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Filogeografia de um complexo de espécies de Phalloceros harpagos Lucinda,
2008 (Cyprinodontiformes: Poeciliidae)

RESUMO

Espécies sdo unidades basicas para compreensdo de padrbes biogeograficos. Portanto, sua
delimitacdo correta é essencial. Um modelo biol6gico amplamente utilizado para tais estudos
sdo os pecilideos, devido a sua congruéncia entre processos de distribuicéo e diversificacdo. A
distribuicdo das espécies de Phalloceros é geralmente alopatrica e restrita. Por outro lado,
Phalloceros harpagos apresenta uma distribuicdo ampla e variages morfologicas entre
populacbes de bacias hidrogréficas distintas. Tais caracteristicas tornam plausivel a hipotese
de um complexo de espécies. Foram realizadas coletas de P. harpagos em suas bacias de
ocorréncia, que inclui bacias costeiras desde o Espirito Santo até Santa Catarina e a bacia do
alto rio Parana. Posteriormente, extraiu-se 0 DNA para a amplificacdo e o sequenciamento
parcial do gene mitocondrial COIl. A delimitacdo de espécie foi baseada nos testes de
coalescéncia, ABGD, PTP e GMYC. O reldgio molecular foi calculado para inferéncias
filogeogréaficas. Os resultados indicam que P. harpagos corresponde a um complexo de
espécies, representado por cinco filogrupos. A diversificacdo desses grupos provavelmente se
iniciou no Mioceno, resultante da separacao entre as bacias do rio Parana e Paraiba do Sul. A
maioria dos filogrupos apresentou distribui¢do restrita, como das bacias costeiras de Santa
Catarina, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Sdo Paulo. Poréem, um filogrupo apresentou uma
distribuicdo ampla, ocorrendo principalmente nas bacias do rio Parana, Ribeira de Iguape e
Iguacu. Essa distribuicdo pode ser decorrente de possiveis eventos de captura de cabeceira,
resultantes das reativacdes de falhas e erosfes no quaternario. Hipoteses sobre eventos de
vicariancia e processos de diversificacdo em nivel de espécie sdo sugeridas. Informac6es mais
amplas do género com datacdo molecular poderao contribuir de forma significativa, sugerindo
eventos de especiacdo por vicariancia e outras inferéncias gerais para biogeografia da
América do Sul.

Palavras-chave: PTP. GMYC. Datacdo molecular. Biogeografia. Vicariancia.
Cnesterodontini.



Phylogeographic of a specie complex within Phalloceros harpagos Lucinda,
2008 (Cyprinodontiformes: Poeciliidae)

ABSTRACT

Species are basic units for the understanding of biogeographic patterns that is why, its correct
delimitation is essential. The group of fishes Poecilian is widely used as biological model, due
to its congruence between distribution and diversification processes. In this case, the
distribution of the species Phalloceros Eigenmann, 1907 is generally allopatric and restricted.
On the other hand, Phalloceros harpagos presents a wide distribution and morphological
variations between populations of different watersheds. Such characteristics make the
hypothesis of a complex of cryptic species plausible. Samples of P. harpagos were collected
in their catch basins, which include coastal basins from Espirito Santo to Santa Catarina and
the upper Parana River basin. Subsequently, the DNA was extracted for amplification and
partial sequencing of the Mitochondrial COIl gene. Delimitation for research was based in
coalescence tests such as ABGD, PTP and GMYC. The molecular clock was calculated for
phylogeographic inferences. The results indicated that P. harpagos correspond to a complex
of species, represented by five phylogroups. The diversification of the groups began in the
Miocene, resulting from the separation between Parana and Paraiba do Sul river basins. Most
of the phylogroups had a restricted distribution, such as the coastal basins of Santa Catarina,
Rio de Janeiro, Espirito Santo and Séo Paulo. However, one group presented a wide
distribution, occurring mainly in the Parand, Ribeira de Iguape and lguacu river basins. This
distribution may be a result of headwater captures events, which happened through a
reactivation of failures and erosions in the quaternary. This paper suggests hypotheses about
vicariance events and recent diversification processes in species level. Molecular dating
information about the genus Phalloceros may contribute significantly in the suggestion of
vicariance speciation events and other inferences for biogeography in South America.

Keywords: PTP. GMYC. Molecular dating. Biogeography. Vicariance. Cnesterodontini.
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1 INTRODUCAO

A delimitacdo correta das espécies é importante para compreensdo da diversidade
biolégica (Agapow et al., 2004) e sua real distribuicdo, tornando-se indispensavel para
inferéncias sobre padrées macroecoldgicos e biogeograficos (Blackburn and Gaston, 1998;
Brown et al., 1996). Entretanto, a tarefa de delimitacdo é dificil (Hebert et al., 2003),
principalmente quando se refere a espécies que convergem em sua morfologia externa
(Derkarabetian et al., 2010; Heideman et al., 2011) ou quando a especiacdo ndo é
acompanhada por alteracbes morfoldgicas (radiacdo ndo adaptativa) (Barley et al., 2013).
Diversas sdo as definicdes sobre o que séo espéecies, mas de acordo com De Queiroz (2007)
espécies sdo linhagens de metapopulacdes que evoluem de forma diferente (barreiras de fluxo
génico) e variam em suas caracteristicas morfologicas e genéticas.

As especies sdo consideradas unidades basicas nos estudos biogeograficos (Brown et
al., 1996) inferéncias sobre esses padrdes para peixes neotropicais buscam associar a
distribuicdo dos grupos aos processos envolvidos na diversificacdo no tempo e no espaco
(Lundberg, 1998). Diversos trabalhos utilizam pecilideos como modelos biolégicos para
inferéncias de tal natureza (Hrbek et al., 2007; Iturralde-Vinent and MacPhee, 1999; Myers,
1966; Reznick et al., 2017; Rosen, 1975), uma vez que a maioria das espécies desse grupo
apresenta distribuicdo alopatrica (Bussing, 1976; Miller, 1966). Essa caracteristica permite a
evolucdo por vicariancia sem carater adaptativo (Rosen, 1975), o que forma linhagens
evolutivas congruentes com a distribuicdo geogréafica e eventos geoldgicos.

O grupo de peixes de agua doce Poeciliidae (Cyprinodontiformes) é bastante diverso,
representado por 220 espécies de pequeno porte (Lucinda, 2003), e amplamente distribuido
desde a América Central até o norte da Argentina, além de alguns sistemas fluviais da Africa
(Parenti and Rauchenberger, 1989). Dentro desta familia, Phalloceros Eigenmann, 1907
compreende 22 espécies validas e amplamente distribuidas ao longo das bacias hidrogréaficas
do sul e sudeste da América do Sul. A maioria das espécies de Phalloceros apresenta um
padrdo geral de distribuicdo alopatrica e endémica (Lucinda, 2008). Até 2008, P.
caudimaculatus era a Unica espécie valida formalmente descrita. Entretanto, uma revisao
taxondmica descreveu 21 novas espécies, com base em padrdes de coloragdo, estrutura do
gonopodio, e caracteres meristicos e morfométricos (Lucinda, 2008). Ja a diversidade

genética e filogeograficas até entdo sdo pouco conhecidas.
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Ao contrério da maioria das espécies do género, Phalloceros harpagos, Lucinda
2008, apresenta uma distribuicdo ampla e simpatrica, ocorrendo nas bacias do rio Parana-
Paraguai e bacias costeiras do Espirito Santo a Santa Catarina e encontrando-se em simpatria
com P. leptokeras, Lucinda, 2008 e P. reisi Lucinda, 2008 na bacia do rio Paraiba do Sul
(Lucinda, 2008). Além disso, espécimes de populacdes distintas de P. harpagos possuem
variacOes nos padrdes de coloragdo, no gancho do apéndice gonopodial e algumas proporcdes
corporais. As manchas variam de grandes e escuras a pequenas e estreitas ou ausentes. Existe
diferenca também em algumas proporcdes corporais, como na profundidade do corpo e
pedinculo caudal, e também no tamanho dos ganchos dos gonopddios (Lucinda, 2008).

Variagcbes morfoldgicas, sua ampla distribuicdo geografica e sua ocorréncia em
bacias isoladas, além dos padrdes biogeograficos de distribuicdo restrita para este género,
tornam plausivel a hipotese de um complexo de espécies cripticas sob a denominacéo P.
harpagos. Complexo de espécies é o conjunto de duas ou mais espécies que apresentam
poucas caracteristicas morfoldgicas distinguiveis, tornando trabalhos baseados apenas na
taxonomia convencionais inconclusivos (Bickford et al., 2007). Diante disso, estudos
utilizando DNA barcoding tém sido amplamente utilizados para delimitacdo e resolucédo de
complexo de espécies (de Carvalho et al., 2011; Lara et al., 2010; Hebert and Gregory,
2005;Pereira et al., 2013, 2011; Valdez-Moreno et al., 2009)

O DNA barcoding corresponde ao gene mitocondrial da Subunidade 1 da Citocromo
¢ Oxidase (COIl). Esse gene é a principal ferramenta do projeto mundial Consortium for the
Barcodes of Life (CBoL) para animais, funcionando como um cddigo de barras individual
(Hebert et al., 2003). Uma variedade de valores de corte para espécies baseadas em distancias
genéticas para esse gene foram testados e 0s mais comuns séo valores de 1% e 3% em estudos
de peixes neotropicais (Lara et al., 2010; Pereira et al., 2013, 2011). Entretanto, métodos para
delimitacdo de espécie usando apenas regra de corte porcentual tém uma fraca relacdo com as
teorias de evolucdo e variacdo genética (Barraclough et al., 2009; Kapli et al., 2017). Apesar
disso, atualmente estdo disponiveis analises que levam em conta teoria evolutivas, como o
Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) (Puillandre et al., 2012), General Mixed Yule
Coalescent (GMYC) (Fujisawa and Barraclough, 2013; Pons et al., 2006) e o Poisson Tree
Processes (PTP) (Zhang et al., 2013). As duas ultimas abordagens combinam a teoria de
coalescéncia com modelos de diversificacdo e estipulam limites para delimitar linhagens que

evoluem independentemente (Operational Taxonomic Unit - OTUs (Floyd et al., 2002)).
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No caso de P. harpagos a delimitacdo correta das espécies faz-se necessario para
inferéncias biogeogréficas. Nesse caso, como se trata de uma ou mais espécies proximas,
conceituamos como padrdes filogeograficos (Avise, 2000). Com dados de taxas de
substituicdo para um gene ao longo do tempo, os dados de distancia genética podem ser
comparados com datas de eventos geoldgicos conhecidos, e resultar em tempos de
diversificagdo e eventos vicariantes (Alda et al., 2013; Bermingham et al., 1997; Bermingham
and Avise, 1986; Sivasundar et al., 2001). Portanto, este trabalho teve como objetivo (1) testar
a hipotese que hd um complexo de espécies sob a denominacdo Phalloceros harpagos usando
COI; (2) inferir os momentos de diversificacdo e 0s principais processos e eventos que
moldaram a distribuicdo geral das espécies ou linhagens do que é considerado Phalloceros

harpagos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DE DADOS E ESPECIMES

A distribuicdo atual de P. harpagos corresponde as bacias do alto e médio rio Parana e
na bacia do baixo rio Paraguai, além de drenagens costeiras desde o rio Itabapoana (Espirito
Santo) até o rio Ararangua (Santa Catarina) (Lucinda, 2008). Foram amostrados individuos de
P. harpagos das principais bacias e sub-bacias de ocorréncia da espécie (exceto na bacia do
rio Paraguai), através de expedicdes de campo e bancos de espécimes fornecidos por bancos
mantidos por museus. Além disso, algumas sequéncias de DNA foram obtidas em banco de
dados (Genbank). No total, foram analisados 85 individuos de P. harpagos de 46 localidades
(Fig. 1, Apéndice A) e sua identificacdo morfoldgica consistiu principalmente na presenca do

gancho gonopodial.
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Figura 1. Mapa de amostragem de Phalloceros

Amostras de tecidos musculares da bacia costeira do Espirito Santo (bacia do rio Una,
rio Jucu e rio Itapemirim), Sdo Paulo (bacia do rio Caraguatatuba e Cubatdo), Santa Catarina
(Séo Francisco do Sul) e alguns individuos da bacia costeira do Parana e do alto rio Parana
foram concedidos pelo Museu de Ciéncias e Tecnologia - PUCRS e Museu de Biologia
Professor Mello Leitdo. Demais exemplares identificados morfologicamente como P.
harpagos foram coletados com pesca elétrica ou peneiras nas bacias do rio Parana, do rio
Iguacu, do Ribeira de Iguape, do rio Paraiba do Sul (localidade tipo) e costeira do Rio de

Janeiro.
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Os procedimentos apds as coletas seguiram as normas da resolucdo 1000/2012 do
Conselho Federal de Medicina Veterindria. Os exemplares foram anestesiados com
benzocaina 10% e fixados em &lcool 70% e depositados na colecao ictiolégica do Nucleo de
Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura da UEM. As amostragens foram realizadas
com parecer favoravel (002/2012) do Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em
Experimentacdo da UEM e com a licenca permanente para coleta e transporte de material
bioldgico SISBIO, processo no. 14028-1 de 10 de dezembro de 2008, ambos concedidos a
Weferson J. da Gragca.

A amostragem também incluiu representantes de outras espécies de Phalloceros
obtidos através de museu ou banco de dados (Genbank) (Fig. 1, Apéndice A). As espécies
amostradas foram P. elachistos Lucinda, 2008 (n=7, coletados na bacia do rio Doce - Espirito
Santo), P. uai Lucinda, 2008 (n=8, coletadas na bacia do Séo Francisco), P. caudimaculatus,
Hensel, 1868 (n=2, coletadas na bacia do rio Jacui). A espécie Poecilia reticulata, Peters,

1859 foi utilizada como outgroup.

2.2 EXTRACAO E AMPLIFICACAO DE DNA

O DNA foi extraido de tecidos musculares dos espécimes com kits comerciais das
marcas Promega e Invitrogen, conforme instrucdes dos fabricantes. O DNA foi quantificado
utilizando-se gel de agarose por compara¢do com DNA do fago A de concentra¢dao conhecida.
Para as amplificacbes do DNA por meio de reacbes de polimerase em cadeia (PCRs) foi
selecionado o gene mitocondrial COI, com seguinte par de primers: H7152 (5
CACCTCAGGGTGTCCGAARAAYCARAA3") e L6448-F1 (5" TCAACCAACCACAAAG
ACATTCGGCAC 37) (Ivanova et al., 2007).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador MJ Research PTC100.
As condicbes para reacdo seguiram o proposto por Inova et al. (2007). Os produtos
amplificados foram visualizados em eletroforese em gel de agarose 1% por comparagdo com
tamanhos conhecidos de DNA ladder 100 pb (Invitrogen). Para purificacdo dos amplicons foi
utilizado polietilenoglicol (PEG) 8000 20% (m/v), seguindo o protocolo proposto por
Rosenthal et al. (1993). As reacbes amplificadas foram sequenciadas em plataforma ABI
3500, seguindo instrugBes do Laboratorio Central de Tecnologias de Alto Desempenho em
Ciéncias da Vida (LaCTAD), parte da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
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2.3 DELIMITACAO DE OTUS

As sequéncias amplificadas foram editadas manualmente no programa BioEdit (Hall,
1999) e alinhadas com o algoritmo Clustal W (Thompson et al., 1994) disponivel no
programa Mega 6.0 (Tamura et al., 2013). Ap6s a edicdo das sequéncias foram obtidos
haplotipos Unicos no programa DNAsp 5.0 (Librado and Rozas, 2009) para as analises de
delimitacdo. As trés abordagens utilizadas para delimitacdo de OTU foram: ABGD, PTP e
GMYC. A utilizacdo de mais de um teste para a delimitacdo é recomendado (Carstens et al.,
2013). Os dois ultimos métodos, ao contrério do ABGD, necessitam da entrada de uma arvore
filogenética para ajustarem os processos de especiacdo e de coalescéncia (Tang et al., 2014).
As arvores de entrada foram criadas a partir dos haplotipos unicos, por meio dos métodos
estatisticos de maxima verossimilhanca (ML) (Stamatakis, 2006) e inferéncia bayesiana (I1B)
(Huelsenbeck, 2001).

O método de ABGD atua na identificacdo de clusters de sequéncias de possiveis
espécies, com base em pares de distancias genéticas e nas diferencas entre as variagoes intra e

interespecificas (barcoding gap) (Puillandre et al., 2012). O teste esta disponivel no endereco

http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html e foi realizado seguindo as
configuracOes padrbes propostas, como recomendado por Puillandre et al. (2012) utilizando o
modelo de substituicdo nucleotidica Kimura-2P (K2P).

A analise de maxima verossimilhanca foi realizada no programa raxmlGUI (Silvestro
and Michalak, 2012), utilizando o algoritmo rapid bootstrap e a funcdo autoMRE para
reamostragens, utilizando o modelo de substituicdo GTR + I' determinado pelo programa
PartitionFinder (Lanfear et al., 2012). Essa arvore enraizada foi utilizada para o teste PTP
(disponivel em site http://species.h-its.org/ptp/). Essa analise calcula 0 momento de transicéo
entre eventos de especiacdes (entre espécies) e eventos de ramificacdo (dentro de espécies)
em termos de ndmero de substituicdes para a determinacdo de OTUs (Zhang et al., 2013).

A arvore ultramétrica construida a partir do método estatistico de inferéncia bayesiana
foi feita no programa BEAST (Drummond et al., 2006), com cadeias MCMC por 10 milhdes
de geracbes, amostrando arvores a cada 1000 geracBes, com reldgio molecular estrito
estimado utilizando a taxa de substituicdo linhagem especifica de 0,006% por milhdo de anos
(Bermingham et al., 1997). O modelo de especiacdo utilizado a priori foi 0 de coalescéncia
com tamanho constante, usando o modelo de substituicdo TN93 com todas as frequéncias de

substituicdo das bases nitrogenadas iguais, escolhido pelo PartitionFinder. Para verificar a


http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html
http://species.h-its.org/ptp/
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convergéncia das cadeias e o effective sampling size (ESS>200) foi utilizado o Tracer v.1.5
(Drummond and Rambaut, 2007). A arvore resultante foi utilizada pelo teste GMYC, que
identifica o ponto de transicdo entre o processo de especiacdo (Yule, 1925) e coalescéncia
(Hudson, 1990) e identifica clusters de haplétipos. Cada cluster significativo representa uma
possivel OTU (Pons et al., 2006; Fujisawa and Barraclough, 2013). A identificacdo dos
clusters significativos foi realizada no software R (R Team, 2008) utilizando o pacote splits
(Ezard, 2009). Apds isso, foram calculadas distancias dentro e entre as principais linhagens
definidas pelos testes de delimitagéo, utilizando o modelo de substituicdo K2P no Mega 6.0.

2.4 DATACAO MOLECULAR

Com intuito de obter dados de tempo de divergéncia e inferir os principais processos e
eventos que moldaram a distribuicdo das espécies de Phalloceros, foi construida uma arvore
filogenética enraizada com o pressuposto de relogio molecular calibrado, que admite que a
taxa de mutacdo ndo se altera ao longo do tempo. O relégio molecular calibrado assumido
para esses organismos atribui ao gene COIl a taxa de mutacdo ndo corrigida de 1,2% por
milhdo de anos (Ma) para o gene utilizado. Essa ¢ uma taxa média de mutacdo, uma vez que
dados geoldgicos e fosseis evidenciam taxa de mutacdo em peixes variando de 1,1 a 1.3% Ma
(Bermingham et al, 1997; Near et al., 2003). Para construcdo dessa arvore foi utilizado o
mesmo procedimento de criacdo da arvore de entrada do GMYC, o Unico diferencial é que

esta € enraizada.

3 RESULTADOS

Foram obtidas 103 sequéncias de COI (554 pares de base), das espécies P. harpagos
(n = 85), P. uai (n = 8), P. elachistos (n = 7), P. caudimaculatus (n = 2) e P. reticulata (n=1,
outgroup). As sequéncias apresentaram 162 sitios variaveis, dos quais 108 foram
informativos, constituindo um total de 22 haplétipos unicos. Para a delimitacdo das OTUs
foram obtidas arvores de maxima verossimilhanca (Apéndice B) e inferéncia bayesiana
(Apéndice C), que apresentaram na maioria de seus ramos altos valores de suporte, tanto de
bootstrap quanto de probabilidade a posteriori, respectivamente.

As arvores obtidas foram utilizadas para a delimitacdo de OTUs pelos métodos PTP e
GMYC. Os resultados das analises ABGD (Apéndice D) PTP (Apéndice E) e GMYC

(Apéndice F) sdo representados na Figura 2, juntamente com o tempo de divergéncia


https://www.google.com.br/search?q=Poecilia+reticulata&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwilurbDnt7TAhUBG5AKHcewDRgQvwUIJCgA
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estimado entre as linhagens/espécies. Cada OTU definida pelo GMYC representou um
filogrupo que teve sua denominagdo relacionada com o estado de amostragem, bacia
hidrogréfica principal a qual pertence, ou ainda, pelo nome da espécie ou sua abreviagéo.
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Figura 2. Arvore de inferéncia bayesiana enraizada calibrada com rel6gio molecular estrito resultante de
sequéncias parciais do gene COI. Valores acima dos ramos indicam a probabilidade a posteriori; as barras azuis
indicam intervalo de tempo das ramificacdes; barra vermelha corresponde ao limiar de tempo encontrado pelo
GMYC, barras coloridas indicam as OTUs delimitadas pelos testes ABGD, PTP e GMYC, respectivamente.

No total foram obtidas oito OTUs (filogrupos) pelos testes ABGD, PTP e GMYC.
Todos os métodos apontam cinco OTUs para a espécie identificada morfologicamente como
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P. harpagos, com distancias genéticas superiores a 5% (Tabela 1). Individuos de P.
elachistos (hap_4) se agruparam com P. harpagos das bacias litoraneas do Espirito Santo
(hap_3 e hap_4). Os outros dois OTUs corresponderam a P. uai (hap _6) e a P.
caudimaculatus (hap_20 e hap_21). Os correspondentes dos haplétipos, filogrupos e
localizacdo geografica se encontram no apéndice A.

Tabela 1. Distancia genética KP2 interespecifica (coluna abaixo da diagonal) e intraespecifica (linha na
diagonal) dos filogrupos de Phalloceros identificados pelos teste de delimitacéo.

RJ ES PR SP SC P.uai P. caudi
RJ 0.002
ES 0.091 0.015
PR 0.107 0.095 0.013
SP 0.133 0.105 0.073 0.011
SC 0.124 0.102 0.070 0.055 NC
P.uai 0.107 0.095 0.053 0.070 0.071 NC
P. caudi 0.123 0.106 0.060 0.073 0.075 0.064 0.051

Obs.: (NC) = Néo foi possivel calcular.

As analises filogenéticas separaram em dois grandes grupos as espécies de
Phalloceros. O primeiro grupo é representado pelos individuos localizados nas bacias
costeiras do Rio de Janeiro e Espirito Santo e o segundo, formado por P. caudimaculatus, P.
uai e P. harpagos (filogrupos do ALPR, SP e SC). Essa primeira diversificacdo se iniciou ha
14 Ma e o limiar de tempo encontrado pelo GMY C foi de 2,12 Ma (Fig. 2). Os haplétipos (1 e
2) das bacias pertencentes ao estado do Rio de Janeiro (localidade tipo — bacia do Paraiba do
Sul e bacia litoranea) representam um unico filogrupo P. harpagos, que divergem das outras
localidades com distancia genética entre 9 e 13 % (Tabela 1). Os haplotipos da bacia do
Espirito Santo (bacia do rio Doce, rio Una, rio Jucu e rio Itapemirim) incluem tanto
individuos identificados como P. harpagos como P. elachistos (Filogrupo ES), que divergem
dos outros grupos entre 9 e 10% (Tabela 1).

O grupo que inclui principalmente representantes da bacia do alto rio Parand (ALPR),
é representado também por espécimes da bacia do Iguacu, Ribeira de Iguape, bacia costeira
do Parand, compartilhando o mesmo haplétipo (hap_5). Além disso, esse filogrupo apresenta
outros dois integrantes, um da bacia costeira de Sdo Paulo (hap_16) e outro do Paraiba do Sul
(hap_18). O hap_18 (localizado no Estado de Sao Paulo) apresenta uma distancia de apenas
0,7% em relacdo ao hap_9 (bacia do rio Sapucai em Sdo Paulo - alto rio Parand), enquanto sua
distancia com os outros hapl6tipos da sua propria bacia é mais de 10% (Apéndice G). O
filogrupo ALPR possui uma divergéncia media de 5,6% em relacdo as outras espécies de

Phalloceros e 7% dos outros grupos identificados morfologicamente como P. harpagos da
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bacia do litoral de S&o Paulo (filogrupo SP) e Santa Catarina (filogrupo SC), que divergem

entre si em 5,5%.

4 DISCUSSAO

Todos os métodos de delimitacdo apontaram a presenca de cinco filogrupos para
espécimes identificados morfologicamente como P. harpagos, com uma distancia entre 0s
grupos de no minimo 5%, indicando que se trata de um complexo de espécies. Essa distancia
é considerada alta e demonstra a possibilidade de espécies diferentes, tendo em vista que o
limite de corte proposto por Hebert et al. (2003) admite o valor de 3% como um limiar
suficiente para separacdo de duas espécies. Diversos trabalhos com peixes neotropicais
indicam que as distancias intraespecificas médias ndo ultrapassam 1% (Gomes et al., 2015;
Lara et al 2010; Pereira et al., 2013, 2011; Rosso et al., 2012). De acordo com os resultados
obtidos ha um aumento de nimero de espécies descritas de Phalloceros nas areas estudadas,
sendo que apenas o grupo das bacias costeiras do Rio de Janeiro, que inclui a localidade tipo
(bacia do rio Paraiba do Sul), corresponde a P. harpagos. O grupo de espécimes analisados
referentes as bacias do Espirito Santo pertencem a P. elachistos. Enquanto que os filogrupos
SP, SC e ALPR possivelmente representam outras espécies de Phalloceros. Diante disso, esse
grupo necessita de uma abordagem taxonémica integrativa, incorporando analises
moleculares, morfoldgicas e ecoldgicas (Fujita et al., 2012).

Outros indicios apoiam essa hipotese de complexo de espécies, como o padrdo de
distribuicdo ampla para P. harpagos, que diverge das outras espécies do género e a presenca
de variac6es morfoldgicas nos padrbes de coloracdo e nos gonopddios (Lucinda, 2008). Na
identificacdo de pecilideos, apenas caracteres morfoldgicos ndo conseguem, muitas vezes,
resolver de forma eficaz relacionamentos abaixo do nivel de género (Bagley et al., 2015;
Schultz and Miller, 1971). A principal forma de identificacdo morfoldgica em nivel de espécie
para esse Qgénero € através das caracteristicas dos gonopddios (Lucinda, 2008), que
correspondem a uma caracteristica homoplastica ndo confiavel, pois muitas vezes sao
resultantes de uma evolucdo convergente (Hankison and Morris, 2003; Langerhans et al.,
2005). Além disso, esses caracteres ndo estabelecem uma boa relacéo filogenética (Doadrio et
al., 2009; Perdices et al., 2005, 2002). Portanto, métodos ndo convencionais, como dados
baseados em coalescéncia podem auxiliar na delimitagdo de espécies (Bagley et al., 2015;
Barley et al., 2013; Niemiller et al., 2012).
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Nossas estimativas de tempo de divergéncia indicaram o final do Mioceno médio (11
e 14 Ma) para a primeira diversificagcdo (Fig. 2). Contudo, a ramificacdo de Phalloceros se
iniciou em torno de 42 Ma indicando a existéncia de outras espécies mais antigas nao
amostradas ou extintas (Reznick et al., 2017). Essa primeira diversificagdo evidenciada em
nosso estudo causou ramificagdo entre as duas principais linhagens mitocondriais, que
separou os filogrupos RJ e ES dos outros grupos de Phalloceros analisados. Dentro de cada
uma dessas principais linhagens, os mais importantes eventos de radiacdo que levaram ao
surgimento das OTUs atuais ocorreram durante o final do Mioceno e inicio do Plioceno (5e 9
Ma). Finalmente, dentro da OTU ou da populacdo, o limiar de tempo do GMYC, indicou
especiacdes em torno de 1,2 Ma, demonstrando que a origem dessas espécies esta relacionada
a eventos recentes.

A primeira diversificacdo provavelmente esta associada a separacdo das bacias do
Parana e Paraiba do Sul que ocorreu no periodo do Mioceno médio (11,8 — 20 Ma) (Lundberg
et al., 1998), resultante do soerguimento da “estrutura Aruja” (Riccomini, 1989). Evidéncias
geoldgicas, paleontoldgicas e de relagdes filogenéticas em niveis de familias e géneros que
apoiam a existéncia de uma conexdo passada entre essas bacias (Ab'saber, 1957; Lundberg et
al., 1998; Malabarba, 1998, Ribeiro, 2006; Riccomini, 1989, Riccomini, 2004). Juntamente
com essas informacbGes os resultados obtidos neste estudo respaldam a hipotese de
compartilhamento de fauna entre essas bacias, devido a presenca de um ancestral comum
nesse mesmo periodo geoldgico (Mioceno médio). Além disso, a separacdo dessas duas
bacias apoia a interpretacdo de que P. harpagos da bacia do Paraiba do Sul possivelmente
representa uma espécie diferente daquela encontrada na bacia do rio Parand, decorrente de
uma especiacdo por vicariancia.

Atualmente a Serra da Mantiqueira € uma barreira eficaz no isolamento dessas duas
bacias, ja que suas composicdes ictioldgicas apresentam uma baixa similaridade (Ingenito and
Buckup, 2007). Diante disto, o fato de um unico individuo (hap_18) do rio Paraiba do Sul
pertencer ao grupo ALPR torna a introducdo antropica uma possivel explicacdo para tal
situacdo. Uma elucidacdo viavel e contréria seria por eventos de captura de cabeceira recentes
que resultaria no compartilhamento de fauna, como relatado por outras espécies de peixes
(Serra et al., 2007), como por exemplo, Phallotorynus fasciolatus Henn, 1916 (Henrigue et
al., 2005). Informagdes geomorfoldgicas de falhas no quaternario na bacia rio Sapucai Mirim
- alto rio Parand (localizacdo do hap_9), poderiam ter causado reativacOes tectbnicas no

quaternario (Takashi et al., 2001), resultando em eventos de captura de cabeceiras, que por
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sua vez, provocaria o compartilhamento recente (<1 Ma) do ancestral comum do hap_9 e
hap_18.

Além desse possivel compartilhamento recente de fauna ictioldgica, a bacia do rio
Parana apresenta outras comunicaces, mesmo que separado por diversas elevagdes de bacias
costeiras (Buckup, 2011) ou entdo, por rupturas, como das Cataratas, que isolou o alto rio
Parana do rio Iguacu ha aproximadamente 20 Ma (Maack, 1981). Mesmo com essas barreiras
geoldgicas evidentes, os espécimes do ALPR possivelmente correspondem a mesma espécie,
pois todos os testes de delimitacdo indicam o mesmo resultado. Além disso, esse grupo
apresenta 0 mesmo padrdo de coloracdo e manchas, com pequenas divergéncias para as
populacdes da bacia do rio Parana (Lucinda, 2008).

A presenca do hap_5 nas bacias do rio Parand, Ribeira de Iguape, lguacu e costeira do
Parana indicam dispersdo por eventos de compartilhamento recentes. A taxa de substitui¢do
nucleotidica assumida de 1,2% por Ma (Bermingham et al, 1997) para o gene COI, implicaria
em uma substituicdo a cada 150.000 anos, em média. Portanto, a distribuicdo do haplotipo 5
por trés bacias, isoladas por soerguimentos muito antigos, evidencia que atividades geoldgicas
proximas as cabeceiras em divisores de aguas tém ocorrido em tempos relativamente recentes
e propiciado a dispersdo do hap_5. Provavelmente, esses eventos ocorreram em um periodo
muito aquém dos 150.000 anos que seriam esperados para a divergéncia haplotipica em um
nucleotideo.

Diversos trabalhos demonstram o compartilhamento de comunidades de peixes entre
essas bacias (Ribeiro, 2006). Como por exemplo, Trichomycterus davisi Haseman, 1911e
Rhamdiopsis moreirai, Haseman, 1911 presentes no rio Iguacu e Ribeira de Iguape (Ingenito
et al., 2004) e Hypostomus ancistroideslheringi, 1911presentes no rio Iguacu, Ribeira de
Iguape e Paranapanema (Takako et al., 2005). A vista disso, a explicacdo mais plausivel para
o compartilhamento desta OTU entre essas bacias seriam eventos de capturas de cabeceiras,
decorrentes de erosdo e reativacfes de fendas (Ribeiro, 2006), no quaternario (Riccomini and
Assumpcdo, 1999). A ativacdo mais recente relatada, especialmente nos rios Ribeira de
Iguape, Iguacu, Paranapanema e Tieté, é de aproximadamente 1,6 Ma (Saadi et al., 2002),
congruente com a formacéo desse filogrupo que surgiu em torno de 1,3-2,2Ma. Essa ativacao
também foi evidenciada na bacia Ribeira de Iguape, que por ser uma bacia tafrogénicas
(bacias oriundas de falhas resultantes de movimentos verticais entre os blocos) (Riccomini et
al., 2004) séo mais susceptiveis a erosdo e capturas de cabeceiras (Ribeiro, 2006). A presenca

do hap_5 em todas essas bacias indica que essas reativagOes ainda sdo corriqueiras nessa



22

regido. Vérios fatores apoiam, portanto, a hipotese de compartilhamento por capturas de
cabeceiras nessas areas, 0 que esta em concordancia com a constatagdo do sudeste do Brasil
ser uma &rea tectonicamente ativa e propensa a sofrer deformacGes como proposto por
Cobbold et al. (2001).

Além do mais, essas bacias se encontram no Arco de Ponta Grossa, que se formaram a
partir de soerguimento do embasamento cristalino da regido sudeste da bacia do Parana (Petri
and Fulfaro, 1983). Esse arco apresenta sistemas de falhas e fraturas profundas (Raposo,
1995), e sua ativacdo durante o cenozbico (Almeida and Carneiro, 1998), provavelmente
resultou no intercdmbio de fauna entre os sistemas de drenagens adjacentes (Ribeiro, 2006).
Outro exemplo, que pode ser resultante de eventos de cabeceira € 0 hap_16 da bacia costeira
de S&o Paulo, ja que outras bacias presentes nesse Estado, como a bacia alto rio Guaratuba
apresentam uma alta similaridade na composicdo de peixes com o rio Tieté, decorrentes
também de reativacdo de falhas quaternarias (Ribeiro et al., 2006) ou entdo de processos
erosivos (Oliveira, 2003).

De acordo com as discussdes apresentadas acima, a ampla distribuicdo do ALPR esta
associada ao padrdo C definido por Ribeiro (2006), no qual assume eventos de intercambios
recentes entre os rios de escudos cristalinos de montanha e rios adjacentes. Por outro lado, 0s
filogrupos das bacias costeiras do Rio de Janeiro, Espirito Santo, Sdo Paulo e Santa Catarina
apresentam padrdes tipicos apresentados por outros Phalloceros, com distribuicdo restrita e
isolada (Lucinda, 2008). Esse padréo filogeografico, provavelmente, é resultante de eventos
de vicariancia, devido a evolucdo geoldgica das cadeias de altas montanhas associada aos
ambientes costeiros que proporcionam uma oportunidade de vicariancia e isolamento dessas
espécies (Buckup, 2011). De modo geral, drenagens costeiras, apresentam alta taxa de
endemismo e apresentam grande significado biogeografico (Ribeiro, 2006). Tais
caracteristicas geoldgicas complexas tornam a regido neotropical altamente interessante e
valiosa para estudos relacionados a distribuicdo de espécies (Vari and Malabarba, 1998).

Diante disso, este estudo ressalta a necessidade de uma revisdo integrativa (dados
moleculares e taxon6micos) para inferéncias filogenéticas e filogeograficas de todas as
espécies do género, para uma compreensao da real distribuicdo e eventos envolvidos em sua
diversificacdo. Padrdes filogeograficos mais confidveis dependem de uma identificacdo
correta das espécies, ja que alguns padrBes, como a vicariancia, sdo resultantes de eventos

mais antigos, evidenciados apenas em nivel de géneros ou familia, enquanto, eventos recentes
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como de compartilhamento por eventos de cabeceira séo respaldados por diversificacdo

recente, em nivel de espécie (Buckup, 2011).

5 CONCLUSAO

Por meio desse estudo houve o aumento da diversidade bioldgica e direcionamento
para uma revisdo taxondmica integrativa do complexo de espécies P. harpagos e o
entendimento inicial de padrdes filogeograficos para o género. Diversas hipdteses foram
sugeridas e podem servir de suporte para futuros trabalhos, tais como a conexdo passada entre
as bacias do rio Paraiba do Sul e rio Parana, no qual sua separacao resultaria em processos de
especiacdo por vicariancia e eventos de captura de cabeceira recentes em escudos cristalinos e
rios adjacentes. A maioria dos Phalloceros analisados apresenta distribuicdo restrita,
principalmente quando se trata de bacias costeiras, corroborando informagdes desse género.
Entretanto, o grupo ALPR apresenta uma distribuicdo ampla, decorrente de eventos de
cabeceiras recentes. Provavelmente, estudos com esse género com datacdo molecular poderédo
resultar em informacdes relevantes para biogeografia da América do Sul, devido a sua ampla

distribuicdo e sua congruéncia entre eventos geologicos e de diversificacao.
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Haplétipos
Hap_1 Hap_2
Hap_2
Hap_3 Hap_4
Hap_4

Hap_4
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Hap_15
Hap_19
Hap_16
Hap_18
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Hap_13
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Hap_8
Hap_7
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_14 Hap_5

Filogrupo

ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR

Morfologia
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos

N
9

[y
o

N R R R WRWRNRRRWRWRRRRERRRERNRRRBRRNNLN

Bacia

Costeira do rio de Janeiro

Rio Paraiba do Sul
Rio Una
Rio Itapemirim
Rio Jucu

Costeira SP - SUDESTE
Costeira SP - SUDESTE
Costeira SC- SUDESTE
Costeira SP - SUDESTE

Rio Paraiba do Sul
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand

Costeira PR - SUDESTE

Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Alto rio Parand
Ribeira do Iguape

Fonte
NUP
NUP

MBML
MBML
MBML

MCT
MCT
MCT
MCT
MCT

GenBank
GenBank
NUP
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank

NUP
NUP
MCT
NUP
NUP
NUP
NUP
NUP

GenBank

NUP
NUP
NUP
NUP
MCT

Latitude
22°10'52.00"S
21°58'52.00"S
20°36'18.26"S
20°36'13.51"S
20°22'24.29"S
23°46'26.96"S

23°49'11.999"S
26°19'35.997"S
23°43'13.000"S
22°47'6.000"S
22°26'56.04"S
22°40'33.24"S
22°11'52.27"S
15°34'54.12"S
15°43'36.84"S
15°44'12.84"S
15°43'36.84"S
24° 4'24.60"S
24°35'53"S
24°47'09.0"S
25°25'20.000"S
24°48'20.2"S
24°56'03.4"S
24°51'54.8"S
24°55'14.5"S
25°20'12"S
23°57'16.20"S
25°26'53.3"S
25°09'01"S
24°42'22.1"S
24°25'04.7"S
24°50'13.000"S

Longitude
41°23'40.99"W
42°53'36.00"W
40°25'17.17"W
41°12'12.72"W
40°50'59.61"W
45°43'42.88"W

46°21'32.006"W
48°39'4.002"W
45°28'0.002"W
45°27'18.000"W
45°20'47.04"W
45°40'58.44"W
54°57'33.68"W
47°30'23.04"W
47°55'8.04"W
47°54'54.36"W
47°55'8.04"W
52°17'27.96"W
51°15'26"W
51°53'19.3"W
48°52'28.997"W
51°54'34.3"W
50°07'29.0"W
49°58'44.1"W
50°00'34"W
49°51'11.5"W
51°6'50.76"W
50°17'55.9"W
50°55'59"W
51°43'15.4"W
52°07'23.7"W
48°29'27.000"W

Registro do Museu

MBML7466
MBML8399
MBML8404
MCPT31130
MCP31129
MCP31124
MCP31352
MCP42389
GU701580/81
GU701585
JN989119
JN989117
JN989120
JN989118
GU701582/83/86
WJG2014011601
WJG 2015100203
MCT31185
WIJG 2015100204
WJG2014101202
WJG2014101203
WJG2014101102
WJG2014101001
GU701579
WJG2014100801
WJG2014011802
WJG2014012701
WJG2014012801
MCP30999

Informagdo adicional da Coleta
Afloramento associada a lagoa Catingosa
Tributario do rio Paquequer
Rio Una (Parque Paulo Cesar Vinha)
Cérrego Picada Comprida
RioJucu
Arroio na praia de Juquehy - SP
Arroio na praia de Perequé - SP
Rio Miranda, Sdo Francisco do Sul - SC
Aroio pequeno de Caraguatatuba - SP
Riacho afluente do Rio Ribeirdo Grande
Rio Sapucai-Mirim, Delfim Moreira
Rio Sapucai-Mirim, Ribeirdo Paiol Grande
Rio dourado, Mato Grosso do Sul
Rio Piripipau
Afluentes do Rio Paranoa
Afluentes do Rio Paranoa
Afluentes do Rio Paranoa
Rio Mourao
Riacho sem nome - afluente do rio Lajeado
Riacho sem nome, afluente do rio Cantu
Arrio afluente do rio Nhundiaquara, PR 411
Rio Barra Grande, afluente do rio Cantu
Lajeado Carambei, afluente do rio Sdo Jodo
Arroio sem nome, afluente do rio Maracana
Rio Jotuba, afluente do rio Pitangui
Rio Sobrado, afluente do rio Tibagi
Afluente do rio Tibagi
Arroio Crispim, afluente do Guarauninha
arroio sem nome - afluente do rio dos Patos
Rio Limeira, afluente do rio Borboleta
Rio Pinhalzinho, afluente do rio Muquildo
Barra do turvo, rio Bonito




hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap_5
Hap 4
Hap 4
Hap_20
Hap_21
Hap_6
Hap_6
Hap_6
Hap_22

ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ALPR
ES
ES
P. caudi
P. caudi
P. uai
P. uai
P. uai

P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. harpagos
P. elachistos
P. elachistos
P. caudimaculatus
P. caudimaculatus
P. uai
P. uai
P. uai

Outgrup  Poecilia reticulata

P R UNRRBWRNWRRERRNRNRRERRNLER

Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Ribeira do Iguape
Rio Iguagu
Rio Iguagu
Rio Iguagu
Rio Iguagu
Rio lguagu
Rio Iguagu
Rio Doce
Rio Doce
Rio Jacui
Rio Jacui
Rio Sdo Francisco
Rio Sdo Francisco
Rio Sdo Francisco
X

NUP
NUP
NUP
NUP
NUP
NUP
NUP
NUP
NUP
NUP
NUP
NUP
NUP
NUP
MBML
MBML
MCT
MCT
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank

25°19'28.1"S
25°15'17.8"S
25°16'38.9"S
25°20'36.6"S
25°18'12.5"S
25°18'03.5"S
25°17'57.3"S
24°56'41.2"S
25°54'17.9"S
25°55'02.5"S
25°54'45.9"S
25°26'32.6"S
25°28'04.6"S
25°31'58.69"S
19°47'21.37"S
19°49'33.01"S
29°5'33.998"S
29°15'25.27"S
19°28'04.8"S
19°51'36.0"S
19°27'39.6"S
X

49°47'29.7"W
49°47'09.4"W
49°33'38.6"W
49°36'47.5"W
49°34'15.9"W
49°28'03.2"W
49°24'39.2"W
49°17'57.5"W
51°35'46.9"W
51°35'56.2"W
51°34'49.6"W
51°25'44.4"W
51°14'36.3"W
49°32'42.23"W
40°36'39.65"W
40°39'26.53"W
50°37'30.000"W
53°53'25.58"W
43°52'04.8"W
43°44'49.2"W
43°43'12.0"W
X

WJG2014100904
WJG2014101003
WJG2015100603
WJG2015100702
WJG2015100703
WJG2015100801
WJG2015100802
WJG2015100804
WJG2014100301
WJG2014100302
WJG2014100303
WJG2014100502
WJG2015100401
MBML 6826
MBML 6835
MCP22338
MCP21251
DCC01180/81
DCC31588 a 92
DCC31643
JX968696.1

Rio Santa Cruz, afluente do rio Agungui
Rio do Jacui, afluente do rio Santa Cruz
Rio do Cerne, afluente do rio Agungui
Rio Retiro, afluente do rio Agungui
Riacho Boa Vista, , afluente do rio Agungui
Rio Conceigdo, afluente do Ribeira de Iguape
Rio da Barra, afluente do rio Conceigdo
Ribeirdo Estrela, afluente do Ponta Grossa
Arroio Bonito, afluente do Rio Iguagu
Arroio da Reserva, afluente Rio Iguagu
Arroio sem nome, afluente do Rio da Areia
Cérrego Banana, afluente rio Jordao
Riacho sem nome, afluente do rio Iratim
Rio Verde
Rio 25 de Julho
Rio Santo Antonio
Rio Lageado
Municipio Segredo
Rio Jaboticatubas, Minas Gerais.

Rio das Velhas, Sabara, Minas Gerais.
Afluente Rio Cipo, Minas Gerais.

X

Obs. N: Numero de individuos analisados; Fonte: Forma de obtencdo dos espécimes. NUP: Ndcleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura; MCP: Museu de
Ciéncias e Tecnologia — PUCRS; MBML.: Museu de Biologia Professor Mello Leit&o.




32

APENDICE B. — Arvore de méaxima verossimilhanca
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Figura B1. Arvore filogenética de méaxima verossimilhanca resultante de sequéncias parciais do gene COI
de Phalloceros, com valores acima dos ramos indicando valores de bootstrap.
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APENDICE C. — Arvore de inferéncia bayesiana

085

ogoa

2.0

Figura C1. Arvore de inferéncia bayesiana calibrada com relégio molecular estrito resultante de
sequéncias parciais do gene COI de Phalloceros. Valores acima dos ramos indicam a probabilidade a
posteriori;
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APENDICE D — Resultados do ABGD

Numero de grupos encontrados: 9 grupos (p= 0.0010)

Grupo[1]n:2; Hap_1Hap 2

Grupo[2]n:2; Hap 3 Hap 4

Gropo[3]n:11;:Hap_5Hap 7 Hap_8 Hap_9 Hap_10 Hap_11 Hap_12 Hap_13
Hap_14 Hap_16 Hap_18

Grupo[4]n:1;:Hap_6

Grupo [5] n: 2; Hap_15 Hap_17

Grupo[6]n:1;:Hap_19

Grupo[7]n:1;:Hap_20

Grupo[8]n:1;:Hap 21

Grupo[9]n:1;:Hap 22

Matriz de distancia: ((Hap_12 _group 3 :0.002456,Hap 10 _group 3 :0.001154)
:0.001550,Hap_ 9 group 3 :0.001067) :0.000339,Hap 16 _group 3
:0.004113,(((((((((Hap_22 _group 9 :0.135160,(Hap_4 _group 2 :0.009928,Hap_3
_group 2 :0.006318) :0.027194) :0.001631,(Hap_2 _group1 :0.002031,Hap_ 1
_group1 :0.001579) :0.046855) :0.022483,(Hap_19 group 6 :0.026655,(Hap_17
_group5 :0.004262,Hap 15 group 5 :0.008373) :0.021847) :0.010903)
:0.003507,(Hap_21 group 8 :0.018996,Hap 20 group 7 :0.031545) :0.007041)
:0.001167,Hap_6 _group 4 :0.026445) :0.014395,(Hap_14 group 3
:0.000903,Hap 5 _group 3 :0.002708) :0.006601) :0.003763,(Hap_8 group 3
:0.002700,Hap_7 _group 3 :0.000910) :0.009604) :0.001728,Hap_18 group 3
:0.004473) :0.001447,(Hap_13 group 3 :0.003008,Hap_11 group 3 :0.002407)
:0.002186) :0.001193);
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APENDICE E - Arvore de delimitacdo do PTP

L0Hap 22
_ Hap 21
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Figura E.1. Arvore de delimitacdo de espécies de Phalloceros pelo PTP. Cor azul representa OTU
distintas, enquanto que a cor vermelha representa a mesma OTU.



APENDICE F - Arvore de delimitacdo do GMYC
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Figura F.1. Arvore de delimitacdo de espécie de Phalloceros pelo GMYC. Cor preta representa OTU

distintas, enquanto que a cor vermelha representa a mesma OTU.
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APENDICE G - Distancia genética entre haplétipos

Tabela G.1- Distancia genética entre os hapl6tipos

Hap_ 1 Hap 2 Hap 3 Hap 4 Hap 5 Hap 6 Hap 7 Hap 8 Hap 9 Hap 10 Hap 11 Hap_ 12 Hap 13 Hap 14 Hap 15 Hap 16 Hap 17 Hap_ 18 Hap_ 19 Hap 20 Hap 21

Hap_1
Hap_2 | 0.002

Hap_3 | 0.086 0.084

Hap_4 | 0.098 0.096 0.015

Hap_5 | 0.106 0.109 0.093 0.097

Hap_6 | 0.106 0.109 0.091 0.100 0.051

Hap_7 | 0.102 0.100 0.095 0.099 0.022 0.059

Hap 8 | 0.104 0.102 0.097 0.102 0.024 0.061 0.002

Hap_9 | 0.107 0.109 0.093 0.093 0.018 0.051 0.015 0.016

Hap_10 | 0.104 0.107 0.091 0.091 0.016 0.053 0.016 0.018 0.002

Hap_11| 0.113 0.115 0.097 0.097 002 0.049 0.017 0.018 0.005 0.007

Hap_12 | 0.107 0.109 0.093 0.093 0.018 0.055 0.018 0.02 0.004 0.002 0.005

Hap_13 | 0.113 0.115 0.097 0.097 002 0.049 0.017 0.018 0.005 0.007 0.004 0.009

Hap_14 | 0.104 0.106 0.091 0.095 0.002 0.049 0.02 0022 0.016 0015 0.018 0.016 0.018

Hap_15| 0.139 0.137 0.105 0.114 0.077 0.075 0.077 0.075 0.073 0.071 0.075 0.073 0.075 0.075

Hap_16 | 0.107 0.109 0.093 0.093 0.022 0.055 0.018 0.02 0.004 0.005  0.009 0.007 0.009 0.02 0.077

Hap_17 | 0.13 0128 0.096 0.105 0.067 0.065 0.075 0.077 0.071 0.069 0.073 0.071 0.073 0.065 0.011 0.075

Hap_18 | 0.107 0.109 0.091 0.095 0.018 0.051 0.015 0.017 0.007 0.009 0.009 0.011 0.009 0.016 0.069 0.007 0.067

Hap_19 | 0.125 0.123 0.098 0.107 0.067 0.071 0.069 0.071 0.071 0.069 0.073 0.071 0.073 0.065 0.055 0.075 0.055 0.071

Hap_20 | 0.13  0.133 011 0.119 0.063 0.075 0.071 0.073 0.067 0.065 0.069 0.067 0.069 0.061 0.079 0.071 0.073 0.067 0.077

Hap_21| 0.113 0.115 0.093 0.101 0.051 0.053 0.059 0.061 0.051 0.053 0.053 0.055 0.053 0.049 0.075 0.055 0.065 0.051 0.073 0.051
Hap 22 | 0219 0219 0195 0.191 0218 0.226 0228 0.231 0.228 0.225 0.223 0.223 0.223 0.215 0.223 0.225 0.215 0.228 0.208 0.233 0.22







