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Estudo molecular de Astyanax altiparanae Garutti & Britski 2000 (Teleostei:
Characidae) como provavel complexo de espécies

RESUMO

Na ultima década, dez novas espécies do género Astyanax Baird & Girard 1854 foram
descritas, e varias outras foram descobertas recentemente. Na bacia do alto Rio Parana, ocorre
Astyanax altiparanae Garutti & Britski 2000, pertencente ao chamado grupo bimaculatus, que
inclui espécies com padrdo de coloracdo e morfologia semelhantes. Concomitantemente com
0 avanco do uso do DNA mitocondrial para diagnose de espécies, foram encontradas em A.
altiparanae duas linhagens com alta divergéncia na regido D-loop, provisoriamente
denominadas AltoPR e AltoPR-D, em trabalhos anteriores. Esta evidéncia levou a hipétese de
as duas linhagens ndo pertencerem a mesma espécie. Usando sequéncias do gene coxl, as
distancias genéticas entre elas foram calculadas seguindo o modelo evolutivo K2P com
distribui¢do I'" (pardmetro 0,09). Sequéncias disponiveis no GenBank foram inclusas nas
analises. Hipdteses filogenéticas foram geradas por méxima verossimilhanca e maxima
parcimbnia. As distancias internas médias dos grupos AltoPR e AltoPR-D foram,
respectivamente 0,02 e 0,03, e a distancia entre ambos foi 0,37. As sequéncias de individuos
coletados na bacia do Rio Paraiba do Sul e depositadas no GenBank também se dividem em
dois grupos, um dos quais pode ser identificado como AltoPR. No entanto, o outro grupo
apresentou uma distancia intermediaria quando confrontado com AltoPR-D, e merece uma
investigacdo mais aprofundada. As outras espécies inclusas apresentaram maior distancia e
mostraram-se monofiléticas em ambos os métodos de reconstrucéo filogenética. Os resultados
sugerem, portanto, que se trata de duas espécies, e que ambas ndo correspondem as outras
especies usadas neste trabalho.

Palavras-chave: DNA barcodes, D-loop, espécies cripticas.



Molecular study of Astyanax altiparanae Garutti and Britski 2000 (Teleostei:
Characidae) as a probable species complex

ABSTRACT

In the last decade, ten species from the genus Astyanax Baird & Girard 1854 have
been described, and several non-described ones have been reported recently. Astyanax
altiparanae Garutti & Britski 2000, occurring in the upper Parana River basin, belongs to the
bimaculatus group, which comprises a number of species with very similar color pattern and
morphology, resulting in they being cryptic. Following the advances in species diagnosis
using mitochondrial DNA data, highly divergent D-loop lineages have been found previously
in A. altiparanae, which have been distinguished as AltoPR and AltoPR-D groups. This
evidence suggests that individuals carrying these mitochondrial lineages do not belong to the
same species. By using cox1 gene sequences, genetic distances between them were calculated
with Kimura-2-parameter (K2P) model gamma-distributed (parameter 0.09); sequences
available at GenBank were included. Maximum likelihood and maximum parsimony
phylogenetic analyses were conducted. Within-group mean distances for AltoPR and AltoPR-
D were, respectively 0.02 and 0.03, and net mean distance between them was 0.34. The
sequences from individuals collected in Paraiba do Sul River basin also form two groups with
distances compatible to those of congeners, one of which was identified as AltoPR.
Nonetheless, the other group showed an intermediate value when compared to AltoPR-D, and
should be further investigated. The rest of the included species are less close to these and
appeared monophyletic in both trees, with very high bootstrap values. The results point to a
species status of both lineages, one of which is probably new.

Keywords: DNA barcodes, D-loop, cryptic species.
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1.1. Introducéo

No género Astyanax Baird & Girard 1854, encontra-se o complexo de espécies
conhecido como bimaculatus, composto de espécies com 0 mesmo padrdo de coloracdo que
A. bimaculatus (Linnaeus 1758). Uma dessas espécies cripticas é A. altiparanae Garutti &
Britski 2000, encontrada na bacia do alto Rio Parana.

Evidéncias recentes de carater molecular apontam que provavelmente A. altiparanae é
também um complexo de duas espécies, que sdo encontradas simultaneamente. Na Ultima
década, grande quantidade de estudos com marcadores moleculares vém refinando técnicas
para diagnose de espécies. Nesse contexto, 0 uso de genes mitocondriais é usado com

crescente eficacia.



1.2. Revisao bibliografica

1.2.1. Evidéncia de uma nova espécie de Astyanax na bacia do alto Rio Parana

O género Astyanax Baird & Girard 1854, de acordo com o Catalog of Fishes, contém
141 espécies validas, das quais 40 foram descritas nos Gltimos 10 anos (ESCHMEYER et al.,
atualizado em 14 de janeiro de 2013), e a existéncia de novas espécies a serem descritas ja foi
detectada (MARRETA, 2011; OLIVEIRA, 2011). Reconhece-se a existéncia do complexo de
espécies denominado grupo bimaculatus (GARUTTI e BRITSKI, 2000), nome derivado da
espécie Astyanax bimaculatus (Linnaeus 1758). Um dos primeiros estudos a reconhecer
diferengas marcantes entre subconjuntos de individuos deste grupo foi o de Eigenmann
(1921), que os tratou como subespécies.

Anteriormente, considerava-se que A. bimaculatus abrangesse toda a América do Sul,
com localidade tipo no Suriname. Duas revises de Garutti (1995 e 1998) restringiram essa
denominagdo a espécimes da regido norte, excluindo-a das bacias dos Rios S&o Francisco,
Parana, baixo Parana-Paraguai, Uruguai, Ribeira de Iguape, Paraiba do Sul e sistema da
Laguna dos Patos. De acordo com o Catalog of Fishes (citado acima), cinco espécies que
haviam sido descritas como subespécies de A. bimaculatus ou sinonimizadas com esta espécie
foram validadas recentemente. Algo semelhante ocorreu com Astyanax altiparanae Garultti e
Britski 2000, espécie que ocorre em toda a bacia do alto Rio Parana, cujos exemplares eram,
antes, identificados como A. bimaculatus, de acordo com os autores da descri¢do. Entre todas
essas espécies, 0 padrdo de coloragdo é muito similar: uma mancha escura horizontalmente
ovalada e duas barras verticais marrons na regido umeral, e uma mancha escura no pedinculo
caudal, que se estende até a extremidade dos raios caudais medianos; mas séo distinguiveis
por contagens e medidas.

Além de a ultima década ter sido a de maior atividade em numero de espécies
descritas de Astyanax, foi nesse periodo que se deu um grande desenvolvimento no uso de
sequéncias nucleotidicas, principalmente mitocondriais, no estudo da genética populacional,
da evolucéo e, como consequéncia, da taxonomia. Nesse contexto, investigando sequéncias
mitocondriais da regido controle D-loop de A. altiparanae, Prioli et al. (2002) encontraram
dois haplogrupos divergentes em numerosos pontos, um dos quais tem um segmento de 32
pares de bases (pb) a mais, que, recentemente, foram relatados também em espécimes
presentes no Rio Iguacu (PIE et al. 2009).
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Prioli et al. (2012) discutiram esta diferenciacdo molecular em comparagdo com outras
especies. No trecho da regido D-loop cuja sequéncia foi obtida, 5,1% dos nucleotideos s&o
diagnosticos dos haplogrupos AltoPR e AltoPR-D, (em que D significa delecdo, ou auséncia
de insercdo); esta divergéncia, como eles apontam, é comparavel ao que ocorre nas sequéncias
homdlogas de Pseudoplatystoma corruscans e P. fasciatum, que ndo geram hibridos
naturalmente (BIGNOTTO et al., 2009, apud PRIOLI et al., 2012) e Cichla kelberi e C.
piquiti (OLIVEIRA et al., 2006, apud PIOLI et al., 2012), que apresentam, respectivamente,
5,3% e 10% de nucleotideos utilizaveis para diagnose.

Esses resultados expdem a necessidade de investigar se a denominagdo Astyanax
altiparanae, na forma como € usada hoje, refere-se, de fato, a duas espécies. Se essa hipdtese
fosse confirmada, seria necessario obter informac@es de outras espécies ja descritas, antes de
considerar a descoberta de uma espécie nova.

Nesse sentido, Soria (2004) e Prioli et al. (2012, citado acima) ja& avancaram,
comparando sequéncias dessa mesma regido mitocondrial de A. altiparanae e A.
asuncionensis Géry 1972, uma espécie da bacia do Rio Paraguai e baixo Parana. A.
asuncionensis também pertence ao grupo bimaculatus e € de diagnose incerta quando
comparada a A. altiparanae, em que também foi constatada a ocorréncia de dois haplogrupos
bastante dissemelhantes, porém ambos com a delecdo de 32 pb. De acordo com eles, seus
resultados parecem indicar que cada um desses quatro haplogrupos corresponde a uma
espécie, ou seja, tanto A. altiparanae como A. asuncionensis deveriam ser bipartidas.

1.2.2. Espécies de Astyanax presentes na bacia do alto Rio Parana

Atualmente, estdo descritas oito espécies de Astyanax da bacia do alto Parana, alem de
A. altiparanae: A. biotae Castro & Vari 2004, A. bockmanni Vari & Castro 2007, A. fasciatus
(Cuvier 1819), A. janeiroensis Eigenmann 1908, A. paranae Eigenmann 1914, A.
paranahybae Eigenmann 1911, A. schubarti Britski 1964 e A. trierythropterus Godoy 1970,
todas claramente distintas por caracteres morfologicos (EIGENMANN, 1908; GODOQY,
1970; CASTRO e VARI, 2004; VARI e CASTRO, 2007; MARRETA, 2011; OLIVEIRA,
2011). Vale dizer, Astyanax altiparanae é a Unica espécie do grupo bimaculatus reconhecida
atualmente na bacia do alto Rio Parana. Além disso, estas espécies e outras ainda por serem
descritas, muitas delas proximamente relacionadas, pertencem a um clado que divergiu de A.
altiparanae cerca de 14,15 Maa, de acordo com Marreta (2011). Esta autora seguiu a
estimativa de Bermingham et al. (1997), que estabeleceram taxas de substituicdo de 1,3%/Ma
e 1,2%/Ma para os genes da ATPase 6/8 e citocromo b (cytb), respectivamente. Os dados

disponiveis levam a hipdtese de que os dois grupos considerados neste trabalho sejam mais



préximos, tanto por serem aparentemente indistintos morfologicamente quanto porque sua
divergéncia na regido D-loop é proxima a encontrada em fendmenos de especiagédo recentes
(PRIOLI et al., 2012).

Oliveira (2011), por sua vez, realizou um estudo com exemplares de Astyanax em uma
ampla distribuicdo geografica no estado do Parana, e encontrou duas espécies novas na bacia
do alto Rio Parana, ambas claramente distintas de A. altiparanae. Essas informacdes levam a
crer que nenhuma das espécies da bacia do alto Parand descritas atualmente poderia ser
erroneamente identificada como A. altiparanae.

1.2.3. Espécies de Astyanax do grupo bimaculatus pertencentes a outras bacias

Na bacia do Rio Paraguai e baixo Parana, além de A. asuncionensis, ocorrem A.
abramis (Jenyns 1842) e A. paraguayensis (Fowler 1918), espécies do grupo bimaculatus
sensu Garutti e Britski (2000), que afirmam que estas espécies possuem um padrdo listrado de
cromatoforos, visivel nos individuos adultos, e atingem comprimento menor que A.
altiparanae.

Na bacia do Rio S&o Francisco, ocorre A. lacustris, cujos exemplares, assim como A.
asuncionensis, possuem semelhancas com os de A. altiparanae, com alguma sobreposicao de
caracteres morfoldgicos. A presenca desta espécie no alto Parana ndo seria muito
surpreendente, considerando que diversas espécies sdo compartilhadas pelas duas bacias.
Sendo assim, esta espécie também teria alguma probabilidade de corresponder a uma das
linhagens em quest&o no presente trabalho.

Outro fato que pde em davida a delimitacdo taxonémica de A. altiparanae é que, em
trabalho publicado recentemente (PEREIRA et al., 2011), a identificacdo de espécies de
Astyanax contrastou com andlises de sequéncias do gene de citocromo ¢ oxidase (coxl).
Exemplares coletados no Rio Paraiba do Sul e identificados como A. bimaculatus
apresentaram sequéncias do gene coxl mais similares a individuos identificados como A.
altiparanae coletados na mesma amostragem do que com outros individuos inicialmente
considerados pertencentes a mesma espécie. De acordo com Garutti e Britski (2000), a
espécie Astyanax bimaculatus, sensu Linnaeus, se restringe a exemplares com um dente no
maxilar e ndo existe na bacia do Paraiba do Sul. Por outro lado, sabendo que houve erro na
diagnose de alguns desses espécimes, € possivel conjecturar que ambas as espécies
correspondem aos grupos AltoPR e AltoPR-D, o que é facilmente testavel sobrepondo
sequéncias de D-loop e cox1.

Carvalho et al. (2011) também identificaram uma especie como A. bimaculatus, porém

ndo encontraram divergéncia entre sequéncias de coxl de individuos desta espécie e A.



lacustris (que eles consideram como subespécie de A. bimaculatus). Esses fatos reforcam a
duvida acerca da diagnose das espécies mais proximas no grupo bimaculatus.

1.2.4. Espécies cripticas ou proximas e divergéncias nucleotidicas

Durante a Gltima década, deu-se o desenvolvimento do projeto Consortium for the
Barcodes of Life (CBoL), que tem como objetivo possibilitar o uso de sequéncias do gene
mitocondrial cox1 para identificacdo de espécies de animais, exceto Cnidaria. A origem desse
projeto foi a proposta de Hebert et al. (2003), que encontraram uma divergéncia média de
11,3% em sequéncias de cox1, entre pares de espécies de mesmo género nesse Reino, e 9,6%,
em géneros de cordados.

A literatura hoje conta com uma grande quantidade de exemplos para comparagéo de
divergéncias nucleotidicas, especialmente em coxl. Hubert et al. (2008) fornecem um dos
primeiros estudos amplos no que se refere a diferenciacao deste gene em peixes de agua doce,
analisando a ictiofauna do Canada, assim como Carvalho et al. (2011) e Pereira et al. (2011),
respectivamente nas bacias do Rio S8o Francisco e do Rio Paraiba do Sul. Em todos esses
estudos, as distancias geneticas intraespecificas e intragenéricas encontradas variaram
amplamente.

Com base em uma ampla variedade de sequéncias do gene cyth, Johns & Avise
(1998), estimaram que cerca de 98% dos pares de espécies congéneres de peixes tém
distancias acima de 2% entre si, e cerca de 10%, entre 4 e 5%. Assim, a distancia geneética
calculada com base em genes mitocondriais pode auxiliar na triagem de possiveis espécies
cripticas.

Considerando que a distancia genética observada pode ser resultado apenas de
estrutura populacional, Hebert e colaboradores (2004) realizaram uma pesquisa em busca de
um limite para a razdo entre distancia interespecifica e distancia intraespecifica nas espécies
norte-americanas de aves e observam que, para cerca de 90% das espécies, essa razao é maior
ou igual a 10, embora lembrem que especiacdes ou hibridiza¢Bes recentes podem produzir
resultados abaixo desse valor.

Mallet et al. (2005), discutem que, em teoria, em espécies da regido Neotropical, as
distancias genéticas intraespecificas poderiam se aproximar as interespecificas, porque 0s
tamanhos populacionais das espécies neotropicais provavelmente se mantiveram mais
constantes enquanto as espécies setentrionais sofreram extingdes em massa causadas por

periodos de glaciacdo, o que contribuiria para uma maior distancia interespecifica pela



eliminacdo ao acaso de espécies irmds das que sobreviveram, e menor diversidade
intraespecifica causada por gargalos populacionais.

Gomes (2011) encontrou casos, na bacia do alto Parand, em que pares de espécies
consideradas validas, de fato, apresentaram distancias intraespecificas mais proximas as
interespecificas, em cinco géneros. Isso leva a crer que na presente questdo um resultado
semelhante seja bastante provavel.

Este estudo teve por objetivo avaliar o status taxonémico dos grupos AltoPR e
AltoPR-D, atualmente considerados pertencentes a espécie A. altiparanae, com base em
sequéncias mitocondriais, entre si € em relacdo a outras espécies do género Astyanax, de
modo a determinar se eles devem ser tratados como duas espécies diferentes e, em caso
positivo, se ambas correspondem a espécies ja descritas ou trata-se da descoberta de uma

espécie nova.
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CAPITULO 2

Dados moleculares corroboram a existéncia de duas espécies sob a
denominacédo Astyanax altiparanae Garutti & Britski 2000 (Teleostei:
Characidae), na bacia do alto Rio Parana

Artigo elaborado e formatado conforme as
normas para publicacdo cientifica no periddico
Genetics and Molecular Research.
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INTRODUCAO

Astyanax altiparanae Garutti & Britski 2000 é uma das espécies mais abundantes da
bacia do alto Rio Parand. Pertence a um complexo de espécies denominado grupo
bimaculatus, por apresentar caracteristicas morfolégicas altamente semelhantes e mesma
coloracdo que A. bimaculatus (Garutti e Britski, 2000). A esse complexo de espécies pertence
também A. asuncionensis, que ocorre na bacia do rio Paraguai e baixo Parand, dificilmente
distinguivel de A. altiparanae.

Prioli et al. (2002) encontraram evidéncia, baseados em sequéncias de D-loop de
espécimes identificados como A. altiparanae, de que eles podem pertencer a espécies
distintas, posto que ha uma variacdo relativamente grande entre os dois grupos de hapldtipos
encontrados, denominados por eles AltoPR e AltoPR-D. Esse fato levou a hipotese de que um
desses haplogrupos pertencesse a A. asuncionensis que tivessem invadido o alto Parana,
porém além de esta hipétese ndo ter sido confirmada, foi encontrada uma divergéncia
semelhante entre dois haplotipos de A. asuncionensis (Soria, 2004).

Essa evidéncia poderia ser explicada por uma entre trés situagcdes: na primeira, esta
diferenciacdo profunda seria apenas produto da diversidade intraespecifica; na segunda, um
dos haplogrupos de A. altiparanae seria derivado de outra espécie proxima por introgressao; e
na terceira, ambos os haplogrupos seriam pertencentes a espécies diferentes. Neste Gltimo
caso, caberia determinar se uma das espécies ja foi descrita ou se trata de uma nova espécie.

Embora o uso da regido D-loop ndo seja amplamente disseminado, ha diversos estudos
baseados em DNA mitocondrial que discutem a diferenciacdo entre espécies congéneres. O
gene cox1 (Hebert et al., 2003) € a regido mitocondrial mais usada para diagnose de espécies
préximas, com o advento do Consortium for the Barcodes of Life. Trabalhos baseados em
cox1 documentam graus de diferenciacdo em diversos grupos animais, incluindo a ictiofauna
de algumas bacias brasileiras (Hubert et al. 2008; Carvalho et al., 2011; Pereira et al., 2011).
Hebert et al. (2004), considerando que distancias genéticas extremamente pequenas podem ser
observadas em especiagdes recentes, propdem uma razdo minima empirica entre as distancias
genéticas médias intraespecificas e a distancia interespecifica como ferramenta para revelar
especies cripticas.

Este estudo usou sequéncias mitocondriais do gene cox1 de individuos coletados na
bacia do alto Rio Parana, identificados como A. altiparanae e genotipados pela regido D-loop
como AltoPR e AltoPR-D, comparadas a sequéncias de outras espécies do grupo bimaculatus

encontradas no GenBank, para testar as hipdteses acima.
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MATERIAL E METODOS

Amostras de DNA

Os exemplares de A. altiparanae foram coletados nas seguintes localidades da bacia
do alto Rio Parana (Figura 1): 1) Porto Rico (alto Rio Parand), 2) Rio do Campo (municipio
de Campo Mouréo - PR, a montante e a jusante da cidade) e 3) Cdrrego Soares (municipio de
S. Miguel Arcanjo — SP), afluente do Rio Itapetininga. Os espécimes foram preservados
injetando-se alcool comercial em suas cavidades abdominais, no qual também foram
submersos, e foram depositados na Colegdo Ictioldgica do Nupélia (alguns ainda ndo estdo
cadastrados, ver Tabela 1). Para extracdo de DNA, foi seguida a técnica com fenol e

cloroformio usada por Prioli et al. (2012).

e

Figura 1. Pontos de coleta dos exemplares de A. altiparanae. 1) Base avancada do Nupélia, alto Rio Parana,
Municipio de Porto Rico, PR (22°40°S/53°14°0), 2) Rio do Campo, Municipio de Campo Mourao, PR (23°59'S
e 52°20'0) e 3) Corrego Soares, tributario do Rio Itapetininga, Municipio de Sdo Miguel Arcanjo, SP
(23°467S/47°43°0). Fonte: elaborado pelo autor, 2013.

PCR e sequenciamento

A reacdo para amplificagdo da regido D-loop e do gene coxl usou as seguintes
concentracgdes finais, para 25uL de reagdo: tampéo de PCR 1X, MgCl; 1,5 mM, cada dNTP a
400 uM, 160 nM de cada primer, 1,25 1U de Platinum Taq polymerase (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) e 20 ng de DNA gendmico. Para a regido D-loop, foram usados os primers
L15774M (5 CAACATGAATTGGAGGTATACCAGT 3°) e H16498 (5
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CCTGAAGTAGGAACCAGATG 3"), de acordo com Prioli et al (2002); o programa usado
foi: 3min45s 94°C/41x(15s 94°C/30s 60°C/2min 72°C)/8min 72°C, de acordo com Pie et al.
(2009), e obteve-se um produto de aproximadamente 700 pb, observado em gel de agarose
marcado com brometo de etideo. O gene cox1 foi amplificado com os primers H7152 (5
CACCTCAGGGTGTCCGAARAAYCARAA3J) e L6448-F1 (5
TCAACCAACCACAAAGACATTCGGCAC 37), e 2min 94°C/35x(30s 94°C/40s
52°C/1min30s 72°C)/10min 72°C; o comprimento dos fragmentos obtidos foi cerca de 700 pb.
Para purificacdo de cada produto de PCR, foram usados 25 uL de polietilenoglicol (PEG)
8000 20% (m/v), para obter uma concentragdo final de 10% para precipitacdo do DNA e
lavagem com etanol gelado a uma concentracdo final de ~57%.

Tabela 1 - Espécimes de Astyanax altiparanae usados para analise do gene cox1 e regido D-loop. O nimero do
PELD corresponderd ao nimero dos exemplares na Cole¢do Ictiolégica (NC: ainda nao

cadastrados).

Exemplar N°. PELD Exemplar N°. PELD

Porto Rico Asty-PR-11 156077
Asty-PR-01 147274 Asty-PR-12 156081
Asty-PR-02 147896 Rio do Campo
Asty-PR-03 147897 Asty-PR13 NC
Asty-PR-04 147916 Asty-PR-14 NC
Asty-PR-05 146920 Asty-PR-15 NC
Asty-PR-06 148696 Corrego soares
Asty-PR-07 148853 Asty-PR-16 NC
Asty-PR-08 154792 Asty-PR-17 NC
Asty-PR-09 155990 Asty-PR-18 NC
Asty-PR-10 156076 Asty-PR-19 NC

Fonte: elaborado pelo autor, 2013

Ambas as fitas de DNA foram utilizadas para obtencdo de sequéncias da maioria das
amostras. A reacdo de sequenciamento consistiu em 35 ciclos de 30s 94 °C/ 40s para
anelamento/ 1min30s 60°C com a Ultima etapa de extensdo prolongada em 5min. A
temperatura de anelamento foi de 57°C para D-loop e 52°C para cox1. Os produtos foram

purificados com acetato de amoénio a uma concentracdo final de 750 mM e etanol a uma



14

concentracdo final de 70%, centrifugando a 12,000 RPM por 20min, com uma lavagem
adicional com etanol 70%.

As sequéncias de DNA foram obtidas usando o equipamento MegaBACE (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ, EUA), e alinhadas pelo algoritmo CLUSTAL W (Thompson et
al., 1994), editadas e analisadas usando o programa MEGA 5.05 (Tamura et al., 2011).
Apenas sequéncias com mais de 400 pb foram utilizadas para D-loop e 500 pb para coxl. As
sequéncias que apresentaram pontos duvidosos foram descartadas, e as analises foram feitas
com base nas sequéncias de D-loop e cox1 independentemente.

Célculo das distancias genéticas e reconstrucéao filogenética

As sequéncias de cox1 editadas foram posteriormente submetidas ao BLAST, usando
o algoritmo megablast, para comparacdo com exemplares coletados em outras localidades, e
foram aproveitadas as sequéncias que apresentaram identidade acima de 94%. Sequéncias de
D-loop usadas por Prioli et al. (2012) foram também inclusas. Foi estimado o melhor modelo
evolutivo para calcular distancias com base em cada regido mitocondrial, pelo Bayesian
Information Criterion (BIC) e Akaike Information Criterion, corrected (AlCc). Para cada
regido sequenciada, foram obtidas hipdteses filogenéticas por maxima verossimilhanca (MV)
e maxima parcimonia (MP) para a regido D-loop, também usando o programa MEGA 5.05.
Os cladogramas obtidos por MV foram testados com 1000 reamostragens de bootstrap, e 0
que foi obtido por MP, com 5000 reamostragens. A filogenia com base em cox1 incluiu como
grupos externos espécies de Astyanax sabidamente distantes, cujas sequéncias foram obtidas
no GenBank. Foi feita também uma analise filogenética de cox1 sem grupos externos, com

10000 reamostragens de bootstrap.



15

RESULTADOS

Foram obtidas 18 sequéncias da regido D-loop com minimo de 448 bases, e foram
encontrados 66 nucleotideos varidveis entre os individuos coletados para este estudo (Tabela
2, p. 19). Estas sequéncias apresentaram 0s dois haplogrupos ja relatados por Prioli et al.
(2002), com um evento de inser¢do ou delecdo de 35 pb. Embora Prioli et al. (2002) tenham
relatado uma indel de 32 pb, a diferenca parece ser causada por uma varia¢do no alinhamento
das sequéncias. Um fato a ser notado foi a presenca de um exemplar (Asty-PR-04) cujas
sequéncias contétm o fragmento de 35 pb, embora tenha se originado, sem davida, da
linhagem em que esse fragmento esta ausente. De cox1, Obtiveram-se 8 sequéncias desses
mesmos individuos e uma extra que foi identificada como pertencente ao grupo AltoPR-D em
comparagdo com outras sequéncias deste gene. Para as analises, foram usadas 523 bases, em
gue foram encontrados 18 sitios variaveis considerando apenas A. altiaparanae e 44
considerando individuos identificados como A. abramis, A. bimaculatus e A. lacustris (Tabela
3,p. 21).

A busca no BLAST por sequéncias homologas de coxl retornou os individuos
coletados nas bacias do Rio Sdo Francisco por Carvalho et al. (2011), identificados como A.
bimaculatus e A. lacustris e do Rio Paraiba do Sul por Pereira et al. (2011), identificados
como A. bimaculatus e A. altiparanae, e exemplares da bacia do alto Rio Parana identificados
como A. abramis, como os de maior similaridade. Ndo ha sequéncias depositadas de outras
espécies do grupo bimaculatus, e as demais espécies descritas no género e encontradas em
outras bacias sdo inequivocamente diagnosticaveis.

O modelo escolhido usando o AICc e o BIC para a regido D-loop foi Tamura 3
Parametros (T92), com distribuicdo I" (parametro 0,60). As distancias médias entre individuos
de cada linhagem foram 1,2% para AltoPR e 1,8% para AltoPR-D, e 7,5% entre ambas. As
reconstrugdes filogenéticas foram compativeis com a separagdo baseada na delecdo/insercéo,
exceto para Asty-PR-04, como dito anteriormente (Figuras 2 e 3). No entanto, a observacao
da distancia genética entre este e os individuos de cada grupo deixa claro que deve ter havido
uma insercdo recente na linhagem ancestral deste individuo. Pode ser observado que esta
insercdo é parte de uma série de trés repeti¢bes adjacentes, e apenas uma delas apresenta uma
substituicdo (ver Figura 4). Essas repeticbes ocorrem em todos os individuos, sendo
tipicamente duas no grupo AltoPR-D e trés em AltoPR, mas nos pertencentes ao grupo
AltoPR as sequéncias repetidas em geral sofreram mais substituicdes (ndo mostrado). Outro

fato a ser observado € que o espécime Asty-PR-19, na arvore de MP, ficou a parte dos demais,
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enguanto a andalise de MV o deixou no clado AltoPR-D, porém com valor de bootstrap menor
que 70%.
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Tabela 2 — Posic¢des polimdrficas nas sequéncias de D-loop obtidas neste estudo.
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Tabela 2 (continuacdo)
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Tabela 3 — Posicoes polimorficas no gene Cox1 dos individuos inclusos neste estudo. Os espécimes cujas sequéncias foram obtidas do GenBank sao identificados pelos seus nimeros
nas respectivas cole¢des. Abreviagdes: APR e APR-D, grupos AltoPR e AltoPR-D, respectivamente; Aab, A. abramis, , A. bimaculatus; , A. lacustris.
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Tabela 3 (continuacéo)

G
G
G

TTTA.
TTTA.
TTTA.

A .

DCC38285

DCC38284

DCC01052
HRCB:28297

G

A .

SF

A .

ATCC.

T ACC.

A

G

G

G .

A C .
A C .

ATCC.
ATCC.

G
G

G C .
G C .

G . T ACC.
G . T ACC.

HRCB:28296
HRCB:26167

Aab

A

A TCC.

G

G . TACC. G

HRCB:26166
Fonte: elaborado pelo autor, 2013.




21

89

Asty-PR-06
AY395513 AltPR-23
AY395509 AltPR-24
Asty-PR-11
Asty-PR-07
Asty-PR-17
Asty-PR-18
Asty-PR-03
—88 Asty-PR-04
Asty-PR-12

§|: Asty-PR-05
- Asty-PR-09

— AY395511 AltPR-26
98 L— Asty-PR-02

© Asty-PR-19
Asty-PR-01
Asty-PR-10
AY395501 AltPR-52
Asty-PR-08
AY395505 AltPR-51
82 AY395497 AltPR-4
Asty-PR-15
Asty-PR-15 (L)
Asty-PR-13(L)

Asty-PR-14
72

80

100

Figura 2. Filogenia estimada por maxima verossimilhanca a partir da regido D-loop de A. altiparanae, em que
sdo encontradas as linhagens AltoPR e AltoPR-D, que aparecem como monofiléticas. Foi usado o modelo T92,
com distribui¢do " (pardmetro 0,60), e 1000 reamostragens de bootstrap, incluindo individuos depositados no
GenBank por Prioli et al. (2012). Em casos em que foram usadas ambas as fitas mitocondriais, elas foram
colapsadas. Valores de bootstrap abaixo de 70% foram omitidos. Fonte: elaborado pelo autor, 2013.
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64 AltoPR-D
AltoPR
100
Asty-PR-19 ] Alto-PR-D

Figura 3. Filogenia estimada por maxima parcimdnia a partir da regido D-loop de A. altiparanae, em que sdo
encontradas as linhagens AltoPR e AltoPR-D, que aparecem como monofiléticas. Foram feitas 1000
reamostragens de bootstrap, incluindo individuos depositados no GenBank por Prioli et al. (2012). As linhagens
concordam com a filogenia da Figura 2 e estdo colapsadas para melhor visualizagdo. Deve-se notar, no entanto, a
excecdo Asty-PR-19. Fonte: elaborado pelo autor, 2013.
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Figura 4. Trecho da sequéncia de D-loop de Asty-PR-04 (bases 126 a 230), mostrando que a insercdo/dele¢éo
gue ocorre nessa regido é uma repeticdo em tandem. A Unica base que difere aparece destacada. Fonte: elaborado
pelo autor, 2013.

Para cox1, o0 modelo evolutivo dependeu da inclusdo do grupo externo, formado por A.
eigenmanniorum, A. fasciatus, A. intermedius e A. parahybae, e 0s mesmos modelos foram
usados para calculo de distancias genéticas e reconstrucdo filogenética por MV. Sem o grupo
externo, foi escolhido o modelo Kimura 2 Parametros (K2P) com distribuicdo gama de
parametro 0,09. Em relacéo as distancias entre os individuos, agrupados por localidade, todas
as populacdes mostraram-se coesas, exceto os individuos da bacia do Rio Paraiba do Sul, que
foram entdo divididos em dois grupos, de acordo com a proximidade entre os individuos. Os
grupos das bacias dos Rios Paraiba do Sul e Séo Francisco foram designados como PS
(dividido em PS1 e PS2), e SF, respectivamente. As distancias internas médias dos grupos
AltoPR e AltoPR-D foram, respectivamente, 0,2% e 0,3%, e entre eles, 3,7%. Na Tabela 4
estdo as distancias genéticas incluindo os grupos formados por sequéncias do GenBank,
mostrando a correspondéncia entre AltoPR e o grupo aqui denominado PSI1.

Surpreendentemente, os grupos AltoPR-D e PS2 mostraram uma distancia relativamente alta.
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Tabela 4 — Distancias genéticas dentro e entre grupos, calculadas usando o gene cox1 e 0 modelo evolutivo K2P,
com distribuicdo I" (pardmetro 0,09).

AltoPR | AltoPR-D PS1* PS2* SF* Aab*
AltoPR 0,002
AltoPR-D 0,037 0,003
PS1* 0,001 0,040 0,001
PS2* 0,050 0,026 0,053 0,000
SF* 0,054 0,037 0,058 0,033 0,003
Aab* 0,076 0,053 0,079 0,057 0,085 0,000

*PS1 e PS2 referem-se a exemplares da bacia do Rio Paraiba do Sul depositados no GenBank por Pereira et al.
(2011), e SF refere-se a individuos da bacia do Rio So Francisco depositados por Carvalho et al. (2011). A.
abramis esté abreviado. Fonte: elaborado pelo autor, 2013.

Quando incluso o grupo externo, o modelo escolhido foi T92, com distribuicdo I" e
parametro 0,16. No entanto, as distancias calculadas ndo apresentaram grandes diferencas. As
distancias internas de AltoPR e AltoPR-D foram, respectivamente, 0,1% e 0,3%, enquanto
entre ambos foi 3,5%. A distancia entre AltoPR-D e PS2 foi 2,3%, muito similar aquela
calculada com o modelo K2P.

Os resultados das analises filogenéticas realizadas com base em cox1 sdo mostrados
nas Figuras 5 e 6. A incluséo do grupo externo e o0 modelo escolhido tiveram influéncia sobre
as hipoteses obtidas, porém todos os grupos formaram clados monofiléticos fortemente

suportados.
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Figura 5. Filogenia inferida por maxima verossimilhanga a partir do gene cox1 de A. altiparanae, em que sdo
encontradas as linhagens AltoPR e AltoPR-D, e sequéncias obtidas do GenBank identificadas como A. abramis,
A. bimaculatus e A. lacustris. Foi usado o modelo K2P, com distribuicdo I' (pardmetro 0,09), com 10000
reamostragens de bootstrap. Os grupos, previamente estabelecidos com base nos locais de coleta, que se
mostraram monofiléticos foram colapsados para melhor visualizacdo. Valores de bootstrap abaixo de 70% foram
omitidos. Legenda: Aab refere-se a individuos identificados com A. abramis, cujas sequéncias estdo depositadas
no GenBank, PS1 e PS2 referem-se aos individuos coletados na bacia do Rio Paraiba do Sul por Carvalho et al.
(2011) e SF refere-se aos individuos coletados por Pereira et al. (2011). Fonte: elaborado pelo autor, 2013.
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Figura 6. Filogenia inferida por maxima verossimilhanca a partir do gene cox1 de A. altiparanae, em que sdo
encontradas as linhagens AltoPR e AltoPR-D, e sequéncias obtidas do GenBank identificadas como A. abramis,
A. bimaculatus e A. lacustris. Foi usado o modelo T92, com distribuicdo T" (pardmetro 0,17), com 1000
reamostragens de bootstrap. Os grupos, previamente estabelecidos com base nos locais de coleta, que se
mostraram monofiléticos foram colapsados para melhor visualizacdo. Individuos identificados como
pertencentes a outras espécies estdo acompanhados por seus nimeros do GenBank. Valores de bootstrap abaixo
de 70% foram omitidos. Legenda: Aab refere-se a individuos identificados com A. abramis, cujas sequéncias
estdo depositadas no GenBank, PS1 e PS2 referem-se aos individuos coletados na bacia do Rio Paraiba do Sul
por Carvalho et al. (2011) e SF refere-se aos individuos coletados por Pereira et al. (2011). Fonte: elaborado pelo
autor, 2013.
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DISCUSSAO

A sequéncia da regido D-loop do individuo Asty-PR-04, coletado na planicie de
inundacdo do alto Rio Parana, com 35 pb a mais que as demais do grupo AltoPR-D, mostra
gue este fendmeno indel ndo é determinante da divisdo entre os grupos. O fato de que o
fragmento que falta na maioria dos individuos deste grupo tem apenas uma ligeira variacdo
em relacdo ao trecho adjacente e que em Asty-PR-04 ocorre uma repeticdo em tandem que
ainda ndo sofreu substituicdes de bases, leva a crer que algum mecanismo produz a
duplicacdo dessa sequéncia esporadicamente.

As sequéncias do gene cox1 obtidas dentro e entre as linhagens AltoPR e AltoPR-D
confirmam que a distancia entre ambas é mais de 10 vezes maior que a distancia média entre
os individuos de cada uma, e esta razao esta proxima ao que Hebert et al. (2004) encontraram
em aves; portanto ha reforgada evidéncia em favor da hipotese de que ambas sdo espécies
distintas. Em relacdo a regido D-loop, essa regra ndo parece ser aplicavel, ja que a razdo das
distancias entre linhagens e as médias internas se mostrou bastante abaixo de 10. A explicacédo
pode ser a taxa mais rapida de mutagdo nesta regido, considerando que uma grande propor¢do
desta regido ndo codificante € neutra; ainda assim, a diferenciagdo entre grupos assemelha-se
a encontrada por Bignotto et al. (2009, apud Prioli et al., 2012) e Oliveira et al. (2006, apud
Prioli et al, 2006).

Entre a linhagem AltoPR e um dos grupos de individuos da bacia do Rio Paraiba do
Sul retornados pelo BLAST, aqui denominado PS1, a distancia do gene cox1 foi quase nula
(ver Tabela 4), o que aponta seguramente que estes espécimes pertencem a mesma espécie.
Em contraste, e curiosamente, a distancia encontrada entre os demais individuos da bacia do
Paraiba do Sul, aqui denominados grupo PS2, e o grupo AltoPR-D mostrou-se relativamente
alta. Considerada apenas esta distancia, surgiria a hipétese de haver ainda uma terceira
espécie sob o nome Astyanax altiparanae, tendo em vista os trabalhos de Johns e Avise
(1998) e Gomes (2011). Porém, quando considerado que esta distancia é poucas vezes maior
gue a distancia média no grupo AltoPR-D, e de acordo com Hebert et al. (2004), ainda néo se
pode chegar a uma conclusdo em relagéo a isso.

Os resultados apontam que a identificacdo dos individuos considerados como A.
bimaculatus pode precisar ser reconsiderada. De acordo com Garutti (1995 e 1998, apud
Garutti e Britski 2000), A. bimaculatus ndo ocorre na bacia do Rio S&o Francisco, portanto
pode-se propor considerar apenas a ocorréncia de A. lacustris nesta bacia.

As espécies inclusas neste estudo se mostraram bastante proximas, e as hipdteses

filogenéticas obtidas ndo sdo fortemente suportadas no que diz respeito a resolucdo das
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espeécies no género. 1sso sugere que a dispersao da espécie ancestral e o isolamento das bacias
devem ter ocorrido em um intervalo curto e relativamente recente. Este fato se assemelha ao
quadro retratado por Mallet (2005), no sentido de que ha um hiato pequeno entre diversidade
intraespecifica e distancia interespecifica, em comparacdo com o que Carvalho et al. (2011) e
Pereira et al. (2011) encontraram nas bacias dos Rios Paraiba do Sul e S&o Francisco,
respectivamente. Porém, o presente estudo abarca apenas um pequeno clado do género
Astyanax, e pode ndo representar o todo.

Embora as relagcfes filogenéticas entre os individuos de grupos diferentes ndo estejam
claras, os resultados apontam que estes grupos sdo monofiléticos, e que os individuos de A.
lacustris e A. abramis ndo correspondem nem a AltoPR nem a AltoPR-D, e portanto refor¢cam
a ideia de que ha uma espécie nova a ser descrita, dividindo o taxon definido atualmente como
A. altiparanae. O grupo bimaculatus inclui outras espécies, e ainda que estas sejam mais
nitidamente distintas pela taxonomia classica, como é o caso de A. paraguayensis (Fowler
1918), convém inclui-las em estudos posteriores. Por outro lado, as espécies geograficamente
mais proximas, que também ocorrem na bacia do alto Parana, sdo filogeneticamente distantes,
como mostra Marreta (2011).

O DNA mitocondrial, pelo seu mecanismo de heranca, poderia apresentar relacfes
filogenéticas contraditorias como consequéncia de fendmenos como introgressao. Por essa
razdo, um estudo que envolva sequéncias nucleares sera interessante. Da mesma forma, dados
citogenéticos como os de Fernandes e Martins-Santos (2004) podem servir de complemento a
presente investigacdo; estes autores encontraram diferencas em escala cromossomica entre
individuos coletados na bacia do Rio lvai e na regido de Porto Rico. E curioso que essas
diferencas tenham sido encontradas apenas em halopatria, e isso instiga estudos que
confrontem esses dados com os dados moleculares aqui presentes. Também, tendo em vista
que as espécies sdo unidades ecoldgicas, e que este aspecto é de fundamental interesse para
ecélogos, um estudo detalhado sobre distribuicdo e comportamento de ambas as linhagens
deveria ser realizado.

Outro fato observado neste estudo foi a auséncia de individuos do grupo AltoPR na
amostragem do Coérrego Soares (SP), e de AltoPR-D na amostragem do Rio do Campo,
afluente do Rio Parand. A quantidade de espécimes genotipados, em ambos 0s casos, ndo
permite supor que a amostra de ambas as populagdes seja representativa. No entanto, esta € a
primeira indicacdo a sugerir a possibilidade de uma separacao espacial dos grupos.

Por Gltimo, € necessario levar em conta que casos de espécies morfologicamente

indistintas passaram a ser considerados apenas recentemente, e a distingdo molecular ndo deve
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ser considerada, equivalente a uma descricdo da espécie. Sendo assim, estudos morfoldgicos
mais intensivos serdo necessarios para que uma das linhagens de A. altiparanae seja

considerada uma espécie valida, ainda que a taxonomia molecular possa confirméa-lo.
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the text. This section should be arranged in alphabetical order under the first author’s last
name. References should be cited as follows: journal papers - names and initials of the first
four authors (after that using et al.), year, journal title abbreviated according to PubMed or
Web of Science, volume number, first and last page numbers; books - names of authors, year,
full title, edition, publishers, address (city); articles published in symposia - names of authors,
year, full title of book, name(s) of editor(s) in parentheses, publisher, address (city), first and
last page numbers.

The references should consist mainly of articles from indexed journals. References for
techniques that are essential for understanding or repeating the methods should always be in
easily accessible (indexed) journals.
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General information of GMR style

The Journal has a general format. You should always follow the general rules for the
Journal concerning punctuation, use of capitals, italics, spaces, etc.

1. Title: only the first letter of the title is capitalized. If a proper noun is used in the
title the first letter is also capitalized.

2. Authors: comma between each author except for the last two where “and” is used.
Initials, no space.

3. Institutions: if more than one, superscript numbers correspond with authors.
Observe

order: Laboratory, Department, Faculty, University, city, state, country (no final
periods)

4. Key words: each key word uses the first letter capitalized and is separated by
semicolons.

5. INTRODUCTION, MATERIAL and METHODS, RESULTS, DISCUSSION, and
ACKNOWLEDGMENTS are considered to be Title 1 (all letters are capitalized).

6. Title 2, which is a subtitle under Title 1, uses only the first letter capitalized. Title 3,
which is a subtitle under Title 2, is in the same format but italicized. All on a separate line.7.
References are cited by name, followed by year of publication (by chronological order) in the
text. Ex.: (Kim et al., 2006; Chen et al., 2009). See a recent publication for details.

8. Tables and Figures are cited in capital letters, write out in full, not abbreviated, and
following the order of citation in text (For ex.: Figure 1, Figure 2, Figure 3, and so on).

9. Abbreviations: check the abbreviations used. They should be consistent throughout
the manuscript (Since Introduction) and must be explained (if it is the case for those not
known in general) only at first use (independent of the section). If the Abbreviation is not
needed further in the article, it can be omitted. Definitions do not have capital letters. EX:
espressed sequence tags (ESTs); polymerase chain reaction (PCR) not PCR reaction.

10. Italics are used for scientific names (bacteria, Latin names, etc.). They should be
cited in full, not abbreviated, at first use (from Introduction on); other citations are
abbreviated. Ex.: Bos taurus (1st citation), B. taurus in others. Anatomic terms use normal
type: area postrema, pars medialis, lamina propria, locus coeruleus, etc.

11. English from England is only used if the article is from British authors.

12. Two measures = use bar: mL/kg; three measures = use -1 (superscript) and a
period (alt + 0183) mg-kg-1-h-1.

13. Italics are used for certain abbreviations: im, ip, sc, g (centrifugation), in vivo, in
vitro, in situ, per se, vs (but versus, in normal type).

14. Note the following examples of spacing and use of capitals: P > 0.05, P <0.05, P =
0.05,N=10,6.09, 1.2 um, 12.2%, 37°C, means + SEM, means + SD, >76, etc.

15. Abbreviations used: s, second; min, minute; h, hour; am; pm; m, meter; cm,
centime-2ter; km, kilometer; L, liter, kDa, kilodaltons; cM, centimorgans; mya (million years
ago, not M.Y.A); pH; kHz; kg; kcal; 1U; W; ms; sp and spp (both in normal type, no period);
viw; viv; mAb; BALB/c; etc. But, day(s), week(s), years(s) always in full, not abbreviated.

16. HDL-C, HDL-C, VLDL-C (for high-density lipoprotein cholesterol, etc.), Tris-
HCI, not tris-HCI.17. M (not mol/L); pM (not pmol/L); mM (not mmol/L), etc.

18. Km or K M (Michaelis constant), HO and HE (observed and expected
heterozygosity), NA (allelic number), FST; FIS; FIT; Nm; OR; 95%CI; OD; ID; etc.

19. Other examples: Data were analyzed by the Student t-test (the t is always italicized
and joined with a hyphen to the word test), by the Mann-Whitney U-test or by the chi-square
test and are reported as means = SD for N = 10 animals per group (for at least three
independent experiments). ANOVA, MANOVA, d.f. (degrees of freedom).
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20. 1st, 2nd, 3rd (normal type, without superscript). 21. 1X PCR buffer; 200X
magnification; 10 mL 1% polygalacturonic acid (not 10 mL of.....); 0.2 M sodium acetate
buffer, pH 4.5, 10 mL crude enzyme, [100 mM Tris-HCI (not Tris-HCI 100 mM)], [2% PVP
(w/v) (not PVP 2% (w/v))]; 20 mL 0.4% Trypan blue soluction; 2 to 3 mL 1% lidocaine, etc.

22.6x103; 2.5 x 10-2; 1 x 5 cm; Al3+ (not Al+3); 6.58 vs 6.18 mm (not 6.58 mm vs
6.18 mm); 50 to 80% (not 50% to 80%), etc.

23. cmH20; mmHg; cf.; ca.; i.e.; e.g.; No.; Ref.

24. Manufacturers: the country of origin should be cited only the first time the
manufacturer is mentioned. Obs.: Following the manufacturer protocol/following manufacter
protocols (both without apostrophe plus “s”).

25. Numerals: 1000 (no comma; not necessary), 10,000, 10,000,000 (with comma).

26. On (not in) agarose gel, in (not on) liquid medium, on solid medium, on agar
plates, etc.
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Examples of bibliographic style

JOURNAL (Standard article). Ex.:Chao EC and Lipkin SM (2006). Molecular models
for the tissue specificity of DNA mismatch repair-deficient carcinogenesis. Nucleic Acids
Res. 34: 840-852.

Ranke MB, Lindberg A, Ferrandez Longas A, Darendeliler F, et al. (2007). Major
determinants of height development in Turner syndrome (TS) patients treated with GH:
analysis of 987 patients from KIGS. Pediatr. Res. 61: 105-110.

BOOK, WHOLE: authors, year, book title, edition or volume number, publisher, city.
Ex.:

Bartholomei-Santos ML and Sokal RR (1973). Numerical taxonomy. W.H. Freeman
and Company, San Franscico.

Cicotti and Tildesley DJ (1987). Computer simulation of liquids. 1st edn. Oxford
University Press, New York.

BOOK CHAPTER: authors, year, book title, chapter title, editors, edition, publisher,
city, pages of citation. Ex.:

Drosopoulou E (1981). The Drosophilidae: A Taxonomic Overview. In: The Genetics
and Biology of Drosophila (Ashburner M, Carson HL and Thompson JN Jr, eds.). Academic
Press, New York, 1-97.

REPORT. Ex.:

CIAT (International Center for Tropical Agriculture)(1980). Annual Report. CIAT,
Cali.

FAO (Food and Agricultural Organization) (2004). Production Yearbook. FAO,
Rome.

THESIS. Ex.:

Hellmann K and Goémori G (1997). Estudo citoquimico em glandulas salivares de
triatomineos do género Rhodnius. Master’s thesis, UNESP, Sao José¢ do Rio Preto.Pepin L
(2003). Aplicagdo de marcadores microssatélites de Sus scrofa doméstica na caracterizacdo
genética de populacGes de Sus scrofa sp (porco-monteiro) e Tayassu pecari (queixada).
Doctoral thesis, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP, Ribeirdo Preto.

CONFERENCE, SYMPOSIUM PROCEEDINGS: cite papers only from published
proceedings. EX.:

Lehninger AL, Silva MB, Lombardi F, Zamaro PJA, et al. (2002). Anélise do
comportamento eletroforético das fracbes de hemoglobinas de Rhinoclemys punctularia
(Chelonia) em diferentes pH. In: Anais do 48° Congresso Nacional de Genética, Ribeirdo
Preto.2

Olsen GJ, Ludwig T, Meier H and Wolf MJ (2002). AXML.: a fast program for
sequential and parallel phylogenetic tree calculations based on the maximum likelihood
method. Proceedings of 1st IEEE Computer Society Bioinformatics Conference (CSB2002),
Palo Alto, 21-28.

Pacheco EB and Miyazawa CS (2002). Estudos citogenéticos em Cheirodontinae
(Characiformes, Characidae) do pantanal do Mato Grosso. In: IX Simpoésio de Citogenética e
Genética de Peixes, Maringa, 38.

Schaeffer LR, Swalve HH and Dekkers JCM (1994). Random regressions in animal
models for test-day production in dairy cattle. Proceedings of the 5th World Congress of
Genetic and Applied Livestock Production, Guelph, 433-446.

ELECTRONIC CITATIONS (Online Journals): ensure that URLs are active and
available. Ex.:Rozen S and Skaletsky HJ (2000). Primer3: Bioinformatics Methods and
Protocols. In: Methods in Molecular Biology (Krawetz S and Misener S, eds.). Humana Press,
New Jersey, 365-386. Available at [http://frodo.wi.mit.edu/cqgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi].
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INTERNET COMMUNICATION: Ensure that URLS are active and available. Ex.:

HTML. HyperText Markup Language. Available at
[http://mww.w3.0rg/TR/html401/]. Accessed August 23, 2007.

NCICB.  National  Cancer Institute  Web  Services.  Available  at
[http://ncicb.nci.nih.gov/infrastructure/cacore_overview]. Accessed August 23, 2007.

Wolf MJ (2005). Global review of commercialized transgenic crops: 2005. The
International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA). Available at
[http://www.isaaa.org/kc/bin/briefs34/pk/index.htm]. Accessed August 21, 2006.



