariidae que foram
estudadas também apresentaram diferentes variacdes filogeogréficas dos grupos
divididos pelos rios da regido Centro-Oeste. Caso como esse também € visto no nos
trabalhos com anuros, coletados na Regido nordeste da Amazbdnia e no estado do
Pard (CAMPOS, 2016). No trabalho de Campostambém é notavel a diferenca entre
as margens do rio Amazonas, onde ocorrem minimas sobreposi¢cdes, mas permitem
uma percepc¢ao da forga dos rios como barreira.

O que permeia a area filogeografica pode ser apontado como hipdteses,
mas que podem ser testadas de acordo com os modelos que séo disponibilizados.
Esses modelos possibilitam o teste de infimas amostragens para que eles possam
reforcar abordagens geograficas entorno de espécies, principalmente quando

possuem caracteristicas favoraveis como a espécie estudadas.

5. CONCLUSAO

De acordo com as andlises filogenéticas, e as estimativas de tempo segundo
o parametro evolutivo utilizado. Ndo houve uma clara separacéo de taxons dentro do
grupo, impedindo a formacao de grupos e datacao entre eles, mas dessa forma cabe
destacar de que é um grupo que tem uma taxa de evolucao que nao é perceptivel
nos marcadores moleculares utilizados. Esse grupo apresenta uma origem de sua
divergéncia a 100 mil anos, recente para esse tipo de marcador.
Entre as analises de variancia o que pode ser destacado é a formacao de distancias
entre os grupos ligeiramente iguas, porem sendo as maiores entre as duas margens
do rio (0,26%), 0 que pode ndo ser um valor expressivo, mas que pode ser uma

tendéncia entre esse grupo.
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