UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

DAVID RICHARD DA LUZ

FILOGENIA MOLECULAR E FILOGEOGRAFIA DE SCHWARZIANA MOURE
(HYMENOPTERA, APIDAE)

CURITIBA
2011



DAVID RICHARD DA LUZ

FILOGENIA MOLECULAR E FILOGEOGRAFIA DE SCHWARZIANA MOURE
(HYMENOPTERA, APIDAE)

Dissertacdo apresentada a Coordenacdo do
Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias
Biolégicas, Area de Concentragcdo em
Entomologia, do Departamento de Zoologia da
Universidade Federal do Parani, como
requisito parcial para a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Prof. Dr. Gabriel A. R. Melo

CURITIBA
2011



DAVID RICHARD DA LUZ

“Filogenia molecular e filogeografia de Schwarziana Moure (Hymenoptera,
Apidae)”

Dissertacao aprovada como requisito parcial para obtengao do grau de “Mestre
em Ciéncias Biolégicas”, no Programa de Pés-graduacao em Ciéncias
Bioldgicas, Area de Concentragdo em Entomologia, da Universidade Federal
do Parana, pela Comissao formada pelos professores:

C \\\ l L kx\(’ R

Prof. Dr. Gabrle Augusto R)ﬂdrlgues de Melo (Orientador)
(UFPR)

f

! 1
o | r O
- 7' / \‘

Profa. Dra. Cris‘{ina Yumi Miyaki
!‘\ (USP)

m \%’wm

Prof. Dr\’Wa{ter Antonio Perel oeger
(UFPR)E
\

Curitiba, 20 de julho de 2011.



“Isn't it enough to see that a
garden is beautiful without
having to believe that there are
fairies at the bottom of it too?”

Douglas Adams

"I do not fear death. | had been
dead for billions and billions of
years before | was born, and
had not suffered the slightest
inconvenience from it."

Mark Twain

“For me, it is far better to grasp

the Universe as it really is than

to persist in delusion, however
satisfying and reassuring.”

Carl Sagan
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Resumo

O género Schwarziana compreende duas espécies: Schwarziana
quadripunctata e Schwarziana mourei, além de duas formas ainda ndo descritas,
uma da Chapada dos Veadeiros, em Goias e a outra da Serra da Bocaina, em S&o
Paulo. S. quadripunctata distribui-se pelo Brasil (BA, ES, GO, MG, PR, RS, RJ, SC e
SP), Argentina e Paraguai e apresenta grande variacdo morfolégica ao longo de sua
area de distribuicdo. O objetivo principal deste trabalho foi estudar a filogeografia de
S. quadripunctata, a fim de elucidar seus padrdes geograficos e taxondmicos. Foram
sequenciados 1091 pb dos genes mitocondriais COl e CitB de 44 individuos
provenientes de 32 localidades diferentes. Destes, 40 sédo de S. quadripunctata, 2 de
S. mourei e 2 de S.sp.nov. (espécie nova da Chapada dos Veadeiros, em Goias).
Arvores filogenéticas foram construidas através de trés métodos: maxima parcimonia
(MP), maxima verossimilhanca (MV) e inferéncia bayesiana (IB). Uma rede de
haplétipos de S. quadripunctata foi reconstruida por median-joining network. A
analise de variancia molecular (AMOVA) foi calculada. No alinhamento concatenado
(1091 pb) obtido para S. quadripunctata, foram identificados 29 haplétipos, com uma
diversidade nucleotidica (11) de 0,03005 e uma diversidade haplotipica (Hd) de
0,985. As andlises filogenéticas e a rede de haplétipos identificaram quatro
filogrupos monofiléticos dentro de S. quadripunctata, com evidente congruéncia
biogeografica. A AMOVA mostrou um percentual de variacdo entre os grupos de
55,16%, indicando haver uma alta estruturacéo. Estudos adicionais devem ser feitos,
pois os resultados aqui encontrados sugerem que S. quadripunctata possa ser um

complexo de espécies cripticas.

Palavras-chave: Schwarziana quadripunctata; filogeografia, DNA mitocondrial,

espécies cripticas.



Abstract

Molecular Phylogeny and Phylogeography of Schwarziana Moure
(Hymenoptera, Apidae). The genus Schwarziana comprises two species:
Schwarziana quadripunctata e Schwarziana mourei, and two undescribed species,
one of the Chapada dos Veadeiros, state of Goids and the other of the Serra da
Bocaina, state of Sdo Paulo. S. quadripunctata occurring in Brazil (states of Bahia,
Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro,
Santa Catarina e Sao Paulo), Argentina and Paraguay and shows great
morphological variation throughout its distribution area. The main purpose of this
study was to investigate the phylogeography of S. quadripunctata in order to
elucidate their geographical and taxonomic patterns. 1090 bp of the mitochondrial
genes COI and CytB were sequenced for 44 individuals (40 S. quadripunctata, two S.
mourei and two of the new species from state of Goias) from 32 different localities.
Phylogenetic trees were constructed by three methods: maximum parsimony (MP),
maximum likelihood (ML) and bayesian inference (Bl). Haplotype network was
reconstructed by median-joining network. Analysis of molecular variance (AMOVA)
was calculated. In the concatenated alignment (1091 bp) of S. quadripunctata
twenty-nine haplotypes were identified with a nucleotide diversity (1) of 0,03005 and
a haplotype diversity (Hd) of 0,985. Phylogenetic analysis and haplotype network
identified four monophyletic phylogroups in S. quadripunctata with evident
biogeographical congruence. AMOVA showed a percentage of variation among
groups of 55,16%, indicative of genetic structure. Additional studies must be made
because the presented results suggest that S. quadripunctata can be a cryptic

species complex.

Keywords: Schwarziana quadripunctata; phylogeography; mitochondrial DNA;

cryptic species.
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1. Introducéo

1.1 As abelhas

Abelhas sé&o vespas (Hymenoptera, Aculeata) cujas fémeas, em vez de
capturarem outros artrépodes como alimento, coletam pdlen e néctar diretamente
nas flores para alimentar suas larvas (Silveira et al. 2002). Compreendem um grupo
monofilético (Alexander & Michener 1995, Melo 1999, Michener 2007) denominado
Apidae (Melo & Gongalves 2005), que esta inserido dentro da superfamilia Apoidea
juntamente com outros quatro grandes grupos de vespas: Heterogynaidae,
Ampulicidae, Sphecidae e Crabronidae, esta ultima considerada grupo-irmdo das
abelhas (Melo 1999).

Sdo reconhecidas para Apidae sete subfamilias (Andreninae, Apinae,
Colletinae, Halictinae, Megachilinae, Melittinae e Stenotritinae), 51 tribos e 27
subtribos (Melo & Goncalves 2005). Existem cerca de 17.500 espécies descritas,
porém estimativas sugerem que este numero seja superior a 20.000 (Michener
2007), sendo cerca de 85% destas espécies solitarias (Batra 1984).

As abelhas sdo os mais importantes polinizadores das angiospermas, e
muitas espécies possuem elevado interesse econdmico (Barth 1991). Um outro
admiravel aspecto de sua biologia é a grande variedade de comportamentos
existentes, que vao desde o solitario até a eussocialidade, com fémeas de mais de
uma geragcdo coexistindo em uma colbnia altamente organizada onde existe
diferenciacdo de castas e de atividades no seu interior (Roubik 1989, Michener
2007).

1.2 A subtribo Meliponina

A subfamilia Apinae abriga uma linhagem monofilética de abelhas
corbiculadas (tribo Apini sensu Melo & Goncgalves 2005) formada por quatro
subtribos: Apina (abelhas meliferas, género Apis), Bombina (mamangabas do
género Bombus), Euglossina (abelhas das orquideas) e Meliponina (abelhas sem
ferrdo) (Michener 1990, Roig-Alsina & Michener 1993, Silveira et al. 2002, Michener
2007).



A subtribo Meliponina (sensu Melo & Gongalves 2005) reune as chamadas
“abelhas indigenas sem ferrdo” que estdo amplamente distribuidas pelas regides
tropicais do mundo, bem como nas regides subtropicais do hemisfério sul (Silveira et
al. 2002). Ao sul, sua distribuicdo extende-se até 35°S na Australia e América do Sul
e 28°S na Africa. Ao norte, o limite de sua distribuicio alcanga um pouco além do
tropico de Cancer (Michener 2007).

A subtribo é composta por mais de 500 espécies descritas (Eardley 2004,
Camargo & Pedro 2007, Rasmussen 2008), das quais aproximadamente 75% s&o
restritas a regido Neotropical (Camargo & Pedro 2007) reunidas em 57 géneros
(Camargo & Pedro 1992, Camargo & Roubik 2005). Entretanto, de acordo com
Michener (2007) este numero de espécies € subestimado e uma aproximacao real
ao numero total pode ser impossivel devido ao grande niumero de espécies cripticas
existentes e da auséncia de analises detalhadas da maioria dos géneros.

Os meliponineos séo abelhas de porte mindsculo a médio (1,8 — 13,5 mm),
em geral robustas. Podem ser facilmente distinguidos das demais abelhas
corbiculadas pelos seguintes caracteres: venacao das asas reduzida, presenca de
um penicilio (conjunto de cerdas longas na margem apical externa da tibia posterior)
e ferrdo vestigial (Michener 1990, Michener 2007).

Todas as espécies sao eussociais, embora algumas apresentem habitos
cleptobidticos (género Lestrimelitta) (Silveira et al. 2002, Michener 2007). Sao
encontradas em coldnias variando de poucas duzias até mais de 100.000 operarias.
Do mesmo modo que as abelhas meliferas (subtribo Apina), e diferentemente das
outras abelhas, elas vivem em colonias perenes e possuem castas de fémeas
morfolégica e comportalmente diferentes, denominadas operarias e rainhas
(Michener 2007). As operarias coletam e processam o alimento, cuidam das larvas,
constroem o0s ninhos e defendem a colbnia, enquanto a rainha tem a funcéo
reprodutiva (Weinstock et al. 2006).

A maioria das espécies de meliponineos faz seus ninhos em cavidades
preexistentes (ocos de arvores, frestas em paredes, pareddes rochosos, ninhos
abandonados de cupins e formigas etc.), mas algumas espécies constroem ninhos
expostos ou semi-expostos em galhos de arvores, fendas em rochas ou em
construgdes humanas (Silveira et al. 2002, Michener 2007). A estrutura de entrada

dos ninhos da maioria dos meliponineos é formada por um tubo de cera, cerume ou



resina de comprimento e formato variaveis (Camargo & Pedro 2003), jA em outras
espécies, como Schwarziana quadripunctata (Lepeletier, 1836), a entrada, quando
existente, é construida apenas de terra pura (Camargo 1974). A estrutura de entrada
esta relacionada com o sistema de defesa do ninho sendo, em alguns casos,
inconspicua ou camuflada (Camargo & Pedro 2003).

A dispersdo dos meliponineos, que ocorre através da fundacdo de novas
colénias por enxameacao, pode apresentar taxas de migracdo mais lentas que a das
demais abelhas eussociais (Silveira et al. 2002). As colonias-filhas sao dependentes
da colbnia-mée, uma vez que utilizam alimento e operéarias desta colbnia por um
determinado periodo, fazendo com que a fundacdo de novos ninhos fique restrita a
pequenas distancias (Nogueira-Neto 1954).

A polinizacdo representa um importante papel ecolégico para o0s
meliponineos, pois estas abelhas sdo um dos mais importantes grupos de
polinizadores de plantas nativas e cultivadas nas regifes tropicais e subtropicais
(Camargo & Pedro 1992, Heard 1999).

1.3 O género Schwarziana Moure, 1943

Schwarziana foi proposto inicialmente como subgénero de Trigona Jurine
por Moure (1943). Pouco tempo depois, Schwarz (1948) reconheceu Schwarziana
como um género a parte. Entretanto, o status taxonédmico de Schwarziana néo é
unanimidade entre os taxonomistas. Michener (2007) tem tratado Schwarziana como
subgénero de Plebeia Schwarz, 1938, juntamente com Plebeia s.I. e Scaura
Schwarz, 1938. No entanto, a proposta de Michener ndo se sustenta, uma vez que
este agrupamento nao forma um grupo monofilético (Costa et al. 2003, Rasmussen
& Cameron 2010). Em sua recente filogenia global dos meliponineos, Rasmussen &
Cameron (2010), com base em um gene mitocondrial e trés nucleares, posicionaram
Schwarziana como grupo irméo do género monotipico Mourella Schwarz, 1946.

E interessante salientar, porém, que decisdes sobre o0s esquemas
classificatérios a serem adotados tém pouca importancia do ponto de vista da
taxonomia. O que realmente importa é que 0s grupos reconhecidos representem

unidades moncdfiléticas (Silveira et al. 2002).



As espécies do género Schwarziana Moure, 1943 sdo exclusivamente
neotropicais, com distribuicdo geografica restrita ao continente sul-americano
(Silveira et al. 2002). Camargo & Pedro (2007) reconhecem duas espécies para o
género: Schwarziana quadripunctata (Lepeletier, 1836) e Schwarziana mourei Melo,
2003.

Contudo, a diversidade em Schwarziana € maior do que aquela que tem sido
reconhecida na literatura. Existem duas espécies conhecidas ainda nao formalmente
descritas para o género: uma da Chapada dos Veadeiros, em Goias, e outra da
Serra da Bocaina, em S&o Paulo. E provavel que outras regibes de terras altas,
como a Cadeia do Espinhaco e a Chapada da Diamantina, por exemplo, também

abriguem espécies novas adicionais (Melo 2003).

1.3.1 Schwarziana mourei Melo, 2003

Espécie recentemente descrita por Melo (2003) que possui distribuicao
geografica conhecida nos estados brasileiros de Goias, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais e Tocantins, além do Paraguai (Figura 1).

Segundo Melo (2003), apesar de a primeira vista ser muito parecida com S.
quadripunctata, S. mourei pode ser facilmente reconhecida pelo seguinte conjunto
de caracteres: depressao corbicular normal (em quadripunctata, estende-se além da
metade da tibia), escutelo quase inteiramente amarelo (variavel em quadripunctata,
porém a mancha amarela € menos extensa), pilosidade amarelada (escura em
quadripunctata), tarsos castanho-amarelados (castanho-escuros em quadripunctata),
metassoma uniformemente castanho-escuro (variadvel em quadripunctata) e

metaposnoto glabro (nunca glabro em quadripunctata).

1.3.2 Schwarziana quadripunctata (Lepeletier, 1836)

Esta espécie apresenta distribuicdo geografica conhecida para os estados
brasileiros da Bahia, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do
Sul, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sao Paulo, além de Argentina e Paraguai
(Camargo & Pedro 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de distribuicdo geografica de S. mourei (circulos vermelhos) e S. quadripunctata
(circulos pretos), baseado em dados do material depositado na Colecdo Entomoldgica Pe. Jesus
Santiago Moure, Departamento de Zoologia, Universidade Federal do Parana (DZUP). Os tons
acinzentados no mapa baseiam-se em reconstru¢des digitais do relevo, em que os tons mais escuros
indicam maiores altitudes, como indicado.

Em sua obra seminal sobre os meliponineos do hemisfério ocidental,
Schwarz (1948) reconheceu duas formas, tratadas por ele como subespécies de
guadripunctata: a forma tipica e bipartita (Lepeletier, 1836). Este tratamento foi
mantido até o trabalho de Camargo (1974), no qual, devido a aparente
inconsisténcia biogeografica envolvida no reconhecimento dessas duas formas, o
autor sugeriu que bipartita fosse considerada sindbnimo de quadripunctata.

Camargo (1974) estudou e descreveu em detalhes a morfologia e a biologia
da espécie, com destaque para a arquitetura de ninhos. S. quadripunctata é uma
das poucas espécies de meliponineos que nidifica subterraneamente, aproveitando
principalmente cavidades abandonadas por formigas do género Atta Fabricius, 1805,

mas também podendo nidificar em termiteiros abandonados ou em ocos de raizes



de &rvores secas. O ninho, que varia de 30-40 cm até 3 metros de profundidade
(Schwarz 1948), apresenta uma estrutura de entrada em forma de torre, construida
somente de terra pura, sem resinas ou ceras, uma galeria de entrada e o ninho
propriamente dito.

S. quadripunctata apresenta grande variacdo morfologica ao longo de sua
ampla area de distribuicdo, podendo, desta forma, representar mais de uma espécie
(formas cripticas ignotas). Desta maneira, quadripunctata foi escolhida para o estudo

filogeografico.

1.5 Filogeografia

Héa pouco mais de 20 anos, Avise e colaboradores propuseram a integracao
da sistematica e da genética de populacdes para investigar a conexao entre eventos
micro e macroevolutivos. Este novo campo do conhecimento foi chamado de
filogeografia. De acordo com Avise et al. (1987), a filogeografia € definida como o
estudo dos principios e processos que determinam as distribuicbes geograficas de
linhagens genealdgicas, especialmente aquelas dentro e entre espécies
relacionadas.

A andlise e interpretacdo da distribuicdo de linhagens requerem o
processamento conjunto de informacdes de uma série de disciplinas, incluindo
sistematica filogenética, genética de populagbes, etologia, demografia,
paleontologia, geologia e modelos paleogeograficos e paleoclimaticos. A
multidisciplinaridade da filogeografia faz com que a disciplina represente uma ponte
empirica e conceitual entre 0s processos micro e macroevolutivos (Arbogast &
Kenagy 2001, Martins & Domingues 2011).

Os eventos microevolutivos sdo aqueles que ocorrem entre individuos
distribuidos nas populacbes e que levam a mudanca das frequéncias génicas ao
longo das geracdes, enquanto que 0s eventos macroevolutivos dizem respeito a
diferenciacdo entre espécies e taxons superiores (Ridley 2006). Por esta razéo,
Avise (2000) considerou a filogeografia como o estudo da formacao das espécies.

Avise (2000), com base na literatura publicada até entdo, propds cinco

categorias para definir os padrdes filogeograficos:



Categoria | (alta divergéncia genética, linhagens alopatricas): caracterizada
pela ocorréncia de haplétipos geograficamente isolados e separados por
grande numero de mutagdes. A existéncia de uma barreira ao fluxo génico por
longos periodos de tempo, que promove o surgimento de linhagens

alopatricas, é provavelmente o cenario historico responsavel por este padrao;

Categoria Il (alta divergéncia genética, linhagens simpatricas): este padrdo
normalmente é observado em populacdes que apresentam altos niveis de
fluxo génico, tamanho efetivo grande e que sofreram selecdo balanceadora
ou perda de genotipos intermediarios, retendo algumas linhagens ancestrais.
O contato secundario entre linhagens alopétricas também é um evento
promovedor deste padrdo. O desaparecimento da barreira ao fluxo génico

torna as linhagens simpéatricas novamente;

Categoria 1l (baixa divergéncia genética, linhagens alopatricas): nesta
categoria os haplotipos sado filogeneticamente préximos, mas separados em
regibes geograficamente distintas. E muito provavel que estas populacbes
sejam historicamente ligadas, com um histérico de baixo ou nenhum fluxo

génico contemporaneo;

Categoria IV (baixa divergéncia genética, linhagens simpatricas):
caracterizada por populagbes estreitamente relacionadas, sem nenhum
isolamento geografico e com grande capacidade de dispersdo. A auséncia de
barreiras a dispersdo e o efeito do fluxo génico impedem o surgimento de

linhagens muito divergentes;

Categoria V (baixa divergéncia genética, linhagens parcialmente separadas):
categoria intermediaria entre a Ill e IV, envolve linhagens amplamente
distribuidas e algumas exclusivas a determinadas localidades. Este padrao é
favorecido pelo fluxo génico contemporéaneo limitado ou ausente entre
populacdes historicamente relacionadas. As linhagens de distribuicdo ampla
Sdo 0s ancestrais, enquanto as com distribuicdo restrita sdo as mais

derivadas.



Padrdes filogeograficos semelhantes podem ser compartilhados por
espécies ocupando uma mesma regido geografica, 0 que nos permite tecer
hipéteses sobre eventos historicos comuns que podem ter causado algum tipo de
impacto na composicdo da biodiversidade atual (Avise 2000).

As bases histéricas da filogeografia estdo intimamente ligadas aos estudos
empiricos com o DNA mitocontrial (DNAmt) de animais, iniciados no final dos anos
70. Desde entéo, devido as suas caracteristicas genéticas e estruturais singulares, a
variacdo entre as sequéncias do DNAmt tem sido utilizada para inferir os padrdes
filogeogréficos das espécies (Avise 2000).

Pamilo et al. (1997) citam o fato de que, devido a forma de heranca do
DNAmMt ser materna, ele pode ser usado para identificar matrilinhagens e estimar a
dispersédo por fémeas em insetos sociais. Esta caracteristica peculiar torna o DNAmt
de extrema importancia para os estudos filogeograficos das espécies cuja dispersao
dos ninhos é feita por fémeas, como é o caso de S. quadripunctata.

Poucos estudos filogeograficos com abelhas tém sido relatados na literatura
(p. ex. Diniz-Filho et al. 1999, Tanaka et al. 2001, Soucy & Danforth 2002, Dick et al.
2004, Solorzano et al. 2009). Com meliponineos, apenas um trabalho (Batalha-Filho
et al. 2010) com esse enfoque foi publicado até o presente.

Estes autores estudaram a filogeografia e a histéria demografica da espécie
Melipona quadrifasciata Lepeletier, 1836, revelando a existéncia de dois clados
sustentados pelas analises filogenéticas e pela rede de haplétipos: o clado sul,
formado pela subespécie M. q. quadrifasciata e o clado norte, compreendendo a
subespécie M. g. anthidioides. O tempo de divergéncia para os dois filogrupos foi
estimado entre 490 a 390 mil anos antes do presente, remetendo ao Pleistoceno,
uma época marcada por fortes mudancas climaticas e alteracbes geomorfolégicas

na regido Neotropical.

1.6 O DNA Mitocondrial

Desde o século passado, entre o final da década de 1970 e inicio dos anos
1980, a molécula do DNAmt tem sido o marcador molecular mais utilizado em
estudos envolvendo estrutura populacional, relacdes filogenéticas, migracdes, fluxo

génico, filogeografia, eventos de especiacdo e outros aspectos biolégicos e



evolutivos em diversos grupos de animais (Avise et al. 1987, Moritz et al. 1987, Avise
1994, Hurst & Jiggins 2005).

O DNAmt animal é uma molécula circular e pequena, com aproximadamente
16 kb. O genoma mitocondrial dos animais, salvo algumas excec¢des (p. ex. Warrior
& Gall 1985, Bridge et al. 1992, Raimond et al. 1999), contém os mesmos 37 genes:
22 para RNA transportadores, dois para as subunidades ribossomicas, trés para as
subunidades da enzima citocromo oxidase (COI, COIll e COIIl), um para o citocromo
b, dois para as subunidades da ATPase (6 e 8) e sete para as subunidades da
NADH desidrogenase (Figura 2). Esse numero de genes codifica para apenas 5%
dos produtos necessarios para o funcionamento da mitocéndria (Moritz et al. 1987,
Boore 1999, Arias et al. 2003). O DNAmt possui também uma regido nao
codificadora, conhecida como D-Loop (em vertebrados e equinodermas) ou regido
rica em A+T (em invertebrados), responsavel pelo controle da replicacdo e
transcricdo do DNAmt (Wolstenholme 1992, Arias et al. 2003). A ordem e a
localizacdo dos genes na molécula do DNAmt dos animais €, em geral, considerada
estavel, principalmente entre organismos proximamente relacionados (Moritz et al.
1987).

O que torna a molécula do DNAmt Unica € o fato de apresentar herancga
materna, auséncia de recombinacdo, conteldo génico conservado, regides
intergénicas pequenas ou ausentes, auséncia de introns, de DNA repetitivo, de
pseudogenes e de elementos transponiveis (Moritz et al., 1987), além de a evolucao
de algumas regides ser extremamente rdpida quando comparada a do genoma
nuclear (Nedbal & Flynn 1998), o que o torna muito Gtil para estudos de grupos com
divergéncia recente (Avise 2000). O fato de a heranca do DNAmt ser materna
(portanto, hapléide) faz com que as muta¢des acumuladas ndo sejam dispersas por
meio de recombinacdo, o que permite que diferencas acumuladas entre linhagens
matrilineas sejam usadas para inferéncias de genealogias de genes (Avise et al.
1987). Esta auséncia de recombinagdo faz com que a molécula inteira possa ser
assumida como tendo a mesma histéria genealdgica (Hurst & Jiggins 2005).

Embora amplamente utilizado, o DNAmt apresenta algumas caracteristicas
que, segundo Hurst & Higgins (2005), seriam possiveis fatores complicadores nas
andlises: a heranca materna, que por so refletir a historia das fémeas poderia ndo

detectar a histéria dos machos, e a existéncia de sequéncias de DNAmt integradas
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ao genoma nuclear (NUMTs) que poderiam ser amplificadas por iniciadores
mitocondriais, causando distor¢bes nos resultados de estudos populacionais,
filogenéticos e biogeograficos. Além disso, o DNAmMt de Hymenoptera é conhecido
por possuir uma das proporcdes mais elevadas de adenina (A) e timina (T) entre os
animais (Cameron 1993, Simon et al. 1994, Dowton & Austin 1997, Whitfield &
Cameron 1998), o que aumentaria a ocorréncia de homoplasias que poderiam

causar resultados distorcidos em estudos filogenéticos e filogeograficos.

Regido A+T|3

Apis mellifera

16,343 pb

Figura 2. Mapa do genoma mitocondrial de Apis mellifera (Crozier & Crozier 1993). As setas pretas
indicam as regifes amplificadas no presente estudo. Adaptado de Yamada (2010).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o relacionamento filogenético entre as espécies do género
Schwarziana e estudar a filogeografia de S. quadripunctata, com base nos genes
mitocondriais Citocromo ¢ Oxidase subunidade | (COI) e Citocromo b (CitB), a fim de

elucidar os padrées geograficos e taxondémicos da espécie.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar os haplétipos mitocondriais de S. quadripunctata;

e Avaliar a estruturacdo geografica de S. quadripunctata;

e Verificar se S. quadripunctata forma um complexo de espécies cripticas.
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3. Material e Métodos

3.1 Amostragem

Foram utilizadas amostras de 44 operarias pertencentes as espécies S.
quadripunctata (40), S. mourei (2) e S. sp.nov (2), provenientes de 32 localidades
dos estados brasileiros da Bahia (BA), Distrito Federal (DF), Espirito Santo (ES),
Goias (GO), Minas Gerais (MG), Parana (PR), Rio de Janeiro (RJ), Rio Grande do
Sul (RS), Santa Catarina (SC) e Sao Paulo (SP), além do Paraguai (Tabela 1, Figura

3), coletadas entre os anos de 2003 e 2010.

55° 45°

15° 15°

Altitude (m)
[] 0-431 25°
[] 431-990

B 990- 1548
W 1548-2107
W 2107 - 2665

25°

quildbmetros (km)

55° 45°

Figura 3. Mapa com indicacdo das 32 localidades de amostragem analisadas neste estudo. Os
circulos indicam os individuos de S. quadripunctata, os triangulos indicam os individuos de S. mourei,
e 0 quadrado preto indica os individuos de S. sp.nov. Os tons acinzentados no mapa baseiam-se em
reconstrugbes digitais do relevo, em que os tons mais escuros indicam maiores altitudes, como
indicado.
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Tabela 1. Taxons analisados, localidades amostradas, numero de registro,
coordenadas geogréficas (decimais), tamanho das amostras (N) e haplétipo

encontrado.
Taxon / Localidade Registro Latitude S Longitude W N Haplotipo
S. quadripunctata
Bom Jardim da Serra - SC GM128 -28.376 -49.642 1 H7
Brasilia - DF GM196 -15.945 -47.883 1 H15
Caeté - MG GMO003 -19.817 -43.667 1 H6
Cambara do Sul - RS GM216 -29.033 -50.133 1 H23
Campo Alegre - SC GM191 -26.193 -49.266 1 H10
Campo Largo-PR GMO004 -25.233 -49.6 1 H2
Cotia - SP GM198 -23.633 -46.9 2 H3
Divino de Sé&o Lourengo - ES  GM214 -20.567 -41.767 1 H17
Encruzilhada - BA GM190 -15.474 -40.838 2 H9
GM354 -15.540 -40.837
Governador Valadares - MG GM203 -18.883 -41.9 1 H27
Indaial - SC GM194 -27.05 -49.149 1 H11
Luzerna - SC GM220 -27.133 -51.483 1 H24
Montes Claros - MG GMO001,002 -167.667 -43.867 2 H4
Nova Friburgo - RJ GM189 -22.283 -42.519 1 H12
Ouro Preto - MG GM217 -20.383 -43.5 1 H26
Palmas - PR GM197 -26.55 -51.983 1 H18
Passos Maia - SC GM218, 219 -26.733 -51.783 2 H24
Pedregulho - SP GM224 -20.159 -47.521 1 H22
Piraquara - PR GM079, 085 -25.442 -49.063 2 Hil,H14
Ponto dos Volantes - MG GM199 -16.887 -41.517 3 H21, H25
GM200 -16.767 -41.433
Resende - RJ GM195 -22.5 -44.683 1 H16
Salesopolis - SP GM193 -23.654 -45.890 2 H13
Sao José do Barreiro - SP GM204 -22.725 -44.626 2 H19
GM205 -22.743 -44.616
Séao José dos Pinhais - PR GMO005 -25.535 -49.206 1 H14
Serra do Salitre - MG GMO086 -19.111 -46.69 2 H5
Teodoro Sampaio - SP GM222 -22.567 -52.3 2 H29
GM223 -22.517 -52.317
Tunas do Parana - PR GM192 -25.067 -49.083 1 H20
Vicosa - MG GM163 -20.755 -42.878 1 H8
Vitéria da Conquista - BA GM221 -14.883 -40.8 1 H28
S. mourei
Paraguai, Capiata GM164 -26.833 -57.017 1
Porto Murtinho - MS GM166 -21.380 -56.763 1
S. sp.nov.
Alto Paraiso de Goias - GO GM165 -14.183 -47.617 2

Total 44
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Quando as coordenadas exatas das localidades amostradas ndo estavam
disponiveis, foram utilizadas as coordenadas da sede do municipio. As amostras,
devidamente etiquetadas, foram armazenadas em tubos criogénicos de 2 ml
contendo etanol absoluto e estocadas em freezer a -20°C até o momento da
extracdo de DNA.

Uma viagem de coleta (licenca n° 22198-1/ ICMBI0) foi realizada em marco
de 2010, para o municipio de S&o José do Barreiro, em S&o Paulo, com o intuito de
encontrar material fresco da espécie nova de Schwarziana para a Serra da Bocaina.
Apesar dos esforcos em campo, foram coletados apenas individuos de S.
quadripunctata.

Como grupo externo foram utilizadas duas operarias de M. caerulea,
oriundas de Candiota, no Rio Grande do Sul e Sdo Joaquim, em Santa Catarina. A

escolha foi baseada em Camargo & Roubik (2005) e Rasmussen & Cameron (2010).

3.2 Extracédo e quantificacdo do DNA total

O DNA genbmico foi extraido através de dois protocolos, em funcdo da
dificuldade de extracdo de algumas amostras: kit de extracdo EZ-DNA (Biosystems®,
Brasil) (protocolo 1) e Cheung et al. (1993), com modifica¢des (protocolo Il). Para a
extragdo do DNA foi utilizada somente a musculatura do térax de cada individuo,
permitindo que o mesmo fosse montado posteriormente. As extracdes foram
realizadas no Laboratério de Biologia Molecular “Danuncia Urban” do Departamento

de Zoologia da Universidade Federal do Parana.

Protocolo I:

1) Adicionar 150ul de tampao de digestao “TD” (50mM Tris, 50mM EDTA, 2%
SDS; pH 8,0) em um tubo tipo eppendorf autoclavado;

2) Colocar o tecido de interesse no tubo que ja contém o TD e macerar com
pistilo;

3) Adicionar 10ul de Proteinase K (20mg/ml);

4) Deixar a solugdo em banho-maria a 55°C durante trés horas;

5) Adicionar 200pl do kit de extracdo EZ-DNA (Biosystems®) e homogeneizar a

solugéo por inversao;



6)
7

8)
9)
10)

11)

12)
13)

14)

15)

16)

15

Incubar a 30-40°C por, no minimo, uma hora em banho-maria;

Centrifugar a amostra durante dez minutos a 12.000 rpm. As proteinas irdo
precipitar formando um pellet na parede do tubo;

Transferir o sobrenadante contendo o DNA para outro tubo e adicionar 300pl
de etanol absoluto gelado;

Misturar a solugédo invertendo o tubo gentilmente;

Armazenar por 30 minutos em temperatura ambiente;

Centrifugar a amostra durante cinco minutos a 10.000 rpm. O DNA ira formar
um pellet translicido preso a parede do tubo;

Descartar o sobrenadante cuidadosamente vertendo o tubo;

Colocar 200pul de etanol 95% gelado e centrifugar a amostra por cinco minutos
a 10.000 rpm,;

Descartar cuidadosamente o sobrenadante, colocar 200ul de etanol 70%
gelado e centrifugar a amostra por cinco minutos a 10.000rpm;

Retirar o sobrenadante e secar a amostra a 55°C em estufa durante cerca de
30 minutos;

Adicionar ao tubo com DNA 50ul de agua MiliQ autoclavada e armazenar em
freezer a -20°C.

Protocolo Il

1)

2)

3)
4)

5)
6)

7

8)

Adicionar 160pl de solucédo tampéao (600ul de TRIS-HCI + 750ul de NaCl +
210ul de EDTA = 1,5ml) em um tubo tipo eppendorf autoclavado;

Colocar o tecido de interesse no tubo que ja contém a solucao tampao e
macerar com pistilo;

Adicionar 20ul de SDS 10%;

Incubar por 30 minutos em banho-maria a 60°C e deixar esfriar em
temperatura ambiente;

Adicionar 50ul de cloroférmio:alcool isoamilico 24:1;

Centrifugar a amostra durante 15 minutos a 13.000 rpm,;

Transferir 0 sobrenadante contendo o DNA para outro tubo e adicionar 80pl
de acetato de amonio 7,5M e 300ul de etanol 96%;

Inverter gentilmente e armazenar em freezer a -20°C durante 30 minutos para

a precipitacao do DNA,
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9) Centrifugar a amostra durante 15 minutos a 13.000 rpm. O DNA ira formar um

pellet translicido preso a parede do tubo;

10) Descartar o sobrenadante cuidadosamente vertendo o tubo;

11) Colocar 300ul de etanol 70% gelado e centrifugar a amostra por cinco
minutos a 13.000 rpm;

12) Retirar o sobrenadante e secar a amostra a 55°C em estufa durante cerca de
30 minutos;

13) Adicionar ao tubo com DNA 50ul de agua MiliQ autoclavada e armazenar em

freezer a -20°C.

O DNA genbmico extraido de cada amostra foi quantificado por densidade
optica em espectrofotdmetro NanoDrop (ND1000®). As amostras que apresentaram

baixa concentragcdo de DNA foram descartadas e novas extragdes foram realizadas.

3.3 Material testemunho

Todos os espécimes utilizados nas extracfes foram devidamente montados,
etiquetados (Local, Data, Coletor, Cédigo de identificacdo) e depositados como
material testemunho na Colecdo Entomoldgica Pe. Jesus Santiago Moure,
Departamento de Zoologia, Universidade Federal do Parana (DZUP).

3.4 Amplificagéo, eletroforese e sequenciamento

Foram amplificados fragmentos dos genes mitocondriais Citocromo c
Oxidase subunidade | (COI), Citocromo b (CitB) e 16S RNAr (16S). Os iniciadores
utilizados para a amplificacdo parcial desses genes sao considerados universais
para o genoma mitocondrial de insetos, pois amplificam fragmentos em uma ampla
variedade de organismos (Tabela 2).

As reacbes de PCR foram conduzidas em termociclador Mastercicler
(Eppendorf). Os fragmentos dos dois genes mitocondriais foram amplificados em
reacoes com volume final de 25ul, ambas com as mesmas concentragbes de
reagentes e 0s mesmos parametros de amplificacdo, com excec¢ao da temperatura

de anelamento. A mistura de reacdo continha 10-50ng de DNA molde, 5ul da mistura
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de dNTPs a 2,5mM, 2,5ul de 10X “PCR Buffer” (Invitrogen), 2,5ul de MgCl, a 25mM,
1pl de cada iniciador a 25 pM, 0,2ul de Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen)

e agua MiliQ autoclavada para completar o volume final de 25pl.

Tabela 2. Iniciadores utilizados para a amplificacdo dos genes mitocondriais
utilizados neste estudo, sequéncias, temperatura de anelamento e referéncias

bibliograficas.

Gene Iniciador Sequénciab' -> 3' Temp. Ref.
ol LCO  GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG  4oo-  Folmer etal.
HCO TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA (1994)

B miD-26 TATGTACTACCATGAGGACAAATATC .o~  Simon etal.
mtD-28 ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT (1994)
874-16S TATAGATAGAAACCAATCTG Cameron et

. al. (1992)

165 48°C Downton &

16SWb CACCTGTTTATCAAAAACAT

Austin (1994)

Os ciclos de temperatura das reacdes de PCR consistiram em um passo de
desnaturacao inicial de 94°C por trés minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacéo
a 94°C por 60 segundos, anelamento por 60 segundos a uma temperatura especifica
para cada par de iniciadores (Tabela 2) e elongacdo a 72°C por 45 segundos. Ao
final desses ciclos, um passo extra de elongacdo a 72°C por cinco minutos foi
efetuado. Em todas as reacdes realizadas, uma amostra livre de DNA (controle
negativo) foi incluida com o objetivo de avaliar a presenca ou a auséncia de
contaminantes ou inibidores durante o processo de extracdo de DNA e/ou
preparacao das reacdes de PCR.

Apbs a amplificacdo das amostras, os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5%, utilizando o tampao de corrida 1X TBE (Tris-
Borato-EDTA) e um marcador de peso molecular de 100 pb (pares de base) DNA
Ladder. Ao final da eletroforese, os géis foram corados por cerca de 20 minutos em
solucdo de 0,5ug/ml de brometo de etidio e visualizados em um transiluminador de
luz UV MultiDoc-It Imaging System, da UVP, a fim de verificar a qualidade e tamanho
dos fragmentos amplificados. Os géis de agarose foram entdo fotografados e

digitalizados pelo programa Doc-It®LS Image Analysis Software.
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As amostras que apresentaram resultados satisfatorios foram enviadas para
a empresa Macrogen Inc. (http://dna.macrogen.com), localizada em Seul, Coréia do
Sul, que realizou a purificacdo e a reacdo de sequenciamento em um sequenciador
automatico, modelo ABI 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems™). Visando
corrigir possiveis erros ou ambiguidades de sequenciamento, foram sequenciadas

ambas as fitas, forward e reverse, de cada amostra.

3.4 Edicéo, alinhamento das sequéncias e analise de composi¢cdo molecular

Cada amostra teve sua sequéncia consenso construida através dos
programas Pregap4 e Gap4, do pacote Staden Package, versédo 1.7.0 (Bonfield et al.
1995). Para evitar possiveis erros de leitura, todos as sequéncias consenso tiveram
seus eletroferogramas e seus graus de confiabilidade para cada base checados
visualmente através do programa Gap4. As sequéncias obtidas foram comparadas
com aquelas disponiveis no GenBank® (http://ncbi.nim.nih.gov), através da
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool - Altschul et al., 1997), para a
confirmacédo de seu posicionamento taxonémico.

As sequéncias consenso obtidas foram editadas no programa BioEdit,
versao 7.0.9.0 (Hall 1999) e alinhadas através do programa Clustal W (Thompson et
al. 1994), implementado no BioEdit. Todos os alinhamentos foram inspecionados e
corrigidos manualmente quando necessario. Ap6s o alinhamento individual, as
sequéncias dos genes COIl e CitB foram concatenadas com o auxilio do programa
Geneious, versdo gratuita 5.4.2 (Drummond et al. 2011). De acordo com Gadagkar
et al. (2005), alinhamentos concatenados utilizando pelo menos dois genes, em
geral, produzem maior acuracia nas inferéncias filogenéticas do que aquelas
inferidas através de um Unico gene, além de evitar possiveis diferencas entre
arvores de genes e arvores de espécies.

As caracteristicas inerentes as sequéncias de DNA obtidas e as distancias
genéticas foram identificadas através dos programas MEGA4 (Tamura et al. 2007). A
possivel presenca de codons de parada nas sequéncias foi verificada com o
programa Geneious. Com o intuito de checar a qualidade dos dados dos
alinhamentos, foi realizado um teste para verificar a saturacdo de bases através do

programa DAMBE, versdo 5.2.34 (Xia & Xie 2001). O nivel de saturacdo das
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sequéncias foi avaliado através da analise grafica do numero transicbes e
transversbes (ti/tv) versus a distdncia genética corrigida segundo o modelo de
Tamura e Nei (1993).

3.5 Andlises filogenéticas

As arvores foram obtidas para o conjunto dos dados concatenados através
de trés métodos de inferéncia filogenética: inferéncia Bayesiana (ver Huelsenbeck et
al. 2001), méaxima parcimbnia (ver Farris 1983) e maxima verossimilhanca (ver
Swofford et al. 1996).

A selecéo do modelo de evolugdo molecular mais adequado para o conjunto
de dados foi feita através do programa jModelTest, versao 0.1.1 (Posada 2008) com
o critério de informacdo Akaike corrigido (AICc), para as analises da inferéncia
Bayesiana e de méxima verossimilhancga, utilizando o grupo externo.

A anadlise de inferéncia Bayesiana foi realizada através do programa
MrBayes, versdo 3.1.2 (Ronquist & Ruelsenbeck 2003). As buscas consistiram em
duas corridas independentes, cada uma com quatro cadeias simultaneas (uma cold
chain e trés heated chains). As Markov chain Monte Carlo (MCMC) foram iniciadas
com uma arvore aleatéria e o nimero inicial de geracdes foi de 2.000.000, com as
topologias sendo salvas a cada 100 geracdes. Quando completado o numero de
geracdes, era verificado visualmente se o programa teria atingido a convergéncia
(desvio padrdo < 0,01) entre as duas cadeias de Markov, caso contrario um nimero
maior de geragbes seria aplicado. ApoOs descartar 25% das éarvores obtidas
(comando burnin = 5000), uma arvore consenso foi gerada a partir das cold chains
de cada uma das duas corridas. O suporte dos ramos foi obtido através das
probabilidades posteriores. Nesta analise, foram utilizados os modelos de evolucao
indicados pelo jModelTest para cada particao.

A analise de maxima parcimonia foi efetuada no programa Nona, versao 2.0
(Goloboff 1999), através da interface Winclada, versdo 1.0 (Nixon 2002). Os
cladogramas mais parcimoniosos foram reconstruidos por meio de busca heuristica,
utiizando o0s seguintes parametros: tree bisection-reconnection (TBR), 1000
replicagbes (mult*10000), retencdo de 1000 arvores na memoéria (hold*1000) e 50

arvores armazenadas por replicacéao (hold/50).
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A andlise de maxima verossimilhanca foi conduzida no programa PHYML
online web server (Guindon et al. 2010). Uma vez que o programa ndo permite a
implementacdo de modelos de evolucdo especificos para cada particdo, o modelo
de evolucao utilizado foi aquele indicado para o conjunto de dados pelo programa
jModelTest. O suporte dos ramos foi estimado com 1000 replicacBes de bootstrap.

As arvores obtidas nas analises de inferéncia Bayesiana, maxima
parcimbnia e maxima verossimilhanca foram visualizadas e editadas no programa
FigTree, versao 1.3.1 (Rambaut 2009).

3.6 Andlises filogeograficas, populacionais e demogréficas

Os hapldtipos mitocondriais de S. quadripunctata, assim como as
diversidades haplotipica (Hd) e nucleotidica (1), foram calculados com o auxilio do
programa DnaSP, verséo 5.10 (Librado & Rozas 2009).

Para estimar as relacbes genealdgicas entre os haplotipos de S.
quadripunctata, foi construida uma rede de hapl6tipos através do método de median-
joining network (Bandelt et al. 1999), utilizando o programa NETWORK, versao 4.5
(www.fluxus-engineering.com).

A andlise de variancia molecular (AMOVA), implementada pelo programa
Arlequin, versdo 3.11 (Excoffier et al. 2005) e que utiliza a estatistica F de Wright, foi
utilizada para calcular a significancia da variabilidade encontrada entre os haplétipos
de S. quadripunctata. A AMOVA foi calculada com dois niveis hierarquicos: entre
grupos (clados) e entre individuos dentro de um grupo (clado).

Inferéncias com relacdo a ocorréncia de eventos de expansdo populacional
foram baseadas nas estimativas de neutralidade utilizando os testes D de Tajima
(1989) e Fs de Fu (1997), implementados no programa Arlequin.

Nas analises filogenéticas optou-se apenas pela inclusdo dos diferentes
haplétipos encontrados para S. quadripunctata e ndo de todos os individuos
analisados em virtude de uma maior facilidade de visualizacdo dos dados nas
arvores filogenéticas e otimizacdo do tempo de analise computacional. Todavia,
todos os individuos foram utilizados tanto na elaboracdo da rede de hapldétipos
gquanto na AMOVA, atraves das frequéncias com que foram amostrados nas

diferentes populacdes.
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4. Resultados

4.1 Caracteristicas das sequéncias

O DNA genbmico total de 46 individuos, sendo 40 de S. quadripunctata, dois
de S. mourei, 2 de S. sp.nov. e 2 de M. caerulea, foi extraido. Todas as amostras
foram amplificadas com sucesso para o fragmento do gene COI, enquanto que
apenas a amostra de S. mourei, oriunda do Paraguai, ndo pode ser amplificada para
o fragmento do gene CitB.

Ap6s o processo de sequenciamento, o alinhamento das 46 sequéncias
obtidas para o gene COI gerou uma matriz de 658 caracteres, correspondendo as
posicoes 42 a 699 do mesmo gene em Melipona bicolor Lepeletier, 1836 (GenBank
AF466146), anico meliponineo até o momento com o genoma mitocondrial parcial
sequenciado (Silvestre et al. 2008). O alinhamento das 45 sequéncias obtidas para o
gene CitB resultou em uma matriz de 433 caracteres, correspondendo as posi¢coes
327 a 759 de M. bicolor. Ndo foram detectados codons de parada inesperados ou
indels no alinhamento em nenhuma das matrizes.

Os dados dos dois genes mitocondriais concatenados produziram uma
matriz de 1091 pb (Anexo A). Como nao foi possivel amplificar o fragmento do CitB
para o individuo de S. mourei proveniente do Paraguai, os sitios desta amostra
foram tratados como dados faltantes (?) para o gene em questdo na matriz
concatenada.

Os indices das frequéncias nucleotidicas dos genes COlI, CitB e do conjunto
concatenado podem ser observados na Tabela 3. O anexo B apresenta a matriz de
distancias entre pares de sequéncias, calculada utilizando a corre¢cdo Kimura 2-
parametros no programa MEGA, para o0 conjunto dos dados concatenados. As
divergéncias das sequéncias entre todos os taxons incluidos no presente estudo
variaram de 0,3 a 8,1% e entre os hapldtipos de S. quadripunctata a distancia variou
de 0,3 a 5,0%.
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Tabela 3. Composicéo percentual das bases nucleotidicas e conteudo A+T.

Gene A C T G A+T
COl 33,4% 12,7% 442% 9,7% 77,6%
CitB 349% 10,7% 452% 9,2% 80,1%

COI+CitB  34,0% 11,9% 44,6% 9,5% 78,6%

A andlise gréfica do nivel de saturacao das sequéncias (Figura 4) indica que
as transicbes do gene COI estdo levemente saturadas. Apesar disso, os dados

indicam um sinal filogenético apropriado para as analises.
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Figura 4. Graficos dos testes de saturacdo mostrando as frequéncias de transi¢cbes (xS) e
transversdes (AV) em relagédo a distancia genética para cada gene analisado e para o conjunto de
dados concatenados. A - COI; B - CitB; C - COI+CitB.

No alinhamento concatenado (1091 pb) obtido para S. quadripunctata foram
encontrados 165 sitios polimérficos, sendo 116 informativos para a parcimonia e 49
singletons. Foram identificados 29 haplétipos (Tabela 4), com uma diversidade
nucleotidica (1) de 0,03005 e uma diversidade haplotipica (Hd) de 0,985 (Tabela 4).
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Tabela 4. Diversidade genética e resultados dos testes de neutralidade encontrados

nos clados identificados e em S. quadripunctata como um todo.

Ind. H Hd/sd m/sd D Fs

CladoA 14 11 0,967 £0,037 0,01603 £+ 0,00108 -0,51876 0,07930

CladkoB 6 4 0,867 +0,129 0,01735+0,00267 0,51534 4,05067

CladoC 5 3 0,800+0,164 0,00807 +£0,00179 0,57640 3,51013

CladoD 15 11 0,952 +0,040 0,01769 +0,00141 -0,55976 0,88168

Total 40 29 0,985 +0,009 0,03005+0,00084 -0,57328 -1,1890
Ind.: nimero de individuos; H: nimero de haplétipos; Hd: diversidade haplotipica; T:
diversidade nucleotidica; D: teste de Tajima; Fs: teste de Fu; p>0,05.

4.2 Andlises filogenéticas

O programa jModelTest indicou o modelo evolutivo HKY+G (Hasegawa-
Kishino-Yano + gamma = 0,0980), escolhido através do critério de informacao AlCc,
como o0 mais adequado tanto para os genes COI e CitB, quanto para o conjunto dos
dados concatenados.

Serdo apresentadas aqui apenas as analises filogenéticas realizadas com o
conjunto dos dados concatenados, através de trés métodos de reconstrucdo
filogenética: maxima parciménia (MP), méaxima verossimilhanga (MV) e inferéncia
bayesiana (IB). Contudo, as mesmas andlises foram realizadas para os genes
individuais, que resultaram em topologias semelhantes. A excec¢éo foi a analise de
MV para o gene CitB (Anexo C), em que S. quadripunctata ndo forma um grupo
monofilético.

A Figura 5 apresenta o cladograma de consenso resultante da anélise de
MP. A andlise resultou em 220 arvores igualmente parcimoniosas com comprimento
de 418 passos, indice de consisténcia (Cl) de 65 e indice de retencéo (RI) de 76.

Os filogramas de consenso da MV e IB estéo representados nas Figuras 6 e
7, respectivamente. A geracao desses filogramas baseou-se nos modelos escolhidos
pelo programa jModelTest.

Visando reduzir possiveis influéncias dos grupos externos e demais
espécies do género Schwarziana, uma analise de IB utilizando apenas os haplotipos
de S. quadripunctata foi realizada. Os parametros utilizados foram os mesmos da
analise com todos os terminais, exceto o gamma. A topologia resultante desta

analise ndo foi enraizada e € apresentada na Figura 8.
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Adicionalmente foram realizadas analises de MV e IB utilizando algumas
sequéncias do gene mitocondrial 16S, com o intuito de testar as hipdteses dos
clados encontrados nas analises filogenéticas anteriores. Para isso, foram utilizadas
duas amostras de cada clado, além das demais espécies de Schwarziana e do
grupo externo, totalizando 15 terminais. No grupo interno foi amplificado um
fragmento de 525 pb, enquanto que no grupo externo um fragmento de 528 pb. O
alinhamento dos dados concatenados (COI+CitB+16S) produziu uma matriz de 1620
caracteres e 0s parametros utilizados foram os mesmos das analises anteriores. O
filograma resultante pode ser visualizado na Figura 9.

Em todas as analises filogenéticas a monofilia do género Schwarziana néo é
refutada e suas espécies formam grupos monofiléticos. Nas andlises de MV e de IB,
a espécie S. mourei aparece como espécie irma de S. quadripunctata, enquanto que
S. sp.nov. surge como a espécie mais basal dentro do género. A andlise de MP
indica que S. sp.nov. é relacionada mais estreitamente com S. quadripunctata e que
S. mourei seria a espécie mais basal dentro do género.

Com relacdo a S. quadripunctata, € possivel notar que em todas as andlises,
com excecdo do filograma enraizado de IB, existem quatro clados monofiléticos. A
distribuicdo geografica dos representantes de cada um desses clados pode ser
visualizada na Figura 10.
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_: M. caerulea_1
M. caerulea_2
_: S. mourei_1
S. mourei_2
_: S. sp.nov_1
S. sp.nov_2

H21 (Ponto dos Volantes-MG_1, Ponto dos Volantes-MG_3)

H9 (Encruzilhada-BA)

H28 (Vitéria da Conquista-BA)
_: H18 (Palmas-PR)
H24 (Luzerna-SC, Passos Maia-SC)

H1 (Piraquara-PR_1)

H7 (Bom Jardim da Serra-SC)

H11 (Indaial-SC)

prmmm H14 (Piraquara-PR_2, S&0 José dos Pinhais-PR)

[ H 23 (Cambara do Sul-RS)
_: H2 (campo Largo-PR)
— H20 (Tunas do Parana-PR)
_: H10 (Campo Alegre-SC)
H29 (Teodoro Sampaio-SP)

H5 (serra do Salitre-MG)

H15 (Brasilia-DF)
H4 (Montes Claros-MG)
H25 (Ponto dos Volantes-MG_2)

H6 (Caete-MG)

H22 (Pedregulho-SP)
H27 (Governados Valadares-MG)
H3 (Cotia-sP)

H13 (Salesopolis-SP)

H12 (Nova Friburgo-RJ)

H16 (Resende-RJ)

H19 (Sz0 José do Barreiro-SP)

H17 (Divino de Sao Lourengo-ES)

H8 (Vigosa-MG)
H26 (Ouro Preto-MG)

Figura 5. Arvore de consenso estrito das 220 arvores mais parcimoniosas (Comprimento: 418 passos;
Cl: 65; RI: 76) encontradas a partir da analise do conjunto de genes concatenados (46 terminais;
1091 caracteres; 146 informativos para a parciménia). Em azul o Clado A; em rosa o Clado B; em
vermelho o Clado C e em verde o Clado D.
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Figura 6. Filograma resultante da analise de maxima verossimilhanca de 46 terminais e 1091
caracteres, provenientes do conjunto de dados concatenados. Os valores de bootstrap associados a
cada clado estao representados em cada né. Em azul o Clado A; em rosa o Clado B; em vermelho o

Clado C e em verde o Clado D.
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Figura 7. Filograma resultante da analise de inferéncia bayesiana de 46 terminais e 1091 caracteres,
provenientes do conjunto de dados concatenados. Os valores de probabilidades posteriores
associados a cada clado estédo representados em cada n6. Em azul o Clado A; em rosa o Clado B;
em vermelho o Clado C e em verde o Clado D.
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Figura 8. Arvore ndo enraizada resultante da andlise inferéncia bayesiana de 40 terminais e 1091
caracteres, provenientes do conjunto de dados concatenados. Os valores de probabilidades
posteriores associados a cada clado estdo representados em cada n6. Em azul o Clado A; em rosa o
Clado B; em vermelho o Clado C e em verde o Clado D.
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Figura 9. Filograma resultante das andlises de inferéncia bayesiana (na figura) e maxima
verossimilhan¢a de 15 terminais e 1620 caracteres, provenientes do conjunto de dados concatenados
(COI+CitB+16S). Os valores de probabilidades posteriores e bootstrap associados a cada clado estédo
representados em cada n6. Em azul o Clado A; em rosa o Clado B; em vermelho o Clado C e em
verde o Clado D.

4.3 Andlises filogeograficas, populacionais e demograficas

Dos 29 haplétipos encontrados para S. quadripunctata, 27 limitaram-se a
uma determinada area geografica. Dois haplétipos (H14 e H24) ocorreram em dois
municipios diferentes, porém préximos geograficamente. A mesma localidade de
Piraquara apresentou dois haplotipos diferentes (H1 e H14). As trés amostras de
Ponto dos Volantes resultaram em dois haplétipos (H21 e H25) associados a
diferentes filogrupos, indicando uma possivel zona de contato.

Os meétodos de inferéncia filogenética revelaram a existéncia de um padréo
geral de diferenciacdo genética de S. quadripunctata em quatro filogrupos (Clado A
+ Clado B + Clado C + Clado D). Cada filogrupo encontrado sera considerado, a

partir deste ponto, uma populacéo distinta.
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O Clado A compreende amostras originarias da Floresta Atlantica dos
estados do sudeste brasileiro, totalizando 11 haplétipos. Dentro deste clado
emergiram relacbes robustas, associadas a proximidade geografica, entre os
haplétipos H3+H13, H8+H17+H26 e H12+H16+H19. Apesar de se encontrar neste
clado, o haplétipo de Pedregulho (H22), municipio localizado no extremo nordeste
do estado de Sao Paulo, divisa com o estado de Minas Gerais, apresenta
caracteristicas morfolégicas mais proximas das amostras do Cerrado (Clado B)
(Melo, comunicacdo pessoal). Um possivel caso de introgressdo deve ser
investigado.

O clado B, mais proximamente relacionado ao Clado A, foi sustentado nas
analises de MP e MV (bootstrap 76). Ndo houve resolucao nas analises de 1B, sendo
gue apenas o grupo formado pelos haploétipos H5+H15 formou um clado. Os demais
haplétipos formam uma politomia basal em relagdo ao Clado A. Associado ao
Cerrado, este clado possui quatro haplétipos.

O clado C inclui amostras provenientes do centro-sul do estado da Bahia e
do nordeste do estado de Minas Gerais, somando trés haplétipos. A relacdo mais
proxima entre os haplétipos H9+H28 pode ser associada a maior proximidade
geografica. O haplétipo H21 é formado por duas amostras de Ponto dos Volantes
(amostras 1 e 3), municipio onde também foi encontrado o haplétipo H25 do Clado
B. A distancia entre as localidades de coleta desses dois haplétipos é de
aproximadamente 13km.

O clado D compreende 11 haplétipos oriundos dos estados do Sul do Brasil
e de Teodoro Sampaio, no extremo oeste do estado de Sao Paulo. Todos os
haplétipos estéo situados dentro dos dominios da Floresta Atlantica. A relacdo mais
préxima entre os haplétipos H18 e H24 deve-se ao fato de estes hapl6tipos estarem
presentes em areas de formacdo campestre com elevadas altitudes (acima de 1.100
metros), localizadas na porgao oeste do estado de Santa Catarina e do centro-sul do
estado do Parana. As analises filogenéticas revelam baixa estruturacdo geografica

entre os demais haplétipos presentes no clado.
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Figura 10. Mapa com indicacdo das 29 localidades amostrais de S. quadripunctata analisadas neste
estudo. As diferentes cores dos circulos correspondem aos clados encontrados nas analises. Os tons
acinzentados no mapa baseiam-se em reconstru¢des digitais do relevo, em que os tons mais escuros
indicam maiores altitudes, como indicado.

A Tabela 5 mostra os valores de divergéncia nucleotidica média entre e
dentro dos clados identificados nas analises filogenéticas e das demais espécies do

género Schwarziana, calculadas utilizando a corre¢éo Kimura 2-parametros.

Tabela 5. Valores de divergéncia média, calculada através da corre¢do Kimura 2-
parametros, entre os clados de S. quadripunctata e demais espécies do género

Schwarziana. Em destaque, as divergéncias dentro dos clados.



32

CladoA CladoB CladoC CladoD sp.nov. mourei
CladoA 1,7%
CladoB 3,0% 2,0%
CladoC 3, 7% 3.2% 1,0%
CladoD 4,0% 3, 7% 3,3% 1,8%
sp.nov. 4,8% 4,4% 4,2% 4,9% -
mourei 5,9% 5,6% 6,0% 5,9% 5,5% -

A rede de haplotipos construida através de median-joining (Figura 11)
permite visualizar espacialmente de uma forma mais eficiente as relagdes entre cada
um dos haplotipos de S. quadripunctata encontrados. A rede concorda com a analise
filogenética de IB, que indica a presenca de trés clados monofiléticos (clados A,
C e D) e a nao resolucdo das amostras do Cerrado.

No clado A, os grupos de haplétipos relacionados com a proximidade
geografica e encontrados nas anadlises filogenéticas sdo mantidos, mostrando que
individuos proximos geograficamente descendem de uma mesma linhagem
matrilinear. O haplétipo de Cotia (H3) parece ser derivado do haplétipo de
Saleso6polis (H13). Estes dois haplotipos representam as Unicas amostras de S.
quadripunctata que apresentam antenas com pilosidade longa no escapo (Melo,
comunicacdo pessoal). O clado A separa-se das amostras do clado B por pelo
menos 28 passos mutacionais, do clado C por 43 e do clado D por pelo menos 44
passos mutacionais.

No clado B ndo foi encontrada estruturacdo entre os haplotipos,
concordando com os resultados das andlises de IB. Este clado é separado por pelo
menos 30 passos mutacionais do clado C e dos clados do sul do Brasil.

Dentro do clado C, os haplétipos da Bahia apresentam estruturacao
geografica, sendo esta estruturacdo sustentada por um possivel haplétipo ancestral
extinto ou ndo amostrado. Pelo menos 32 passos mutacionais separam este clado
daqueles do sul do Brasil.

No clado D, pode ser observada estruturacao geografica entre os haplotipos
H18+H24, que separam-se dos demais haplotipos do clado por pelo menos 18
passos mutacionais. Nos demais haplétipos analisados parece ndo haver

estruturacdo geogréfica, corroborando as andlises filogenéticas. A rede neste ponto
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apresenta uma seérie de haplotipos extintos ou ndo amostrados e com poucos

passos mutacionais entre si.

H2 H20

H12

Figura 11. Rede de haplétipos median-joining, construida com o conjunto de dados concatenados,
para os 40 individuos de S. quadripunctata. Cada circulo compreende um haplétipo e o seu tamanho
€ proporcional a sua frequéncia. Cada trago nas linhas que conectam os haplotipos representa um
passo mutacional, mais de dez passos mutacionais foram representados por numeros. As cores dos
haplétipos correspondem a cor de cada clado identificado nas analises filogenéticas. A codificacédo
dos haplétipos segue aquela indicada na Tabela 1.

A analise de variancia molecular (AMOVA) indicou que a maior parcela da
variacdo observada (55,16%) ocorre entre 0s grupos (clados) propostos (Tabela 6),

com um valor estimado do indice de fixacao Fst de 0,55157.
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Tabela 6. Analise de variancia molecular (AMOVA) em S. quadripunctata.

A Grau de Somados Componentes % de
Fonte de variacao . N o~
liberdade quadrados devariancia variacao
Entre clados 3 325,657 10,71629 55,16
Entre haplétipos/ 36 313,643 8,71230 44,84
dentro de clados
Total 39 639,300 19,42859

indice de fixacdo Fst = 0,55157

Os valores de diversidade genética e os testes de neutralidade estimados

para cada populacdo inferida de S. quadripunctata podem ser encontrados na

Tabela 4.

Os testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu néo foram significativos (p

>0,05) para nenhuma das populacdes analisadas, ndo rejeitando a hipotese de

mutacdo neutra. Os valores negativos para o teste D de Tajima e Fs de Fu,

apresentados para as populagcdes como um todo, sugere expansao populacional

recente, assim como os resultados negativos do teste D de Tajima para os Clados A

e D, apesar de as estatisticas ndo serem significativas.
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5. Discusséao

A composic¢ao nucleotidica para o conjunto das sequéncias analisadas indica
elevado percentual de A+T, corroborando o que vem sendo reportado na literatura
para o DNA mitocondrial de insetos himendpteros (p. ex. Crozier & Crozier 1993,
Simon et al. 1994, Silvestre et al. 2008, Batalha-Filho et al. 2010).

Todas as analises conduzidas neste estudo ndo refutaram a monofilia do
género Schwarziana. Com relacdo ao posicionamento das espécies dentro do
género, houveram divergéncias de acordo com o método de inferéncia filogenética
empregado. Nas reconstru¢des que utilizam métodos probabilisticos (IB e MV), S.
mourei foi considerada espécie irma de S. quadripunctata, enquanto que a analise
de maxima parcimbnia apresenta S. sp.nov ocupando esta posi¢do. A inclusao de
um terminal representando a espécie nova da Serra da Bocaina, em Sao Paulo,
poderia auxiliar a melhor compreensao das relagdes entre as espécies do género.

As andlises filogenéticas e a rede de haplétipos mostraram a separagdo de
S. quadripunctata em grupos (Clados A-D) que estéo, de certa forma, relacionados a
proximidade geografica entre os pontos de coleta. Ainda que as analises de IB nédo
tenham formado um clado monofilético com os haplétipos do Cerrado, os individuos
a eles pertencentes apresentam caracteristicas morfolégicas que suportam a sua
unido em um unico grupo (Melo, comunicagéo pessoal). Além disso, € possivel que
uma amostragem mais abrangente no Cerrado resolva a resolucao deste grupo.

A rede de haplétipos apresentou uma série de ramos longos com muitos
passos mutacionais (Figura 11). O acumulo de mutacg@es, possivelmente fixadas por
deriva devido ao efeito fundador, que acompanha o comportamento de disperséo
dos ninhos e/ou a perda de haplotipos intermediarios ao longo das geracdes podem
explicar os ramos longos encontrados. O resultado da rede de haplétipos de S.
quadripunctata faz com que ela seja incluida na Categoria |, proposta por Avise
(2000), em que a perda de haplétipos intermediarios em popula¢cdes com auséncia
de fluxo génico gera estruturacdo filogeografica com padrdo descontinuo de
divergéncia genética.

O resultado da AMOVA, com percentual de variacdo entre os clados de
55,16% e um Fst de 0,55157, indicou haver uma alta estruturacdo entre estes

clados.
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Os altos valores de diversidade haplotipica e baixos valores de diversidade
nucleotidica encontrados para todas as populac¢des indicam que ocorreu expansao
demografica ap6s um periodo de baixo tamanho efetivo populacional. Segundo Nei
& Li (1979), o indice de diversidade nucleotidica é menos influenciavel pelo tamanho
amostral, tornando-o mais adequado para a comparacdo da variabilidade genética
entre populacdes ou espécies diferentes.

Os valores negativos, mas nao significativos, obtidos para o teste D de
Tajima para a populacdo como um todo e para os Clados A e D sugerem excesso de
alelos raros para estas populagdes, indicando um processo de expansao
populacional recente (Tajima 1993).

Hipoteses para a diversificagdo e distribuicdo atual de S. quadripunctata

Como ja citado anteriormente, foram encontrados quatro clados, todos com
congruéncia biogeogréfica, dentro de S. quadripunctata. Destes, trés clados (A, C e
D) contemplam hapl6tipos encontrados na Floresta Atlantica, enquanto que o Clado
B é associado ao Cerrado.

Um possivel cenario para a diversificacdo da espécie poderia ser explicado
por uma fragmentacdo florestal histérica que teria separado uma Unica espécie
ancestral (S. quadripunctata), amplamente distribuida, em populacdes isoladas.

Com relacdo a Floresta Atlantica, sabe-se, através de uma série de estudos
paleopalinologicos, que éareas atualmente cobertas por este bioma foram, no
passado, areas abertas e que isto foi causado por flutuacfes climaticas associadas
as glaciacfes (Behling & Lichte 1997, Lichte & Behling 1999, Behling 2002).

Nas analises filogenéticas e na rede de haplétipos ficou evidente a quebra
dos haplétipos da Floresta Atlantica em trés grupos bem delimitados. O clado D é
restrito a uma por¢cdo mais ao sul, enquanto que o Clado A reune haplotipos
situados mais ao norte deste bioma. O Clado C, com haplétipos encontrados
principalmente nas florestas do centro-sul da Bahia, apresenta mais afinidade com
os clados do sul e sera discutido mais adiante.

A divisdo latitudinal da Floresta Atlantica em componentes norte e sul ja foi
reportada para uma série de animais: em serpentes do género Bothrops (Grazziotin
et al. 2006), em aves passeriformes (Cabanne et al. 2007), na abelha Melipona

guadrifasciata (Batalha-Filho et al. 2010), entre outros.
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Carnaval & Moritz (2008) relacionaram dados de simulac¢des climaticas com
estudos paleopalinoldgicos e de filogeografia, e descreveram um cenério em que,
durante o Pleistoceno, as florestas da Bahia permaneceram estaveis, enquanto que
ao sul desta area (especialmente na regido Sudeste), as simula¢gdes indicaram que o
clima nédo seria capaz de sustentar uma area com florestas como as atuais. Nestas
areas, concluem os autores, a floresta teria ficado restrita ndo a um unico refagio,
mas a fragmentos muito pequenos em regides de maior pluviosidade.

Essa maior fragmentacédo das florestas na regido Sudeste poderia explicar
as estruturacbes observadas dentro do Clado A, que seriam possivelmente
decorrentes de recentes isolamentos por distancia. Ja a auséncia de estruturacao
dentro de parte do Clado D poderia ser explicada pelo fato de as florestas
associadas ao Sul do Brasil serem historicamente mais homogéneas.

A relacdo mais préxima entre os clados do sul e o Clado C pode ser
explicada pelo fato de que as florestas em que estes clados se encontram
permaneceram praticamente estaveis durante os periodos de fragmentacdo da
Floresta Atlantica, possivelmente fazendo com que seus haplotipos tenham retido
caracteristicas genéticas semelhantes - o que explicaria a relagdo mais proxima

apesar dos distanciamento geografico.

Espécies cripticas?

Espécies cripticas sdo duas ou mais espécies, em geral morfologicamente
indistinguiveis mas reprodutivamente isoladas, que foram erroneamente
classificadas como uma Unica espécie nominal (Bickford et al. 2007, Pfenninger &
Schwenk 2007).

Nas ultimas duas décadas, muitos estudos filogenéticos e filogeograficos
vém descobrindo - frequentemente sem a intencdo a priori — linhagens
geneticamente divergentes, mas que sdo morfologicamente cripticas (Pfenninger &
Schwenk 2007). De fato, a variacdo em dados moleculares pode sugerir a presenca
de multiplas espécies cripticas (p.ex. Shaw 2001, Bain et al. 2003, Hebert et al.
2004, Pellegrino et al. 2005, Williams et al. 2006, Gonzalez et al. 2010), mas seus
limites ndo podem ser estabelecidos unicamente por este tipo de informacéo (Yeates
et al. 2011).
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Os resultados de divergéncia genética encontrados no presente trabalho
estdo apresentados na Tabela 5. Foram encontradas distancias entre os clados
variando de 3,0% (Clado A e B) até 4,0% (Clado A e D), com uma média de variacao
de 3,5%. Com relacdo aos valores de divergéncia intraclados, estes ndo foram
maiores que 2% (Clado B).

Alguns autores tém proposto valores de corte de divergéncia genética para
tornar possivel a diferenciacdo entre aquilo que seriam espécies ou populacdes.
Estudando padrbes de variacdo genética do gene CitB em pequenos mamiferos,
Bradley & Baker (2001) concluiram especificamente que: valores de divergéncia
menores do que 2% indicariam variacdo intraespecifica; valores entre 2 e 11%
teriam uma grande probabilidade de serem indicativos de populacfes coespecificas
ou de espécies validas, que mereceriam estudos adicionais sobre seu status
taxondmico; e valores de divergéncia superiores a 11% seriam um indicativo para o
reconhecimento pleno de espécies.

Hebert et al. (2003), através do estudo de um fragmento do gene COI (a
regido do DNA Barcode), propuseram um valor de corte de 3% para as divergéncias
genéticas. Na pratica, isso significa dizer que valores abaixo desse valor apontariam
individuos de uma mesma espécie, enquanto que valores superiores a linha de corte
indicariam a presenca de espécies diferentes.

Em estudos filogeogréficos, as divergéncias intraespecificas sdo raramente
maiores do que 2% e sdo frequentemente menores do que 1% (Avise 2000).
Quando as divergéncias observadas sdo maiores, elas geralmente refletem a
ocorréncia de isolamentos geograficos decorrentes de eventos pretéritos de
fragmentacao. Estas divergéncias podem envolver casos de incerteza taxondémica,
em que linhagens compartilham um mesmo epiteto especifico, mas seus status reais
séo incertos (Avise & Walker 1999).

Os valores de divergéncia genética encontrados para os filogrupos de S.
quadripunctata correspondem aos padrdes de variacdo sugeridos acima, o que seria
um indicativo para a discriminacdo de unidades bioldgicas distintas.

Apesar disso, deve-se ter em mente que os dados moleculares ndo sdo uma
panaceia para a delimitacdo de espécies. A informacdo molecular € importante e til

guando combinada com outros tipos de informag&o, como 0 exame minucioso da
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morfologia, das caracteristicas ecologicas e a analise das distribuicbes geograficas
dos taxons envolvidos (Bickford et al. 2007).

Portanto, uma analise criteriosa da morfologia, utilizando morfometria
geométrica de asas, por exemplo, que tem se mostrado muito Util no reconhecimento
de espécies cripticas em himendpteros (Aytekin et al. 2007, Villemant et al. 2007),
combinada com a adi¢do de sequéncias nucleares ao conjunto de dados poderia dar
maior suporte a uma possivel separagdo de S. quadripunctata em um complexo de

espécies cripticas.
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6. Conclusodes

e Os resultados obtidos nao refutam a monofilia do género Schwarziana;

e Os diferentes métodos de reconstrucao filogenética utilizados ndo foram
consistentes com relacdo ao posicionamento das espécies dentro de
Schwarziana. E possivel que com o uso com o uso de marcadores nucleares
e/ou de espécimes da forma nova conhecida para a Serra da Bocaina, em
Sao Paulo, o posicionamento das espécies dentro do género torne-se mais
claro;

e S. quadripunctata forma um grupo monofilético, que apresenta uma alta
variabilidade genética ao longo de sua area de distribuicéo;

e Os resultados do estudo filogeografico nos fazem concluir que os haplétipos
de S. quadripunctata estdo estruturados em quatro filogrupos com evidente
congruéncia biogeografica;

e E possivel que tal estruturagdo seja explicada por eventos antigos,
decorrentes de mudancgas climaticas devido as glaciacdes pleistocénicas;

e A possibilidade da separacdo de S. quadripunctata em um complexo de
espécies cripticas deve ser melhor investigada, pois foram encontrados
resultados que sugerem tal separacao;

e A adicdo de marcadores nucleares aos dados e um estudo criterioso da

morfologia podem ajudar a solucionar o problema.
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Anexo A. Matriz alinhada das sequéncias de nucleotideos obtidas a partir da unido dos fragmentos dos genes COIl e CitB,

totalizando 1091 caracteres e 46 amostras. Os pontos de interrogacao (?) indicam a auséncia de dados.
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HO9

H10

H11

H12

H13

H14
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H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

H26

H27

H28

H29

S. sp.nov_1
S. sp.nov_2
S. mourei 1
S. mourei 2
Mourella caerulea 1
Mourella caerulea 2

H1
H2
H3
H4

A
5

AATTTTATAC
AATTTTATAC
AATTTTATAC
AATCTTATAC
AATCTTATAC
AATTTTATAC
AATTTTATAC
AATTTTATAT
AATCTTATAT
AATTTTATAT
AATTTTATAC
AATTTTATAC
AATTTTATAC
AATTTTATAC
AATCTTATAC
AATTTTATAC
AATTTTATAC
AATTTTATAT
AATTTTATAT
AATTTTATAC
AATCTTATAT
AATTTTATAC
AATTTTATAC
AATTTTATAT
AATCTTATAC
AATTTTATAT
AATTTTATAT
AATCTTATAT
AATTTTATAC
AATTTTATAT
AATTTTATAT
AATCTTATAT
AATCTTATAT
AATTTTATAT
AATTTTATAT

P R

105
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA

A
15

ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATGATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATTTTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG
ATAGTATTTG
ATAATATTTG
ATAATATTTG

R R
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TTTATAATTC
TTTATAATTC
TCTATAATTC
TTTATAATTC

A
25

CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CCTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CCTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CCTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CCTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC
CTTTATGATC

P R

125
AATCATTACT
AATCATTACT
TATTATCACT
AATTATCACT

A -
35

AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATC
AGGTATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATC
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
GGGAATAATT
GGGAATAATT
TGGTATAATT
AGGGATAATT
AGGAATAATT
AGGAATAATT
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135
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT

A
45

GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCGTCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCGTCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCGTCAT
GGATCGTCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCGTCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCGTCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCGTCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCGTCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT
GGATCTTCAT
GGATCATCAT
GGATCATCAT

R B
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TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT

I |
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TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT
TCAGTATAAT
TCAGTATAAT
TTAGTATAAT
TTAGTATAAT
TTAGAATAAT
TTAGAATAAT

[P R

155
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA

R |
65

TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGAATA
TATTCGGATA

[P R

165
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT

|
75

GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAGTTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAATA
GAATTAAACA
GAATTAAATA

P B
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TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG

R |
85

CACCTGGTAT
CACCTGGTAT
CACCAGGAAT
CACCAGGAAT
CACCAGGAAT
CACCAGGAAT
CACCAGGTAT
CACCAGGAAT
CACCAGGAAT
CACCAGGTAT
CACCAGGTAT
CACCAGGAAT
CACCAGGAAT
CGCCAGGTAT
CACCAGGAAT
CACCAGGAAT
CACCAGGAAT
CACCAGGTAT
CACCAGGAAT
CACCTGGTAT
CACCAGGAAT
CACCAGGAAT
CGCCAGGTAT
CACCAGGTAT
CACCAGGAAT
CACCAGGAAT
CACCAGGAAT
CACCAGGAAT
CGCCAGGTAT
CCCCAGGAAT
CCCCAGGAAT
CACCAGGAGT
CACCAGGAAT
GACCAGGTAT
GACCAGGTAT

P B

185
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA

|
95

GTGAATTAAT
GTGGATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
GTGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
GTGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
GTGAATTAAT
ATGAATTAAT
GTGGATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
GTGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
GTGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT
ATGAATTAAT

R R

195
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
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H7
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H10
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H12
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H14
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H16

H17
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H20

H21

H22

H23

H24

H25
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H27
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H29

S. sp.nov_1
S. sp.nov_2
S. mourei 1
S. mourei 2

Mourella caerulea 1
Mourella caerulea 2

H1
H2
H3
H4
HS5
H6
H7
HS8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16

AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AACGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
AATGATCAAA
R

205
TTCCTTTAAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTGAT
TTCCTTTAAT
TTCCCTTAAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTGAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTGAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTAAT
TTCCCTTAAT
TTCCTTTGAT

TCTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TCTATAATTC
TTTATAATTC
TCTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TTTATAATTC
TCTATAATTC
TCTATAATTC

R R

215
ACTTGGATCT
ACTTGGATCT
ACTTGGATCC
ACTTGGATCT
ACTCGGATCT
ACTTGGATCC
ACTTGGATCC
ACTTGGATCT
ACTTGGATCT
ACTTGGATCT
ACTTGGATCC
ACTTGGATCC
ACTTGGATCC
ACTTGGATCT
ACTTGGGTCT
ACTTGGGTCT

AATTATTACT
TATTATTACT
AATCATTACT
TATTATTACT
AATTATTACT
AATCATTACT
AATCATTACT
TATTATTACT
TATTATCACT
AATTATTACT
AATTATTACT
TATTATTACT
TATTATTACT
AATCATTACT
TATTATTACT
AATCATTACT
AATCATTACT
TATTATTACT
AATCATTACT
AATCATTACT
AATTATCACT
TATTATTACT
TATTATTACT
AATCATTACT
AATCATTACT
AATTATTACT
AATTATTACT
TATTATTACT
TATTATTACT
TATTATTACT
TATTATTACT
R

225
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG

AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
AGTCATGCAT
R

235
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTCCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG

TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATAAT
TTTTAATGAT
TTTTAATGAT

[ R

245
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
GATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT

TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
R

255
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGGTTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT

GTTATGCCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTCATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
GTAATACCAT
GTTATACCAT
GTTATACCAT
R

265
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTACTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTACTACC
GATTATTACC
GGTTATTACC
GATTATTACC

TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATCGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATCGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATCGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TCATAATTGG
TCATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG

R —

275
ACCTTCTTTA
ACCTTCTTTA
GCCTTCTTTA
ACCTTCTTTA
GCCTTCTTTA
ACCTTCTTTA
ACCTTCTTTA
GCCTTCTTTG
GCCCTCTTTA
ACCTTCTTTA
GCCTTCTTTA
ACCTTCTTTA
GCCTTCTTTA
ACCTTCTTTA
ACCTTCTTTA
ACCTTCTTTA

AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGTTTTGGA
AGGATTTGGA
AGGATTTGGA
T |
285
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTCTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTCCTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT

AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTCTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
AATTTTTTAG
T |
295
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TGTTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA

54



H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27
H28
H29
S. sp.nov_1
S. sp.nov_2
S. mourei 1
S. mourei 2

Mourella caerulea 1
Mourella caerulea 2

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
HS8
HO9
H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27
H28

TTCCTTTGAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTGAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTGAT
TTCCCTTAAT
TTCCTTTAAT
TTCCTTTAAT
TTCCATTAAT
TTCCATTAAT
TACCATTAAT
TACCATTAAT
TACCATTAAT
TGCCATTAAT
el

305
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTC
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT

ACTTGGATCT
ACTTGGATCT
ACTCGGATCT
ACTTGGGTCT
ACTTGGATCC
ACTTGGATCT
ACTTGGGTCT
ACTTGGATCT
ACTTGGATCT
ACTTGGATCT
ACTTGGGTCT
ACTTGGATCC
ACTTGGATCT
ACTTGGATCC
ACTTGGATCC
ACTTGGATCT
ACTTGGATCT
GTTAGGATCA
ATTAGGATCT
el

315
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG

CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGACATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGATATAG
CCAGACATAG
CCAGATATAG
CCCGATATAG
CCTGACATAG
el

325
GAACTGGATG
GAACTGGATG
GTACTGGATG
GTACTGGATG
GTACTGGATG
GTACTGGATG
GAACTGGATG
GTACTGGATG
GAACTGGATG
GAACTGGATG
GAACTGGATG
GTACTGGATG
GTACTGGATG
GAACTGGATG
GTACTGGATG
GTACTGGATG
GTACTGGATG
GAACTGGATG
GTACTGGATG
GAACTGGATG
GAACTGGATG
GTACTGGATG
GAACTGGATG
GAACTGGATG
GTACTGGGTG
GTACTGGATG
GTACTGGATG
GAACTGGATG

CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CATTTCCTCG
CTTTTCCTCG
CTTTTCCTCG
CATTTCCACG
CATTTCCACG
el

335
AACAGTTTAT
AACAGTTTAT
AACAGTGTAT
AACAGTTTAT
AACAGTTTAT
AACAGTATAT
AACAGTATAT
AACAGTATAT
AACAGTTTAT
AACAGTTTAT
AACAGTTTAT
AACAGTATAT
AACAGTATAT
AACAGTTTAT
AACAGTTTAT
AACAGTATAT
AACAGTATAT
AACAGTTTAT
AACAGTATAT
AACAGTTTAT
AACAGTTTAT
AACAGTATAT
AACAGTTTAT
AACAGTTTAT
AACAGTTTAT
AACAGTATAT
AACAGTATAT
AACAGTTTAT

AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
GATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
TATAAATAAT
TATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
el

345
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCCCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCGTTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCGTTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTGT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT

ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATCAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
ATTAGATTTT
el

355
CGTCATATTT
CGTCATATTT
CATCATATTT
CATCATATTT
CATCATATTT
CATCATATTT
CATCATATTT
CATCATATTT
CATCATATTT
CTTCATATTT
CGTCATATTT
CATCATATTT
CATCATATTT
CGTCATATTT
CATCATATTT
CATCATATTT
CATCATATCT
CATCATATAT
CATCATATTT
CGTCATATTT
CATCATATTT
CATCATATTT
CGTCATATTT
CATCATATTT
CATCATATTT
CATCATATTT
CATCATATTT
CATCATATTT

GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
GATTATTACC
el

365
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATACCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATACCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT

ACCTTCTTTA
GCCTTCTTTA
ACCTTCTCTA
ACCTTCTTTA
ACCTTCTTTA
ACCTTCTTTA
ACCTTCTTTA
ACCTTCTTTA
GCCTTCTTTA
ACCTTCTTTA
ACCTTCTTTA
GCCCTCTTTA
ACCTTCTTTA
ACCATCTTTA
ACCATCTTTA
ACCTTCTTTA
ACCTTCTTTA
TCCTTCATTA
TCCTTCATTA
el

375
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCCCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCATCAG

TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTTTATTAT
TTTATATTAT
TTTATATTAT
TTTTTATTAT
TTTCTATTAC
TTTATGTTAT
TTTATATTAT

R -

385
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGACTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGACTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGACTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGACTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC

TATTAAATAA
TAATTAACAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TAATGAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
TATTAAATAA
el

395
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCG
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCG
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
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H29

S. sp.nov_1
S. sp.nov_2
S. mourei 1
S. mourei 2

Mourella caerulea 1
Mourella caerulea 2

H1

H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8

H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

Hle6

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

H26

H27

H28

H29

S. sp.nov_1
S. sp.nov_2
S. mourei 1
S. mourei 2

Mourella caerulea 1
Mourella caerulea 2

H1
H2
H3

TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTT
TTTATTTTTC
TTTATTTTTT

-

405
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCACATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA
ATTCATATAA

P R

505
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG

CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCAG
CCTAATTCTG

R —

415
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATCTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CTGGAATTTC
CAGGAATCTC
CAGGAATCTC

R R

515
ATCAATTTCT
ATCAATTTCT
ATCAATTTCA

GAACTGGATG
GAACTGGATG
GAACTGGATG
GAACTGGATG
GAACTGGATG
GAACTGGGTG
GAACTGGATG

-

425
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTCTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTCTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTCTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA

P R

525
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA

AACAGTTTAT
AACAATTTAT
AACAATTTAT
AACGATTTAT
AACAATTTAT
AACAGTTTAT
AACAGTTTAT

A —

435
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGGTCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCATTAA
GGATCTTTAA
GGATCTTTAA

[P R

535
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT

CCCCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT
CCTCCATTAT

A —

445
ATTTTATCGT
ATTTTATCGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATCGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATCGT
ATTTTATCGT
ATTTCATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATCGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATCGT
ATTTCATTGT
ATTTTATCGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATCGT
ATTTTATCGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATCGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT
ATTTTATTGT

R B

545
TCTATCATTA
TCTATCATTA
TTTATCCTTA

CTTCATATTT
CATCATATTT
CATCATATTT
CTTCATATTT
CTTCATATTT
CTTCATATTT
CATCATATTT

R —

455
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTC
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTC
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT
AACAATTTTT

[P R

555
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG

GTATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCT
ATATCATCCC
ATATCATCCT
ATATCATCCT

R —

465
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAARAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAARAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA
ATAATAAAAA

[P R

565
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT

TCTCCATCAG
TCACCATCAG
TCACCATCAG
TCCCCATCAG
TCTCCATCAG
TCTCCTTCAG
TCTCCTTCAG

R —

475
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT
ATTTTTCATT

P B

575
TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA

TTGATTTTAC
TAGATTTTAC
TAGATTTTAC
TAGATTTTAC
TAGATTTTAC
TTGATTTTAC
TTGATTTTAC

R —

485
AAACTATGAT
AAACTATGAT
AAACTATGAT
AAATTATGAT
AAATTATGAT
AAACTATGAT
AAACTATGAT
AAACTATGAT
AAACTACGAT
AAACTATGAT
AAACTATGAT
AAACTATGAT
AAACTATGAT
AAACTATGAT
AAACTATGAT
AAACTATGAT
AAACTATGAT
AAATTATGAC
AAACTATGAT
AAACTATGAT
AAACTACGAT
AAACTATGAT
AAACTATGAT
AAATTATGAT
AAATTATGAT
AAATTATGAT
AAACTATGAT
AAACTACGAT
AAACTATGAT
AAATTACGAT
AAATTACGAT
AAATTATGAT
AAATTATGAT
GAATTATGAT
GAATTATGAT

P B

585
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC

AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCA
AATTTTTTCT
AATTTTTTCT
TATTTTTTCA
TATTTTTTCA

R p——

495
CAAATTAATT
CAAATTAATT
CAAATCAATT
CAAATCAATT
CAAATCAATC
CAAATCAATT
CAAATTAATT
CAAATTAATT
CAAATTAATT
CAAATTAATT
CAAATTAATT
CAAATTAATT
CAAATCAATT
CAAATTAATT
CAAATCAATT
CAAATCAATT
CAAATCAATT
CAAATTAATT
CAAATCAATT
CAAATTAATT
CAAATTAATT
CAAATCAATT
CAAATTAATT
CAAATTAATT
CAAATCAATT
CAAATTAATT
CAAATCAATT
CAAATTAATT
CAAATTAATT
CAAATTAATT
CAAATTAATT
CAAATTAATT
CAAATTAATT
CAAATTAATT
CAAATTAATT

R R

595
GTAATTTCAA
GTAATTTCAA
GTAATTTTAA
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H4

H5

H6

H7

H8

H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

H26

H27

H28

H29

S. sp.nov_1
S. sp.nov_2
S. mourei 1
S. mourei 2

Mourella caerulea 1
Mourella caerulea 2

H1
H2
H3
H4
HS
H6
H7
HS8
HO9
H10
H11
H12
H13
H14
H15

TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTCTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTCTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTCTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCTTG
TATTTTCTTG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG
TATTTTCATG

[ B

605
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACTTCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT

ATCAATTTCA
ATCAATCTCA
ATCAATCTCA
ATCAATTTCT
ATCAATTTCA
ATCAATTTCA
ATCAATCTCT
ATCAATTTCT
ATCAATTTCA
ATCAATTTCA
ATCAATTTCT
ATCAATTTCA
ATCAATTTCA
ATCAATCTCA
ATCAATTTCA
ATCAATTTCA
ATCAATTTCT
ATCGATTTCA
GTCAATCTCA
ATCAATTTCT
ATCAATTTCA
ATCATTTTCA
ATCAATTTCA
ATCAATTTCA
ATCAATTTCA
ATCAATCTCT
ATCAATTTCA
ATCAATTTCA
ATCAATTTCA
ATCAATTTCA
ATCAATTTCA
ATCAATTTCA

[ B

615
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGACCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA

ATTACTGTTA
ATTACTGTAA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTAA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTAA
ATTACTGTTA
ATTACTGTAA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTAA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATTACTGTTA
ATCACTGTAA
ATCACTGTAA
ATTACTGTAA
ATTACTGTAA
ATTACTGTAA
ATCACTGTAA

[P R

625
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGGGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGGGG
TAGGAGGGGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG

TTTTACTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TCTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTAAT
TTTTATTGAT
TTTTATTGAT

[P R

635
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
GGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGACCCAATT
AGATCCAATT

TTTATCATTA
TTTATCATTA
TTTATCATTA
TCTATCATTA
TTTATCACTA
TTTATCATTA
TCTATCATTA
TTTATCATTA
TTTATCATTA
TTTATCCTTA
TCTATCATTA
TTTATCGTTA
TTTATCATTA
TTTATCACTA
TTTATCGTTA
TTTATCATTA
TCTATCATTA
TTTATCATTA
TTTATCATTA
TTTATCATTA
TTTATCGTTA
TTTATCATTA
TTTATCACTA
TTTATCATTA
TTTATCATTA
TTTATCATTA
TTTATCTTTA
TTTATCTTTA
TTTATCATTA
TTTATCATTA
TTTATCTTTA
TTTATCTTTA

P B

645
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC

CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG
CCTGTATTAG
CCTGTATTAG
CCAGTATTAG
CCAGTATTAG

P B

655
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT

CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CAGGAGCTAT
CTGGAGCTAT
CTGGAGCTAT
CTGGAGCAAT
CTGGAGCAAT

P B

665
TTTGAGGAGC
TGTGAGGAGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGGGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGGGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGGGC

TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
CACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
TATAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
CACAATATTA
TACAATGTTA
TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
CACAATATTA
TACAATATTA
TACAATACTA
TACAATACTA
TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATACTA
TACAATATTA

P B

675
TATGGTAATT
TATAGTAATT
AATAGTAATT
AATAGTAATT
AATAGTAATT
AATAGTAATT
TATAGTAATT
AATAGTGATT
TATAGTAATT
CATAGTAATT
TATGGTAATT
AATGGTAATT
AATAGTAATT
TATGGTAATT
AATAGTAATT

TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTGTTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATT
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC
TTATTTGATC

R B

685
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAACTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAC
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT

GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTCAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTCAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTCAA
GTAATTTTAA
GTAATTTCAA
GTAATTTCAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTCAA
GAAATTTTAA
GAAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA
GTAATTTTAA

[ R

695
TATCAGCATT
TATCAGCATT
TGTCAGCATT
TATCAGCATT
TATCGGCATT
TATCGGCATT
TATCAGCATT
TGTCAGCATT
TATCAGCATT
TATCAGCATT
TATCAGCATT
TGTCAGCATT
TGTCAGCATT
TATCAGCATT
TATCGGCATT

S7



H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27
H28
H29
S. sp.nov_1
S. sp.nov_2
S. mourei 1
S. mourei 2

Mourella caerulea 1
Mourella caerulea 2

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
HO9
H10
HI11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27

TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACTTCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACTTCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
TACGTCTTTT
TACATCTTTT
TACATCTTTT
el

705
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT
ACCTTATATT

TTTGACCCAA
TTTGATCCGG
TTTGATCCAA
TTTGACCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAA
TTTGATCCGA
TTTGATCCTA
TTTGATCCTA
TTTGATCCAA
TTTGATCCAT
TTTGATCCTA
TTTGATCCTA
el

715
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA

TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGTGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
TGGGAGGAGG
TGGGAGGAGG
TAGGAGGAGG
ATGGAAGAGG
TAGGAGGAGG
TGGGAGGAGG
el

725
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAGTG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG

AGATCCAATT
AGATCAAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGACCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
AAATCCAATT
AGATCCAATT
AGATCCAATT
ol

735
AGTATGAGGT
AGTATGAGGT
AGTATGAGGA
AGTATGAGGG
AGTATGAGGA
AGTATGAGGA
AGTATGAGGT
AGTATGAGGA
AGTATGAGGT
AGTATGAGGT
AGTATGAGGT
AGTATGAGGA
AGTATGAGGA
AGTATGAGGT
AGTATGAGGA
AGTATGAGGA
AGTATGAGGA
AGTATGAGGT
AGTATGAGGA
AGTATGAGGT
AGTATGAGGT
AGTATGAGGA
AGTATGAGGT
AGTATGAGGT
AGTATGAGGA
AGTATGAGGA
AGTATGAGGA

TTATATCAAC
TTATCTCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
TTATATCAAC
ol

745
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCTA

ATTTATTTAT
ATTTCTTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTGTTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ACTTATTTAT
ACTTATTT??
ATTTATTTAT
ATTTATTTAT
ol

755
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC

TTTGAGGAGC
TTTGAGGGGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGAGC
TCTGAGGAGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGAGC
TCTGAGGAGC
TTTGAGGGGC
TTTGAGGGGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGGGC
TCTGAGGAGC
TTTGAGGAGC
TTTGAGGAGC

TTTGAGGAGC
272222222727

TTTGAGGAGC
TTTGAGGAGC
ol

765
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT

AATAGTAATT
AATAGTGATT
TATGGTAATT
AATAGTAATT
TATAGTAATT
AATAGTAATT
AATAGTAATT
TATAGTAATT
TATGGTAATT
AATAGTAATT
AATAGTGATT
AATAGTAATT
TATAGTAATT
TATGGTAATT
AATAGTAATT
AATAGTAATT

TATAGTAATT
2222227272727

AATAGTAATT
AATAGTAATT
ol

775
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT

ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ACAAATTTAT

ACAAATTTAT
2222227272727

ACAAATTTAT
ACAAATTTAT
ol

785
CACTTCATTT
CACTTCATTT
CTTTACATTT
CCCTTCATTT
CTCTTCATTT
CTTTACATTT
CACTTCATTT
CTTTACATTT
CTCTTCATTT
CACTTCATTT
CGCTTCATTT
CTTTACATTT
CTTTACATTT
CACTTCATTT
CCCTTCACTT
CTTTACATTT
CTTTACATTT
CACTCCATTT
CTTTACATTT
CACTTCATTT
CTCTTCATTT
CTTTACATTT
CACTTCATTT
CACTTCATTT
CCCTTCATTT
CTTTACATTT
CTTTACATTT

TGTCAGCATT
TGTCAGCATT
TATCAGCATT
TGTCAGCATT
TATCAGCATT
TATCAGCATT
TGTCAGCATT
TATCAGCATT
TATCAGCATT
TATCAGCATT
TGTCAGCATT
TGTCAGCATT
TATCAGCATT
TATCAGCATT
TATCAGCATT
TATCAGCATT

TATCAGCATT
222222727227

TATCAGCATT
TATCAGCATT
el

795
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA

58



H28
H29
S. sp.nov_1
S. sp.nov_2
S. mourei 1
S. mourei 2

Mourella caerulea 1
Mourella caerulea 2

H1

H2

H3

H4

HS5

H6

H7

H8

H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

H26

H27

H28

H29

S. sp.nov_1
S. sp.nov_2
S. mourei 1
S. mourei 2

Mourella caerulea 1
Mourella caerulea 2

H1
H2

ACCTTATATT
ACCTTATATT
GCCTTATATT
GCCTTATATT

ACCTTATATT
2722722222727

ACCTTATATT
ACCTTATATT

R B

805
TTAATTATTA
TTAATTATTA
TTAATTATTT
TTAATTATTT
TTAATTATTT
TTAATTATTT
TTAATTATTA
TTAATTATTT
TTAATTATTA
TTAATTATTA
TTAGTTATTA
TTAATTATTT
TTAATTATTT
TTAATTATTA
TTAATTATTT
TTAATTATTT
TTAATTATTT
TTAATTATTA
TTAATTATTT
TTAATTATTA
TTAATTATTA
TTAATTATTT
TTAATTATTA
TTAATTATTA
TTAATTATTT
TTAATTATTT
TTAATTATTT
TTAATTATTA
TTAATTATTA
TTAATTATTT
TTAATTATTT

TTAATTATTA
2222227272727

TTAATTATTT
TTAATTATTT
P R
905
TTTATCCATA
TTTATCCATA

GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA
GGAAAAATAA

GGAAAAATAA
22272222277

GGAAAAATAA
GGAAAAATAA

R R

815
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATGATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATATTGGT
TAATAATGGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATATTGGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATATTGGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT
TAATAATAGT

TAATAATAGT
2222227272727

TAATAATAGC
TAATAATAGC
P R
915
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT

TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG
TTGTTGAATG

TTGTTGAATG
222722222727

TCGTTGAATG
TTGTTGAATG

R R

825
ATTTTTACAT
ATTTTTACAC
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAC
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAC
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT
ATTTTTACAT

ATTTTTACAT
2222227272727

ATTTATACAT
ATTTATACAT
P R
925
AAAGACTTAA
AAAGATTCAA

AGTATGAGGT
AGTTTGAGGT
AGTATGAGGT
AGTATGAGGT

AGTATGAGGA
2722722222727

AGTATGAGGT
AGTATGAGGT

[ B

835
ATTATAGTTT
ATTATAGTTT
ATCATAATTT
ATTATAATTT
ATTATAATTT
ATTATAATTT
ATTATAGTTT
ATTATAATTT
ATTATAGTTT
ATTATAGTTT
ATTATAGTTT
ATTATAATTT
ATTATAATTT
ATTATAGTTT
ATTATAATTT
ATTATAATTT
ATTATAATTT
ATTATAATTT
ATTATAATTT
ATTATAGTTT
ATTATAGTTT
ATTATAATTT
ATTATAGTTT
ATTATAATTT
ATTATAGTTT
ATTATAATTT
ATTATAATTT
ATCATAGTTT
ATTATAGTTT
ATTATAGTTT
ATTATAGTTT

ATTATAGTTT
2222227272727

ATTATAGTTT
ATTATAGTTT
[P R
935
TTACTATTAT
TTACTATTAT

GGATTTTCTA
GGATTTTCTA
GGATTTTCAA
GGATTTTCAA

GGATTTTCTA
222722222727

GGATTTACAA
GGATTTTCAA

[ R

845
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATATAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATGTAAC
TACATATTAC
TACATATTAC

TACATATTAC
2222227272727

TACATATTAC
TACATATTAC
R B
945
AATAATTTTA
AATAATTTTA

TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC
TTAATAATTC

TTAACAACTC
272222222727

TTAATAATTC
TTAATAATTC

R R

855
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA

TGGATCAAGA
2227222272727

TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
[P R
955
TTGATTTTTA
TTGATTTTTA

AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT
AACTTTAAAT

AACTTTAAAT
27222222227

AACTTTAAAT
AACTTTAAAT

R R

865
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AACCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AACCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCTATTC
AATCCAATTC
AATCCAATTC

AATCCTATTC
2222227272727

AACCCAATTC
AATCCAATTC
R
965
TATTTATTAA
TATTTATTAA

CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT
CGATTTTTTT

CGATTTTTTT
27222222227

CGATTCTTTT
CGATTTTTTT

R B

875
ATGCAAGAAA
ATGCAAGAAA
ATTCAAAAAT
ATTCAAGAAA
ATTCAAGAAA
ATTCAAGAAT
ATGCAAGAAA
ATTCAAGAAT
ATTCAAGAAA
ATGCAAGAAA
ATGCAAGAAA
ATTCAAGAAT
ATTCAAAAAT
ATGCAAGAAA
ATTCGAGAAA
ATTCAAGAAT
ATTCAAGAAT
ATTCAAGAAA
ATTCAAGAAT
ATGCAAGAAA
ATTCAAGAAA
ATTCAAGGAT
ATGCAAGAAA
ATTCAAGAAA
ATTCAAGAAA
ATTCAAGAAT
ATTCAAGAAT
ATTCAAGAAA
ATGCAAGAAA
ATTCAAAAAA
ATTCAAAAAA

ATTCAAATAT
2222227272727

ATGCAAGAAA
ATGCAAGAAA
|
975
TTTACAATAT
TTTACAATAT

CTCTTCATTT
CACTTCATTT
CTCTTCATTT
CTCTTCATTT

CACTTCATTT
22227222227

CTCTTCATTT
CTCTTCATTT

R R

885
TGATATTTAT
TGATATTTAT
AGATATTTAT
TGATATTTAT
TGATATTTAT
AGATATTTAT
TGATATTTAT
AGATATTTAT
TGATATTTAT
TGATATTTAT
TGATATTTAT
AGATATTTAT
AGATATTTAT
TGATATTTAT
TGATATTTAT
AGATATTTAT
AGATATTTAT
TGATATTTAT
AGATATTTAT
TGATATTTAT
TGATATTTAT
AGATATTTAT
TGATATTTAT
TGATATTTAT
TGATATTTAT
AGATATTTAT
AGATATTTAT
TGATATTTAT
TGATATTTAT
TGATATTTAT
TGATATTTAT

AGATATTTAT
ke irielelelelelelel

TGATATTTAT
TGATATTTAT
|
985
CCTTATATAT
CCTTATATAT

TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA
TATTTTACCA

TATTTTACCA
22227222227

TATTTTACCG
TATTTTACCA

[ B

895
AAAATTAGTT
AAAATTAGTT
AAAATTGGTT
AAAATCGGTT
AAAATTGGTT
AAAATTGGTT
AAAATTAATT
AAAATTGGTT
AAAATTAGTT
AAAATTAGTT
AAAATTAGTT
AAAATTGGTT
AAAATTGGTT
AAAATTAGTT
AAAATTGGTT
AAAATTGGTT
AAAATTGGTT
AAAATTAATT
AAAATTGGTT
AAAATTAGTT
AAAATTGGTT
AAAATTGGTT
AAAATTAGTT
AAAATTAGTT
AAAATTGGTT
AAAATTGGTT
AAAATTGGTT
AAAATTGGTT
AAAATTAGTT
AAAATTGTTT
AAAATTGTTT

AAAATTGTTT
2222227272727

AAAATTGTTT
AAAATTGTTT
-
995
TAGGAGATCC
TAGGAGACCC
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H3

H4

HS

H6

H7

H8

H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

H26

H27

H28

H29

S. sp.nov_1
S. sp.nov_2
S. mourei 1
S. mourei 2

Mourella caerulea 1
Mourella caerulea 2

H1
H2
H3
H4
HS
H6
H7
H8
HO9
H10
H11
H12
H13
H14

TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA
TTTATCCATA

TTTATCCTTA
2227272222727

TTTATCCATA
TTTATCCATA

[ B

100
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT

TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTATTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT
TTTTTTTATT

TTTTTTAATA
2222227272727

TTTTGCAATT
TTTTGCAATT

[ B

101
AAAATAGCTA
AAAATAGCTA
AAGATAGCTA
AAAATAGCTA
AAAATGGCCA
AAGATAGCTA
AAAATAGCTA
AAAATAGCTA
AAAATAGCTA
AAAATAGCTA
AAAATAGCTA
AAGATAGCTA
AAGATAGCTA
AAAATAGCTA

AAAGATTTAA
AAAGATTTAA
AAAGATTTAG
AAAGATTTAA
AAAGACTTAA
AAAGATTTAA
AAAGATTTAG
AAAGACTTAA
AAAGACTTAA
AAAGATTTAA
AAAGATTTAA
AAAGACTTAA
AAAGATTTAG
AAAGATTTAA
AAAGATTTAA
AAAGATTTAA
AAAGATTTAA
AAAGATTTAA
AAAGATTTAG
AAAGATTTAA
AAAGACTTAA
AAAGATTTAA
AAAGATTTAA
AAAGATTTAA
AAAGATTTAA
AAAGATTTAG
AAAGATTTAA
AAAGATTTAA
AAAGATTTAA

AAAGACTTAA
222272222727

AAAGATTTAT
AAAGATTTAT

[P R

102
ATCCAATAGT
ATCCAATAGT
ATCCAATAAT
ATCCAATAAT
ATCCAATAAT
ATCCAATAAT
ATCCAATAGT
ATCCAATAAT
ATCCAATAAT
ATCCAATAGT
ATCCAATAGT
ATCCAATAGT
ATCCAATAAT
ATCCAATAGT

TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT
TTACTATTAT

TTACTATTAT
2222722272727

TTACAATTAT
TTACAATTAT

[P B

103
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCATCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCG
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA

AATAATTCTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTCTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATCTTA
AATAATTTTA
AATAGTTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA
AATAATTTTA

AATAATTTTA
2222227272727

AGTAGTTTTA
AGTAGTTTTA

P B

104
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC

TTAATTTTTA
TTAATTTTTA
TTAATTTTTA
TTAATTTTTA
TTGATTTTTA
TTAATTTTTA
TTAATTTTTA
TTGGTTTTTA
TTGATTTTTA
TTAATTTTTA
TTAATTTTTA
TTAATTTTTA
TTAATTTTTA
TTAATTTTTA
TTAATTTTTA
TTGATTTTTA
TTAATTTTTA
TTGATTTTTA
TTAATTTTTA
TTAATTTTTA
TTGATTTTTA
TTGATTTTTA
TTAATTTTTA
TTAATTTTTA
TTAATTTTTA
TTAATTTTTA
TTGATTTTTA
TTAATTTTTA
TTAATTTTTA

TTAATTTTTA
2222227272727

TTAATTTTCA
TTAATTTTTA

P B

105
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA

TATTTATTAA
TATTTGTTAA
TATTTGTTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTCGTTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTGTTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA
TATTTATTAA

TATTTATTAA
2222227272727

TATTTGTTAA
TATTTGTTAA

[P B

106
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTCTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT

TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAGTAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT
TTTACAATAT

TTTACAATAT
222272222727

TTTACAATAT
TTTACAATAT

[ B

107
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA

CCCTATGTTT
CCTTATATTT
CCTTATATTT
CCCTATATTT
CCTTATATAT
CCTTATATTT
CCTTATATTT
CCTTACATAT
CCTTATATAT
CCCTATATTT
CCCTATGTTT
CCTTATATAT
CCTTATATTT
CCCTATATTT
CCTTATATTT
CCTTATATAT
CCCTATATTT
CCTTATATAT
CCTTATATTT
CCTTATATTT
CCTTATATAT
CCTTATATAT
CCTTATATTT
CCTTATATTT
CCCTATATTT
CCTTATATTT
CCTTATATAT
CCTTATATTT
CCTTATATTT

CCTTATTTTT
22222222727

CCTTATATTT
CCTTATATTT

R B

108
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC

TAGGGGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGGGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TGGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAAGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGACCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGGGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC
TAGGAGATCC

TAAGAGACCC
22222222727

TAAGAGATCC
TAAGAGATCC

i S i i i i
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H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27
H28
H29
S. sp.nov_1
S. sp.nov_2
S. mourei 1
S. mourei 2

Mourella caerulea 1
Mourella caerulea 2

TGATAATTTT
GGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT
TGATAATTTT

AGATAATTTT
2722272222727

AGATAATTTT
TGATAATTTT

AAAATAGCTA
AAAATAGCTA
AAGATAGCTA
AAAATAGCTA
AAAATAGCTA
AAAATAGCTA
AAAATAGCTA
AAGATAGCTA
AAAATAGCTA
AAAATAGCTA
AAAATAGCTA
AAAATAGCTA
AAGATAGCTA
AAAATAGCTA
AAAATAGCTA
AAAATAGCTA
AAAATAGCTA

AAAATGGCTA
2722272222727

AAAATAGCTA
AAAATAGCTA

ATCCAATAAT
ATCCAATAGT
ATCCAATAAT
ATCCAATAAT
ATCCAATAGT
ATCCAATAGT
ATCCAATAAT
ATCCAATAAT
ATCCAATAGT
ATCCAATAAT
ATCCAATAAT
ATCCAATAAT
ATCCAATAAT
ATCCAATAAT
ATCCAATAGT
ATCCAATAAT
ATCCAATAAT

ATCCAATAGT
2722272222727

ATCCAATAGT
ATCCAATAGT

TACTCCATCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCG
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
TACTCCTTCA
CACTCCTTCA
CACTCCTTCA

TACTCCATCT
2722272222727

AACTCCTTCA
AACTCCTTCA

CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CGTATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC
CATATCAAAC
CATATTAAAC
CATATTAAAC

CATATTAAAC
272222222727

CATATTAAAC
CATATTAAAC

CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGGTA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA
CAGAATGATA

CAGAATGATA
272222222727

CAGAATGATA
CAGAATGATA

TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT
TTTTTTATTT

TTTTCTTTTT
272222222727

TTTTTTATTT
TTTTTTATTT

GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA
GCTTATTCAA

GCTTATTCAA
272222222727

GCTTATTCAA
GCTTATTCAA

TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTCTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC
TTTTACGTTC

TTTTACGTTC
22222222727

TTTTACGTTC
TTTTACGTTC

B0 o
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Anexo B. Matriz de distancias nucleotidicas, utilizando a corre¢cdo Kimura 2-pardmetros, entre pares de sequéncias do conjunto de

dados concatenados. Em destaque cinza, as divergéncias entre os haplétipos de S. quadripunctata.

sp_le 2:S.sp.nov.; moul: S. mourei (Porto Murtinho-MS); MII1 e MII2: M. caerulea.

H1 H2 H3 H4 H5 H6

H7 H8 H9 H10 H11l H12 H13 H14 H15 H16 H17 H18 H19 H20 H21 H22 H23 H24 H25 H26 H27 H28 H29 sn_1 sn_2 mol MIl1 MII2

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27
H28
H29
sn_1
sn_2
mol
M1
MI12

0,6
4,4
2,9
4,1
3,7
1,2
3,5
2,9
1,0
13
3,8
4,1
0,9
3,9
3,5
43
2,3
3,9
0,6
2,9
3,5
1,0
1,6
3,1
3,4
3,6
3,5
13
4,7
4,7
5,6
7,2
6,3

4,6
3,2
4,4
4,0
1,7
38
3,0
15
2,0
43
4,4
16
4,2
38
4,5
2,8
4,0
0,4
3,2
3,8
1,4
2,1
3,4
3,7
3,9
38

L7

5,0
5,0
59
7,5
6,6

2,9
3,7
19
4,4
19
41
4,8
45
2,0
0,4
48
3,7
19
2,6
4,7
2,2
4,6
3,9
2,1
4,7
4,2
3,0
2,0
18
4,3

5,0
5,0
6,4
8,0
7,1

2,2
2,4
3,2
2,4
2,7
3,4
3,4
31
2,6
&3
2,2
2,4
3,0
3,4
2,8
31
2,5
2,4
3,2
2,4
1,2
2,1
2,3
3,3
3,6
4,0
4,0
54
6,9
5,9

3,0
4,4
3,2
3,4
4,4
4,2
4,1
3,4
4,5
2,0
3,4
3,6
4,4
3,6
4,3
3,4
3,2
4,2
3,8
2,3
31
31
4,0
4,6
4,7
4,7
5,6
7,2
6,2

3,6
1,9
34
4,0
4,0
1,8
15
SiY
3,1
1,5
2,1
4,3
1,9
54
3,0
1,3
4,0
3,6
2,7
1,8
1,2
3,8
4,2
4,6
4,6
6,0
7,7
6,8

36
32 30

18 38 31
18 38 32
35 20 4.1
40 19 38
20 39 31
40 33 35
34 15 36
42 15 4.2
28 37 34
38 17 38
16 37 29
30 30 09
38 17 36
17 38 32
21 32 28
32 25 27
35[03] 31
37 14 33
34 36 11
22 42 36
47 44 41
47 44 41
57 56 58
74 73 73
65 63 63

2.1
4,5
4,6
18
4,4
4,0
4,5
2,9
4,2
1,4
3,0
3,8
1,7
2,1
3,6
3,7
3,9
3,7
1,6
5,0
5,0
59
7,4
6,6

4,1
42
2,1
42
4,0
45
2,9
4,4
19
3,2
42
1,6
2,3
3,4
3,9
4,1
3,6
2,2
4,8
4,8
6,0
7,2
6,4

1,8
4,2
3,8
1,0
2,3
4,6
1,3
4,2
3,7
2,0
4,1
3,7
3,2
iLe
1,7
4,3
4,5
5,0
5,0
6,0
8,0
7,1

45
3,4
1,7
2,4
4,4
2,0
43
3,6
1,7
4,4
3,9
2,7
2,0
1,4
42
4,7
4,7
4,7
6,1
7,7
6,8

4,3
3,9
4,6
2,9
4,3
LS
35
3,9
14
2,3
3,5
3,8
4,0
4,1
1,9
4,9
4,9
6,0
7,1
6,4

31
3,5
4,4
3,7
3,9
33
3,3
3,8
3,4
2,2
3,2
2,8
3,9
4,6
4,7
4,7
5,8
7,2
6,2

2,1
4,3
0,9
3,5
3.4
15
3,6
3,6
2,7
14
1,0
4,2
4,2
4,8
4,8
57
7,5
6,6

4,7
2,4
4,4
4,0
1,9
4,4
4,0
31
1,4
2,0
45
45
5,1
5,1
6,4
8,1
7,1

4,5
2,7
3,6
4,1
2,8
14
3,6
3,6
4,0
4,0
3,0
4,8
4,8
6,3
7,5
6,7

4,1
3,6
1,9
4,2
3,8
3,1
1,6
1,4
4,4
4,5
5,0
5,0
5,8
7,7
6,7

31
3,7
1,0
2,0
3,3
3,6
3,6
3,7
15
4,9
4,9
6,0
7,4
6,5

3,4
3,2
2,8
2,7
2,9
31
11
3,6
3,9
3,9
5,8
7,2
6,3

3,8
3,6
2,7
1,6
12
4,2
4,0
4,8
4,8
5,9
7,6
6,8

2,2
3,4
3,7
3,7
3,8
1,6
4,7
4,7
5,6
7,3
6,4

2,8
2,9
3,3
3,2
2,2
4,3
4,3
57
7,3
6,3

2,4
2,6
31
3,8
4,2
4,2
5,6
6,8
6,0

1,3
3,7
4,1
4,1
4,1
53
7,1
6,1

3,9
4,3
4,4
4,4
5,6
7,2
6,2

4,2
4,5
4,5
6,2
7,9
6,8

5,2
52
6,4
7,7
6,9

0,0
55
6,3
5,2

55

6,3

5,2

74 2,1




63

Anexo C. Filograma resultante da analise de méaxima verossimilhanca de 45

terminais e 433 caracteres, provenientes do gene CitB.

Campo Alegre-SC
Bom Jardim da Sera-SC
Teodoro Sampaio-SP 2
Teodoro Sampaio-SP_1
Tunas do Parané-PR
Campo Largo-PR
Cambard do SUMRS
Piraquara-PR 2
530 Jose dos Pinhais-PR

Passos Maia-SC 1

Piraquara-PR_1
Luzema-SC

— H Passos Maia-SC 2
Palmas-PR

Encruzi
Encruzi

M. caerulea 1
||, G211 2

-

S, sp.nov 2
S, sp.nov 1

S. mouref 1

Indaial-SC

lhada-BA 2
lhada-BA 1

Vitdria da Conquista-BA

Ponto dos Volantes-MG 3
Ponto dos Volantes-MG 1

—

Montes Clar

Serra do Salire-}G 2
Serra do Saltre-MG 1

s B135/li3-DF

054G 2

Montes Claros-MG 1

Resende-RJ
Nova Friburgo-RJ

= (S0vernador Valadares-MG

1 Salesdpols:SP 2
_|jalesdpolis-SP_1
Cofie-SP 2
Cofia-SP 1

50 José do Barreiro-SP 2
-ESQO José do Barreiro-SP 1

— (oeteMG

Quro Preto-MG
rL" Vicosa-MG
Divino de Sdo Lourengo-ES

= Pegrequiho-SP

= P0ni0 dos Volantes-MG 2

003



