UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
PROGAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E MELHORAMENTO

SELMA TORRES SIRIANI

Analise molecular de Gymnotus (Pisces, Gymnotiformes) do rio Piquiri, nha
bacia do alto rio Parand, e do rio Turvo Sujo, na bacia do rio Doce

MARINGA
PARANA — BRASIL
FEVEREIRO — 2009



SELMA TORRES SIRIANI

Analise molecular de Gymnotus (Pisces, Gymnotiformes) do rio Piquiri, ha
bacia do alto rio Parand, e do rio Turvo Sujo, na bacia do rio Doce

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual de Maringa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-

Graduacao em Genética e
Melhoramentos, para obtencao do Titulo
de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Alberto José Prioli.

MARINGA
PARANA — BRASIL
FEVEREIRO — 2009






A todos os que buscam com confianga em Deus a realizacdo de seus ideais.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, fonte inesgotavel de vida e de luz. A Ele tudo eu devo.

A Universidade Estadual de Maringd (UEM) e ao Programa de Pods-
Graduacdo em Genética e Melhoramento (pgm), pela oportunidade de realizacao
do Curso.

A Fundagdo Araucéria, pela concessio de bolsa de estudos,
possibilitando o desenvolvimento das pesquisas.

Ao meu orientador, professor doutor Alberto José Prioli, pela dedicada
orientacao.

A professora doutora Sénia Maria Alves Pinto Prioli, pelo incentivo e pela
valiosa colaboragéo.

A minha familia, por fazer parte de todas as minhas lutas, minhas vitorias,
minhas derrotas, enfim, por compartilhar todos os meus momentos.

Ao Thiago Cintra Maniglia, amigo inesquecivel.

A equipe do Laboratério de Genética do Nupélia, pela colaboracdo no
desenvolvimento dos experimentos.

A todos os amigos e inimigos que participaram de minha trajetéria. Com

certeza, cada um deles, de alguma maneira, colaborou com minhas conquistas.



INDICE

o 1 1 11V P Vi
AB ST R A T e e e Vil
1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt et et s e see s 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt 3

2.1. Ordem GYMNOLIfOIMIES ......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiii b 3

2.2. A familia Gymnotidae € 0 género GYMNOLUS...........ccuvvviiiieeeeeeeeeiiiiine e 4
3. MATERIAIS E METODOS ......coooiieeeeeeeeeeee ettt eae e sae e 6

3.1. Material biologico e locais de coleta ...........ccooeeeeieiiiiiiiiiiiie e 6
4, RESULTADOS E DISCUSSAO .....coiiiiieiiiiisieieieee et 9
5. CONCLUSAOD ...ttt 13
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.....cocieeeeeeeeeeeeeteee e, 14



RESUMO

SIRIANI, Selma Torres, M. Sc. Universidade Estadual de Maringd, fevereiro de
2009. Analise molecular de Gymnotus (Pisces, Gymnotiformes) do rio
Piquiri, na bacia do alto rio Parand, e do rio Turvo Sujo, na bacia do rio
Doce. Professor orientador: Alberto José Prioli. Coorientadores: Horacio Ferreira
Julio Junior e Sénia Maria Alves Pinto Prioli.

O género Gymnotus tem ampla distribuicdo na regido neotropical. Depois de mais
de dois séculos de estabilidade taxondmica, Gymnotus carapo foi redescrita em
varias outras espécies. Ainda assim, muitas dlvidas permanecem quanto a
validade de muitas espécies consideradas validas. Neste trabalho foi feita a
caracterizacdo molecular das espécies Gymnotus paraguensis, Gymnotus sylvius
e Gymnotus pantanal, além da comparag¢do com algumas linhagens genéticas de
Gymnotus da bacia do rio Doce. Avaliou-se a variabilidade genética por anélise da
regido ATPase 6/8 do mtDNA e ampliou-se a avaliagcdo do grau da diversidade
nucleotidica encontrada entre os grupos. A diversidade nucleotidica e as arvores
construidas com o modelo TrN+I demonstraram a diferenciacdo genética entre as
espécies G. paraguensis, G. sylvius e G. pantanal e a linhagem genética da bacia
do rio Doce. Os resultados mostram que ha necessidade de avaliacbes
adicionais, tanto genéticas quanto taxonémicas, da linhagem de Gymnotus da

bacia do rio Doce.

Palavras-chave: Caracterizacdo molecular, Gymnotus, diversidade nucleotidica.
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ABSTRACT

SIRIANI, Selma Torres, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, february,
2009. Molecular analysis of Gymnotus (Pisces, Gymnotiformes) of the Piquiri
River, from the upper Parana River basin, and of the TurvoSujo River, from
the Doce River basin. Adviser: Alberto José Prioli. Commitee Members: Horacio
Ferreira Julio Junior and Soénia Maria Alves Pinto Prioli.

The Gymnotus genre has wide distribution in the Neo-tropical region. After more
than two centuries of taxonomic stability, Gymnotus carapo (banded knifefish) was
re-described in several other species. However, many questions remain about the
validity of many species considered valid. In this work, the molecular
characterization of Gymnotus paraguensis, Gymnotus sylvius and Gymnotus
pantanal species was done, as well as the comparison with some genetic strains
of Gymnotus from the basin of the Doce River. We evaluated the genetic variability
by analyzing the ATPase 6/8 region of mtDNA and the evaluation of the nucleotide
diversity level found among the groups was expanded. The Nucleotide diversity
and the built trees with TRN + | model demonstrated the genetic differentiation
among the G. paraguensis, G. sylvius and G. pantanals pecies and the genetic
lineage from the basin of the Doce River. The results show that there is a need for
further evaluation of the Gymnotus lineage from the basin of the Doce River, both

genetic and taxonomic.

Keywords: Molecular characterization, Gymnotus. nucleotide diversity.
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1. INTRODUCAO

Os peixes elétricos neotropicais pertencem a ordem Gymnotiformes. As
31 espécies desta ordem estdo agrupadas em seis familias. A distribuicdo dos
Gymnotiformes € ampla nas Américas, ocorrendo desde a Argentina até o México
(Maggo-Leccia, 1994). A familia Gymnotidae possui apenas o género Gymnotus
Linnaeus, 1758, que estad disseminado na América do Sul e Ameérica Central
(Albert, 2001).

Na bacia do alto rio Parana, coexistem quatro espécies de Gymnotus,
conforme relatado por Graga e Pavanelli (2007) e Margarido et al. (2007). As
espécies G. paraguensis e G. sylvius ocorrem naturalmente no alto rio Parana e
G. pantanal seria uma espécie invasora. Gragca e Pavanelli (2007) relatam que
nao ha elementos que comprovem a ocorréncia natural ou a condicdo de invasora
de G. inaequilabiatus. Segundo os autores, G. pantanal e G. inaequilabiatus
poderiam ter colonizado o alto rio Parand apés a formacédo do reservatoério de
Itaipu e submersdo dos saltos de Sete Quedas. O barramento do rio Parana
acrescentou ao alto rio Parana cerca de 150 km do médio rio Parana. Muitas
espécies que ndo ocorriam acima de Sete Quedas tiveram oportunidade de se
estabelecer. Uma segunda hipétese seria a transferéncia por pescadores que se
utilizam de iscas vivas.

Carl Linnaeus descreveu Gymnotus carapo, no século XVIII, e poucas
espécies foram acrescentadas ao género até o final do século XX. Em 1994,
apenas nove espécies de Gymnotus eram reconhecidas como validas. Houve um
grande incremento na descoberta da diversidade desse género entre 1994 e
2005. Apesar desse progresso no conhecimento de Gymnotus, séo frequentes os
problemas taxondmicos ainda encontrados (Albert, 2001; Albert et al., 1999;
Albert et al., 2003; Fernandes-Matioli et al., 2000; Fernandes et al., 2005).

Questbes dessa natureza tém sido abordadas com metodologias
moleculares, baseadas em sequéncias de DNA (Hubert et al. (2008). Portanto, ha
necessidade de avancos no conhecimento das espécies de Gymnotus para
melhor caracterizacdo e identificacdo segura dos espécimes. Varias regides do
DNA mitocondrial sédo utilizadas para estudos populacionais. Alguns setores da

molécula do mtDNA sdo mais adequadas para avaliacdo de espécies proximas. A
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regido controle D-Loop e os genes ATPase 6 e ATPase 8, comumente referidos
como ATPase 6/8, estdo entre os mais utilizados para este proposito
(Meyer,1994).

A regido mitocondrial ATPase 6/8 também tém por caracteristica
acumular substituices nucleotidicas, que permitem detectar variacdes genéticas
entre espécies, ou até mesmo entre populacbes de uma mesma espécie
(Bermingham e Martin 1998, Machordon e Doadrio, 2001, Perdices e Doadrio
2001; Wong et al., 2004). Apesar de ser uma regido codificadora, a taxa de
substituicdo nucleotidica da regido que compreende esses genes € comparavel
ou, até mesmo em alguns casos, superior a da regido controle (D-loop),
considerada a por¢cdo mais variavel do mtDNA (Froufe et al., 2005; Faulks et al.,
2008).

Neste trabalho, foi realizada a caracterizacdo molecular de trés espécies
de Gymnotus, que atualmente coexistem na bacia do alto rio Parana (G.
paraguensis, G. sylvius e G. pantanal), além de terem sido feitas comparacdes
com linhagens genéticas da bacia do rio Doce. A variabilidade genética foi
avaliada pela analise de sequéncias nucleotidicas da regido ATPase 6/8 do
MtDNA.



2. REVISAO DE LITERATURA

Durante séculos, as investigacdes em biologia contaram, principalmente,
com abordagens baseadas na morfologia, por absoluta auséncia de
conhecimentos e tecnologia. Com o desenvolvimento da fisica e da quimica, foi
possivel implementar metodologias de maior resolucdo e ampliar o horizonte do
conhecimento biolégico, com andlises de microscopia e fisiologia/bioquimica, por
exemplo.

A taxonomia e a sistematica também se beneficiaram desses avancos. Na
década de 60, foram desenvolvidas metodologias de analise filogenética. Ao
mesmo tempo, iniciou-se a utilizacdo de isoenzimas no estabelecimento das
relacBes de parentesco entre individuos e espécies (Hillis et al., 1996). Nos anos
80 e 90, foram desenvolvidas técnicas baseadas em fragmentos e em sequéncias
de DNA, que foram empregadas intensivamente na andlise da diversidade
genética dos organismos. Evidentemente, todo esse progresso cientifico atingiu
também as pesquisas de peixes em todo o mundo, incluindo os peixes
neotropicais. Inicialmente a citogenética e, mais recentemente, a biologia
molecular tém impulsionado de forma vigorosa o conhecimento dos grupos e
relagBes entre grupos de peixes neotropicais, com reflexos em sua sistematica
(Avise, 2004; Hillis et al., 1996; Nei e Kumar, 2000).

2.1. Ordem Gymnotiformes

Os representantes da ordem Gymnotiformes sao de peixes de agua doce
da regido neotropical. As espécies desta ordem estdo amplamente distribuidas na
regido Neotropical, ocorrendo desde a Argentina até o México. Sao predadores
noturnos encontrados da Argentina até o México. As 31 espécies compdem as
familias Apteronotidae, Eletrophoridae, Gymnotidae, Hypoponidae,
Rhamphichtydae e Sternopygidae (Maggo-Leccia, 1994).

As adaptacbes desenvolvidas ao longo da evolugdo tornam os
Gymnotiformes altamente diferenciados em relagéo aos outros grupos de peixes.
O corpo € alongado e comprimido, semelhante a uma faca. Os membros desse

grupo ndo possuem nadadeira dorsal e pélvica e tém a nadadeira anal muito
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longa (Maggo-Leccia, 1994). Uma caracteristica dos Gymnotiformes é a presenca
de 6rgéos eletrogénicos, que lhes conferem a capacidade de emissdo de campos
elétricos; e a de Orgaos eletrorreceptores, que permitem a deteccdo de sinais
elétricos. A emisséo/recepcdo de pulsos elétricos tém funcdo na comunicacao,
eletrolocalizacdo e orientacdo no escuro e em aguas turvas (Crampton e Albert,
2006). As decargas elétricas dos Gymnotiformes séo fracas, ndo passando de
milivolts. No entanto, a espécie Electrophorus electricus, conhecido como poraqué

e outros nomes populares, pode originar descargas de 600 V (Hopkins, 2009).

2.2. A familia Gymnotidae e o género Gymnotus

A familia Gymnotidae possui apenas o género Gymnotus Linnaeus, 1758.
Por outro lado, entre os Gymnotiformes, Gymnotidae € a familia com a maior
distribuicdo geogréfica, sendo encontradas de 18° N até 36° S. Na América do
Sul, s6 ndo é encontrado no Chile e na América Central ndo ocorre em Belize
(Albert, 2001; Reis et al., 2003).

Algumas adaptacdes pouco comuns em peixes sdo encontradas entre as
espécies de Gymnotus. Como possuem respiracdo aérea acessoria, podem ser
encontradas em ambientes em que a maioria das espécies nao sobrevivem (Liem
et al., 1984). Essa capacidade de sobrevivéncia em ambientes praticamente
anoxicos torna os Gymnotideos atrativos para uso como isca viva ha pesca
esportiva, pois podem sobreviver por longos periodos em recipientes de pequeno
porte. Como todos os Gymnotiformes, os Gymnotideos possuem a capacidade de
descargas elétricas (Sierra et al., 2005). Essas descargas elétricas tém sido muito
estudadas em Gymnotus, tanto enfocando a formacdo de imagens
eletrosensoriais (Caputti et al., 2003) quanto objetivando elucidar a comunicacao
por eletrolocacéo no escuro (Schuster, 2002; Schuster e Otto, 2002).

Apesar da ocorréncia freqlente, as espécies de Gymnotus nao integram o
grupo utilizado em grande escala na alimentacdo humana. Contudo, séo
consideradas importantes integrantes intermediarios da cadeia alimentar. Sao
predadores noturnos agressivos e eficientes de peixes e outros animais aquaticos
e, a0 mesmo tempo, sdo presas de peixes maiores (Fernandes-Matioli, et al.,

1997). Muitas espécies sao territorialistas e os machos de varias espécies de



Gymnotus constroem e guardam os ninhos. Os ninhos podem ser construidos em
depressdes ou em raizes de macrofitas aquaticas (Crampton e Hopkins, 2005).

Algumas espécies de Gymnotus sdo encontradas na regido central e
sudeste do Brasil. Gymnotus Inaequilabratus (Valenciennes 1847) é proveniente
da bacia Parana/Paraguai e algumas drenagens costeiras do Uruguai e sudeste
do Brasil. A espécie G. sylvius (Albert et al.,1999) é nativa de drenagens costeiras
do estado de S&o Paulo e bacia do rio Parana. A espécie Gymnotus paraguensis
(Albert e Crampton, 2003) é encontrada na bacia Parana/Paraguai, enquanto G.
pantanal (Fernandes et al., 2005) € do sistema Parana/Paraguai e rio
Chaparé/Mamoré da Bolivia.

Apo6s um periodo prolifico de estudos de Gymnotus, atualmente, estéo
descritas e reconhecidas como vdlidas, pelo menos, 33 espécies de Gymnotus.
Além disso, muitas espécies ainda estdo sendo formalmente redescritas, com a
resolucado de muitas questdes taxonémicas (Albert et al., 1999; Fernandes-Matioli
et al., 2000; Crampton e Albert, 2006; Cramptom et al., 2005).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material biolégico e locais de coleta

Individuos do género Gymnotus foram coletados no bairro rural de
Barrinha, municipio de Vicosa (MG). Foi realizada uma coleta no rio Turvo Sujo
(Figura 01), pertencente a bacia do rio Doce, e uma coleta no rio Piquiri (Figura
03).

Individuos do género Gymnotus foram coletados no bairro rural de
Barrinha, municipio de Vigosa (MG). Foi realizada uma coleta no rio Turvo Sujo
(Figura 01), pertencente a bacia do rio Doce, e uma coleta no rio Piquiri (Figura
02). As localizacdes geogréaficas aproximadas dos pontos de coleta sao 20° 44°S -
42° 45" W, na bacia do rio Doce; e 24° 20°S - 53° 16"W, na bacia do rio Piquiri.
Os individuos, assim que foram coletados, tiveram amostras do tecido muscular
retiradas. Para sua preservagao, os setores de tecido muscular retirados foram
fixados em alcool etilico comercial, alojados em laboratério e mantidos a -20°C.
Foram analisados trés individuos do rio Turvo Sujo e oito do rio Piquiri.

O DNA total foi extraido com base no método fenol-cloroférmio, conforme
Sambrook et al. (1989), com algumas modificac6es. Apds a extracdo, o DNA foi
quantificado, em gel de agarose 0,8%, por comparagao com DNA do fago A de
concentragdo de 25, 50 e 100 ng. As amostras de DNA, apos a extragdo, foram
armazenadas em freezer a -4°C.

A sequéncia ATPase 6/8 e parte dos genes tRNA™® e COIll foram
amplificados via PCR com as mesmas condi¢cdes de amplificacdo proposta por
Prioli et al. (2002). Os padroes de temperatura de amplificacdo foram os
seguintes: um ciclo inicial de 94 °C, por quatro minutos, seguido por 40 ciclos de
15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 59 °C e dois minutos a 72 °C, finalizando
com um ciclo de 10 minutos, a 72 °C. A amplificacdo foi confirmada em
eletroforese em gel de agarose 1% por comparacdao com quantidades conhecidas
de DNA ladder 100 bp (Invitrogen). O par de primers utilizados para a
amplificagdo foi o L8331 (5-AAAGCRTYRGCCTTTTAAGC-3’) e H9236 (5'-
GTTAGTGGTCAKGGGCTTG-GRTC-3)).
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Figura 01 - Local de coleta de Gymnotus no Rio Turvo Sujo.
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Figura 02- Local de coleta de Gymnotus no Rio Piquiri.



Apés a amplificacdo o fragmento, foi novamente amplificado com o primer
L8331 para a reacédo de sequenciamento. Aproximadamente, 50 ng de DNA de
cada reacdo foram utilizados diretamente em reacfes de seqlenciamento em
sequenciador automatico MegaBace (Amersham), seguindo instrucbes do
fabricante.

As sequéncias foram alinhadas com o programa Clustal W (Amersham) e
editadas com o programa Bioedit (Hall, 1999). A partir das comparacdes entre 0s
pares, foram realizadas as analises filogenéticas. Pontos de delecdes ou
inser¢des (indels) nas seqiéncias alinhadas de DNA ndo foram incluidos nas
andlises, seguindo o consenso de que ndo existe nenhum modelo apropriado
para 0os mecanismos evolucionarios que os produzem (Nei e Kumar, 2000). A
escolha do modelo evolutivo, utilizando-se os procedimentos Akaike Information
Criterion corrigido (AICc) e Bayseian Information Criterion (BIC), foi realizada com
0s programas Paup 4.0b4 (Swofford, 2002) e Modeltest 3.0 (Posada & Crandall
1998). A matriz de diversidade nucleotidica e os dendrogramas neighbor-joining e
Méaxima Verossimilhanca foram construidos com o programa Paup 4.0b4. O
indice de fixacdo molecular (Fst) foi calculado com o programa Arlequin 3.11
(Excoffier et al., 2005).

Com o intuito de ampliar a avaliacdo do grau da diversidade nucleotidica
encontrado entre 0s grupos estudados nesse trabalho, foi feita uma selecédo de
todas as sequéncias ATPase 6/8 para os géneros de Characiformes que possuem
sequéncias de pelo menos duas espécies disponiveis no GenBank, para
obtencdo das distancias genéticas entre espécies do mesmo género. A
diversidade nucleotidica entre as espécies foram calculadas com 0 mesmo
modelo evolutivo e a mesma sequéncia ATPase 6/8 utilizada nas analises para
Gymnotus. O programa Statistica 7.1 foi utilizado para construgcdo do grafico de
barras das meédias das diversidades nucleotidicas das espécies obtidas no

GenBank e os exemplares de Gymnotus.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A amplificacdo da sequéncia ATPase 6/8 produziu um fragmento de
aproximadamente 1000 pares de base (pb) (Figura 03). Entretanto, apos a edi¢cao
das sequéncias, foi obtido um fragmento parcial de 384 pb para todos os
individuos. Esse fragmento corresponde a uma sequéncia de 128 aminoacidos.
Foram observados 60 pontos de substituicbes nucleotidicas, o qual resultou em
29 substituicbes de aminoacidos. Dentre as substituices nucleotidicas, 24 foram
exclusivas dos exemplares de G. paraguensis, cinco dos exemplares de G.
sylvius, nove para G. pantanal e seis para os exemplares de Gymnotus sp. de

Vigosa.

S B R e e e S e

Figura 03 - Gel de agarose. Fragmentos de segmentos ATPase 6/8, amplificados
com o par de primers L8331 e H9236, para os exemplares de Gymnotus.

A frequéncia nucleotidicas foi de: A = 0,3073, C =0,2985, G =0,0853 e T
= 0,3089. A taxa de transicao/transversao foi de 3,076. A proporcédo de sitios
invariaveis foi de 0,4818 e o NST = 6. Dessa forma, o modelo evolutivo
selecionado a partir de uma analise de maxima verossimilhanca foi o TrN+I.

O Quadro 01 conttm os valores das médias das diversidades
nucleotidicas calculadas com o modelo TrN+l, entre as quatro espécies de
Gymnotus e 0 grupo externo Bryconamericus emperador. O maior valor de
diversidade nucleotidica intra-especifica foi observado para G. pantanal e a menor
para Gymnotus sp. Os valores de diversidade interespecifica para as espécies de
Gymnotus variaram de 0,045 e 0,11, entre as espécies G. sylvius e Gymnotus sp.



e G. pantanal e G. paraguensis, respectivamente. Os valores de distancia
genética entre Gymnotus sp. e as demais espécies de Gymnotus nao permitiram
classificar esta espécie em nenhuma outra estudada, ficando impossivel
identificar especificamente esta espécie.

As meédias das diversidades nucleotidicas das quatro espécies de
Gymnotus e das espécies disponiveis no GenBank estdo representadas na figura
04. E possivel observar que a média da distancia genética entre as quatro

espécies de Gymnotus é semelhante a media das distancias genéticas das

espécies disponiveis no GenBank.

Médias das diversidades nucleotidicas

0,06

0,04

0,02

0,00

Barbus Gymnotus Pseudobarbus Prochilodus
Brycon Roeboides Bryconamericus média

Figura 04 - Valores médios das diversidades nucleotidicas, calculados com o
modelo HKY+G a partir do fragmento parcial de 384 pb de sequéncias ATPase
6/8 para diferentes espécies dos géneros Barbus, Brycon, Gymnotus, Roeboides,
Pseudobarbus e Prochilodus, calculados com o modelo TrN+lI.

Os agrupamentos Neighbor-Joining e Maxima Verossimilhanca
confirmaram a discriminacdo genética entre as trés espécies e a linhagem
genética da bacia do rio Doce (Figura 05). Os resultados demonstraram que a
espécie G. paraguensis é a mais basal e as outras duas espécies e a linhagem do
rio Doce formam outro agrupamento. Os altos valores de bootstrap conferem
consisténcia a esses agrupamentos. A linhagem genética do rio Doce ndo esta
associada intimamente a nenhuma das espécies avaliadas, mas esta

geneticamente mais proxima de G. sylvius.
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Quadro 01 - Matriz das médias das diversidades nucleotidicas calculadas com o
modelo TrN+I, entre as quatro espécies de Gymnotus e 0 grupo externo
Bryconamericus emperador, a partir do fragmento parcial de 384 pb de sequéncia
ATPase 6/8

G. sylvius G. pantanal  G. paraguensis Gymnotus sp. VC

G. sylvius 0,008

G. pantanal 0,067 0,016

G. paraguensis 0,100 0,110 0,008

Gymnotus sp. VC 0,045 0,062 0,102 0,003
Outgroup 0,393 0,385 0,415 0,390

O valor do indice de fixacdo molecular Fg entre os quatro grupos de
Gymnotus foi de 0,882. Este valor indica que 88,2% da diversidade genética
foram encontradas entre individuos de espécies diferentes e apenas 11,8% entre
individuos de uma mesma espécie, demonstrando, dessa forma, a diferenciacao

genética entre as espécies de Gymnotus estudadas neste trabalho.

A G. paraguensis 92 G. paraguensis 92 = B
100| L e 100
G. paraguensis 94 G. paraguensis 94
- G. pantanal 90 G. pantanal 90 =
9% 80
- G. pantanal 91 G. pantanal 91
G. sylvius 98 G. sylvius 98
100 89
~ G. sylvius 97 G. sylvius 97 =
G. sylvius 83 G. sylvius 83+
Gymnotus sp. VC 08 Gymnotus sp. VC 08
1004 97
= Gymnotus sp. VC 17 Gymnotus sp. VC 17
Bryconamericus emperador Bryconamericus emperador
H H

0.01 0.01

Figura 05 - Dendrogramas Neighbor-Joining (A) e Maxima Verossimilhanca (B),
construidos com o modelo TrN+l, a partir de sequéncias nucleotidicas de
sequéncias ATPase 6/8 de individuos de Gymnotus. Um individuo
Bryconamericus emperador foi incluido na analise como grupo externo. As
analises de bootstrap foram baseadas em 10.000 reamostragens.
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Portanto, os resultados evidenciam que ha necessidade de andlises
adicionais da condicdo taxonémica da linhagem genética de Gymnotus presente
na bacia do rio Doce. A linhagem do rio Doce difere das outras espécies em
magnitude usualmente encontrada entre espécies diferentes. E possivel que
andlises morfolégicas detalhadas sustentem a descricdo de uma nova espécie de

Gymnotus.
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5. CONCLUSAO

Ficou evidenciado que a regidao mitocondrial ATPase 6/8 é eficiente na
deteccdo da diversidade genética entre espécies proximas de peixes, inclusive
quando apenas caracteres morfologicos ndo sao suficientes para correta
identificacdo. Na bacia do rio Doce, ocorre uma linhagem genética de Gymnotus
com diferengas compativeis com diferengas interespecificas. Provavelmente,
analises complementares dardo suporte para a descricdo de uma nova espécie

de Gymnotus na bacia do rio Doce.
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