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Resumo 
XAVIER, Mariana Fabris. Identificação molecular de espécies do complexo 
Biomphalaria tenagophila (Mollusca: Planorbidae). 2015. 46 f. Trabalho de 
Conclusão, Graduação em Ciências Biológicas - Bacharelado, Instituto de Biologia, 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015. 

 

 

O gênero Biomphalaria constitui um grupo de caramujos que apresenta grande 
importância epidemiológica, uma vez que algumas espécies são reconhecidamente 
hospedeiras intermediárias do Schistosoma mansoni, agente etiológico da 
esquistossomose mansônica. Dentre as espécies de Biomphalaria, o complexo B. 
tenagophila é relevante por apresentar duas populações, com ocorrência no Rio 
Grande do Sul, naturalmente resistentes ao S. mansoni. No entanto, a identificação 
morfológica desse complexo é considerada difícil. Ferramentas moleculares e a 
técnica de DNA Barcode tem sido utilizadas com sucesso para a identificação rápida 
e eficiente de diversos grupos de moluscos, incluindo Biomphalaria. Neste trabalho, 
a eficiência do marcador molecular COI foi testada para identificação de espécies do 
complexo B. tenagophila. Foram geradas 35 novas sequências de COI provenientes 
de Pelotas, Santa Vitória do Palmar (Taim), Esteio, Eldorado do Sul e Argentina. Os 
dados recuperados neste estudo refletem as relações vistas em trabalhos anteriores. 
Devido a isso, a técnica de DNA Barcode demonstrou ser uma boa ferramenta para 
identificação desse complexo. Porém, os valores de barcode gap gerados não foram 
ideais. Além disso, a rede de hapótipos demonstrou ser uma boa ferramenta de 
suporte para a técnica de DNA Barcode.  

 

 

 

Palavras-chave: Planorbidae; hospedeiro intermediário; DNA Barcode; 

esquistossomose; COI 

 

 



	  

 

 
 
 
 

Abstract 
XAVIER, Mariana Fabris. Molecular identification of complex Biomphalaria 
tenagophila species (Mollusca: Planorbidae). 2015. 46 f. Trabalho de Conclusão, 
Graduação em Ciências Biológicas - Bacharelado, Instituto de Biologia, Universidade 
Federal de Pelotas, Pelotas, 2015. 

 

 

The Biomphalaria genus is a group of snails that has great 
epidemiological importance, since some species are known as intermediate hosts of 
Schistoma mansoni, the etiological schistosomiasis mansoni agent. Among the 
Biomphalaria species, the B. tenagophila complex is relevant because there are two 
populations in Rio Grande do Sul that are naturally resistant to S. mansoni. However, 
the morphological identification of this complex requires much effort.  Molecular tools 
and DNA barcode technique has been successfully used for fast and efficient 
identification of several groups of mollusks, including Biomphalaria. In this study, 
the efficiency of COI molecular marker was tested for species identification of B. 
tenagophila complex. 35 new COI sequences were generated from Pelotas, Santa 
Vitória does Palmar (Taim), Esteio, Eldorado do Sul and Argentina. The recovered 
data in this study reflects the relations that have been shown on previous papers. 
Due to this, the DNA Barcode technique proved to be a good tool for identification of 
this complex. However, the data generated from the barcode gap were not ideal. 
Furthermore, haplotypes network proved to be a good support tool for DNA Barcode 
technique. 
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1. Introdução 
 

O gênero Biomphalaria abrange aproximadamente 37 espécies (CARVALHO 

et al, 2008) amplamente distribuídas pela América do Sul, América Central, sul dos 

Estados Unidos, África, sudoeste da Ásia (Arábia Saudita e Iêmen), além de relatos 

recentes de introdução no continente Europeu (REY, 2001; LOFTY et al, 2005; 

POINTIER et al, 2005; MAJOROS et al, 2008). Este gênero constitui um grupo de 

caramujos que apresenta grande importância epidemiológica, uma vez que algumas 

espécies são reconhecidamente hospedeiras intermediárias do trematódeo 

Schistosoma mansoni Sambon, 1907, agente etiológico da esquistossomose. Além 

das espécies naturalmente suscetíveis ao parasito, outras três são consideradas 

hospedeiras potenciais, por serem suscetíveis em condições laboratoriais 

(CORRÊA; PARAENSE, 1971; TEODORO et al, 2010).  Na tabela 1 estão listadas 

as espécies com ocorrência para o Brasil, incluindo informações sobre a ocorrência 

das mesmas no Rio Grande do Sul e o seu status de suscetibilidade ao S. mansoni.

  

 
Tabela 1 - Lista de espécies de Biomphalaria com ocorrência no Brasil, incluindo informações sobre a 
ocorrência da espécie no Rio Grande do Sul e o seu status de suscetibilidade ao S. mansoni. 
Espécie Ocorrência (RS) Suscetibilidade 
B. glabrata (Say, 1818) Sim Sim 
B. tenagophila tenagophila (d’Orbigny, 1835) Sim Sim 
B. tenagophila guaibensis (Paraense, 1984) Sim Não 
B. straminea (Dunker, 1848) Sim Sim 
B. peregrina (d’Orbigny, 1835) Sim Sim* 
B. schrammi (Crosse, 1864) Não Não 
B. kuhniana (Clessin, 1883) Não Não 
B. intermedia (Paraense &Deslandes, 1962) Não Não 
B. amazonica (Paraense, 1966) Não Sim* 
B. oligoza (Paraense, 1975) Sim Não 
B. occidentalis (Paraense, 1981) Não Não 
B. cousini (Paraense, 1966) Não Sim* 
*Espécies suscetíveis em condições laboratoriais. Fonte: Lima et al (1993, 1995); Paraense (1972, 
1974, 1975, 1981, 1984, 1988); Paraense; Corrêa (1971); Paraense; Deslandes (1959); Pepe et al 
(2009); Cunha Neto (1972); Carvalho et al (1998); Teodoro (2010). 
 

Mundialmente, cerca de 700 milhões de pessoas estão em risco de contrair 

esquistossomose, e aproximadamente 200 milhões estão infectadas (BRUUN; 



	  
	  

	  

 
	  

AAGAARD-HANSEN, 2008). No Brasil, a esquistossomose mansônica infecta 

aproximadamente seis milhões de pessoas, estando 25 milhões sob o risco de 

contrair a parasitose (WHO, 2009). O primeiro registro autóctone da doença para o 

Rio Grande do Sul ocorreu em 1997, estando diretamente relacionado ao primeiro 

registro de B. glabrata para o Estado, na cidade de Esteio (GRAEFF-TEIXEIRA et al, 

1999). Após esse registro, mais 11 casos autóctones foram reconhecidos (GRAEFF-

TEIXEIRA et al, 2004), e entre 2001 e 2013, mais 95 casos foram registrados no 

Sistema de Informação de Agravos de Notificação, englobando nove cidades 

diferentes (MARTINS et al, 2015). 

Dentre as espécies de Biomphalaria com occorência no Rio Grande do Sul 

(Tabela 1), as subespécies de B. tenagophila têm sido alvo de estudos pela 

existência de populações naturalmente resistentes (MARTINS-SOUZA et al, 2003; 

ROSA et al, 2005; NEGRÃO–CORRÊA et al, 2007). Duas populações apresentam 

tais características no Estado: uma população de B. tenagophila tenagophila da 

Estação Ecológica do Taim, Santa Vitória do Palmar e a população de B. 

tenagophila guaibensis (SANTOS et al, 1979; BRAGA, 2012). Inclusive, a população 

de B. t. tenagophila do Taim vem sendo utilizada em trabalhos com controle 

biológico da esquistosomose mansônica (BARBOSA et al, 2006; COELHO et al, 

2004, 2008).  

A identificação morfológica desses caramujos é baseada principalmente em 

características presentes no complexo peniano e na bolsa vaginal (Figura 1). 

Características moleculares agrupam essas duas subspécies junto a Biomphalaria 

occidentalis em um complexo de espécies chamado B. tenagophila (SPATZ et al, 

1999). A diferença morfológica entre B. t. tenagophila e B. t. guaibensis está no 

complexo peniano. B. t. tenagophila apresenta bainha do pênis curta ou pouco mais 

longa do que o prepúcio, enquanto B. t. guaibensis apresenta prepúcio duas vezes 

maior que a bainha do pênis (Figura 1 – 1B e 2B) (PARAENSE, 1975, 1984). Essas 

subespécies diferenciam de B. occidentalis pois apresentam bolsa vaginal (Figura 1 

– 1A, 2A e 3A). No entanto, a identificação específica baseada em dados 

morfológicos dentro do gênero Biomphalaria é considerada difícil devido ao tamanho 

dos moluscos (tamanho médio de 2cm), ao uso de processos inadequados de 

fixação, à escassez de taxonomistas especialistas e similaridade entre os caracteres 

diagnósticos, além da alta variabilidade intraespecífica dos caracteres morfológicos 

12 



	  
	  

	  

 
	  

(PARAENSE, 1975; VIDIGAL et al, 1998, 2000a, 2000b; CARVALHO et al, 2008). 

 

 
Figura 1 – Parede vaginal e complexo peniano de B. 

t. tenagophila (1), B. t. guaibensis (2) e B. occidentalis 

(3). 1A – parede com bolsa vaginal; 1B – complexo 

peniano; 2A – parede com bolsa vaginal; 2B – 

complexo peniano; 3A – parede sembolsa vaginal; 3B 

– complexo peniano. bp: bainha do pênis; pp: 

prepúcio; bv: bolsa vaginal.  Fonte: Carvalho et al, 

2014 

 

A utilização de ferramentas moleculares demonstra ser um método efetivo 

para detecção de novas espécies, delimitação de espécies, identificação de 

espécies crípticas e de amostras depositadas em coleções científicas, bem como 

estudos envolvendo espécies invasoras (HEBERT et al, 2003a, 2004, 2013; 

CHAPPLE; RITCHIE, 2013; MARESCAUX; VAN DONINCK, 2013; MODICA et al, 

2013). Analisando o complexo B. tenagophila, Tuan et al (2012) demonstraram que 

B. t. guaibensis e B. occidentalis são espécies geneticamente relacionados com 

baixa divergência genética, e questionam se a morfologia é o método mais eficiente 

para diferenciação desse complexo.  

O uso de primers universais, como os que amplificam parte do gene 

citocromo oxidase c subunit I (COI) utilizado pela técnica de DNA bercode, tem sido 

13 



	  
	  

	  

 
	  

utilizados com sucesso para a identificação rápida e eficiente de diversos grupos de 

moluscos (MIKKELSEN et al, 2007; FENG et al, 2011a, 2011b; CHEN et al, 2011; 

LIU et al, 2011; KULSANTIWONG et al, 2013; PRIÉ; PUILLANDRE, 2013; VAN DER 

BANK et al, 2013; WEIGAND et al, 2013), incluindo Biomphalaria (COLLADO et al, 

2011; STANDLEY et al, 2011; TUAN et al, 2012; COLLADO; MENDEZ, 2013)  

Tendo em vista a relevância das duas populações resistentes de 

Biomphalaria tenagophila presentes no Rio Grande do Sul, assim como a existência 

de um complexo de espécies morfologicamente similares e a importância 

epidemiológica do gênero Biomphalaria; neste estudo foram utilizadas metodologias 

moleculares para auxiliar a identificação taxonômica de espécies do complexo B. 

tenagophila presentes no Rio Grande do Sul. 
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1.1 Objetivo geral 
 

Analisar a eficiência do marcador molecular COI para auxiliar a identificação 

taxonômica de indivíduos do complexo Biomphalaria tenagophila (Mollusca: 

Planorbidae). 

 

1.2. Objetivos específicos 
 

• Testar a eficiência da técnica de DNA Barcode na delimitação do complexo 

de espécies B. tenagophila; 

• Identificar o valor de barcode gap que auxilia na identificação das espécies; 

• Testar a técnica de agrupamento de rede de haplótipos para auxiliar na 

identificação por DNA barcode e, consequentemente, à identificação 

taxonômica. 

 

 



	  

 

.	  

 
 
 
 
2. Revisão de Literatura 
 

Vários estudos utilizam a técnica de DNA Barcode como ferramenta para 

identificação de diversos moluscos. Dentre os estudos encontrados, oito tratam 

sobre a identificação de espécies de gastrópodes utilizando DNA Barcode, sendo 

que quatro abordam o gênero Biomphalaria. Além destes, mais sete estudos foram 

encontrados sobre Biomphalaria, porém utilizando outra técnica molecular para 

identificação de espécies. Ademais, uma revisão de literatura sobre estudos 

moleculares abrangendo moluscos brasileiros foi encontrada. Os seguintes artigos 

são ressaltados:  

Em Kulsantiwong et al (2013), a técnica de DNA Barcode foi testada para 

identificação de espécies da Família Bithnyiidae. Caramujos dessa família são 

hospedeiros intermediários do agente causador da opistorquíase, doença com 

ocorrência no sudeste asiático. A partir da análise de 217 espécimes, a técnica 

mostrou-se efetiva na identificação de 9 das 10 espécies utilizadas. Os resultados do 

trabalho indicaram que a técnica é	  efetiva na identificação de espécies dessa família.  

No estudo de Kane et al (2008), os caramujos estudados pertencem ao 

gênero Bulinus (Família Planorbidae), que são hospedeiros intermediários de 

espécies de Schistosoma. Neste trabalho, o objetivo foi desenvolver um método 

simples e de baixo custo para identificação do gênero através de técnicas 

moleculares. A utilização do gene mitocondrial COI, como marcador molecular, se 

mostrou mais eficiente do que a utilização do gene ITS2. O estudo conclui que o 

método de DNA Barcode	  é	  o mais recomendado para caracterização de populações 

e espécies do gênero. 

Collado et al (2011) sequenciaram o gene COI de 17 populações de 

Biomphalaria da Cordilheira dos Andes, pois nesta região a filogenia desse gênero é	  

desconhecida. Os resultados gerados demonstraram que essas populações formam 

um grupo monofilético irmão da espécie B. peregrina. Dentro desse clado, foram 



	  
 

 

recuperadas quatro linhagens condizentes as suas distribuições geográficas. Outros 

dois grupos monofiléticos formados, restritos de dois sistemas aquáticos da área, 

são bons candidatos a novas espécies. Além disso, o padrão de diversificação 

desses moluscos sugere que eventos de vicariância predominaram sobre o 

fenômeno de dispersão. 

Uma população de Biomphalaria foi encontrada no norte da Patagônia. A 

partir de caracteres morfológicos e moleculares, Standley et al (2011) identificaram 

essa população como B. peregrina. Os autores utilizaram os marcadores COI, 16S e 

ITS. Esse foi o primeiro registro da espécie na área, abrangendo assim sua área de 

distribuição. Os autores destacam a falta de dados moleculares disponíveis em 

bancos de livre acesso para consulta.  

Tuan et al (2012) utilizaram sequências de COI e do gene ribossomal 16S 

para estimar as divergências de cada espécie do complexo B. tenagophila. Além 

disso, os autores procuraram testar o potencial dos marcadores moleculares COI e 

16S para identificação de espécies próximas. Os resultados gerados demonstraram 

que B. t. guaibensis e B. occidentalis estão mais próximas geneticamente do que B. 

t. guaibensis e B. t. tenagophila. Devido à baixa divergência genética entre espécies, 

encontrada com o COI e o 16S, os autores concluem que essa ferramenta molecular 

pode ser utilizada para diferenciação de espécies do complexo tenagophila. 
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3. Materiais e Métodos 
 
3.1 Origem das amostras 

Os espécimes utilizados nesse estudo foram adquiridos através de coletas e 

doação. As coletas foram realizadas nos municípios de Pelotas, Santa Vitória do 

Palmar (Estação Ecológica do Taim), Eldorado do Sul e Esteio (Figura 2), por dois 

coletores utilizando conchas de captura de metal, sendo que em cada local, a 

concha foi passada por dez vezes, conforme recomendado pelo Ministério da Saúde 

(2007). Além das amostras obtidas através de coletas, foram utilizados espécimes 

da do Rio da Prata, Argentina, doados pelo Laboratório de Parasitologia da 

UNICAMP. Todos os indivíduos foram acondicionados em laboratório na UFPel. 

 

 
Figura 2 - Pontos de coleta dos espécimes 

utilizados neste trabalho. Fonte: Google Maps 

 

3.2 Procedimentos para as análises moleculares 
Os indivíduos previamente identificados como Biomphalaria, provenientes 

das localidades acima mencionadas, foram mortos utilizando choque térmico 

conforme recomendado pelo Ministério da Saúde (2007). Um fragmento do pé	  de 

cada caramujo foi coletado e fixado em álcool 90% para identificação molecular. O 

restante do corpo do animal foi fixado em Raillet-Henry (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2007). As conchas foram fotografadas e mantidas no laboratório.     



	  
 

 

Para extração de DNA foi utilizado kit DNeasyBlood&Tissue®	  (Qiagen). Após 

a extração, o gene citocromo oxidase I (COI) foi amplificado através de PCR 

(Polymerase Chain Reaction) utilizando os primers HCO2198 e LCO 1490 (FOLMER 

et al, 1994) e temperatura de anelamento de 53ºC. Amostras amplificadas foram 

purificadas utilizando ExoSAPIT®	   (USB) e enviadas para sequenciamento na 

empresa MACROGEN (www.macrogen.com).  

 

3.3 Análises moleculares 
As sequências foram editadas utilizando o programa PreGap e Gap4 do 

pacote de programas StagenPackage (STADEN, 1996).  

Nas análises, foram utilizadas, além das sequências obtidas neste estudo, 

outras disponíveis em banco de dados. Para isso, foi realizada busca in silico de 

sequências do gene COI disponíveis no Barcode of Life Database (BOLD - 

http://www.boldsystems.org/) de espécies de Biomphalaria pertencentes ao 

complexo B. tenagophila. O BOLD é um banco de dados para sequências de COI 

utilizadas nas análises de DNA barcode. O alinhamento de todas as sequências foi 

realizado na ferramenta ClustalW inserida no programa MEGA6 (TAMURA et al, 

2013). 

 

3.3.1 Avaliação de presença de NUMTS 

 Para evitar utilizar nas análises cópias de genes mitocondriais presentes no 

genoma nuclear (NUMTS), ou seja, pseudogenes, todas as sequências foram 

inspecionadas à procura de stop codons no programa MEGA6. Em geral, NUMTS 

tendem a sofrer seleção neutra quando são copiados no genoma nuclear. Assim, foi 

realizado teste Z de seleção utilizando o método de Nei-Gojobori (NEI; GOJOBORI, 

1986) no MEGA6 para avaliar a probabilidade de rejeição da hipótese nula de 

neutralidade (dN=dS) em favor da hipótese alternativa purificadora (dN<dS); onde: 

dN = número de substituições não sinônimas em sítios não sinônimos e dS = 

número de substituições sinônimas em sítios sinônimos. 

 
3.3.2 Análise de monofilia de ramos e identificação de unidades taxonômicas 
operacionais (OUT´s) 

A análise de identificação de OTU´s foi realizada no programa MEGA6 por 

meio do método de reconstrução filogenética Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987), 
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usando o modelo evolutivo Kimura 2-parâmetros (KIMURA, 1980). A sequência do 

planorbideo Gyraulus chinensis, disponível no BOLD, foi utilizada como grupo 

externo, pois essa sequência já foi utilizada em trabalhos anteriores (ex. CAMPBELL 

et al, 2000). Os valores de confidência para cada clado foram calculados através do 

teste de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) com 1000 replicações. Todos os 

parâmetros utilizados nas análises foram seguidos conforme recomendado pela 

técnica de DNA Barcode. 
 

3.3.3 Divergência genética e identificação de Barcode gap 
As divergências genéticas intraespecíficas e interespecíficas entre as 

sequências foram calculadas por meio do modelo evolutivo Kimura 2-parâmetros no 

programa MEGA6. Após, esses dados foram plotados em gráfico no Excel para 

detectar a presença ou ausência de lacuna (Barcode gap) entre os valores de 

divergência intra e interespecíficos. Além disso, o método Automatic Barcode Gap 

Discovery (ABGD) (PUILLANDRE et al, 2012) também foi aplicado com a mesma 

finalidade. A identificação de barcode gap significa que nos dados analisados 

existem diferenças estatísticas reais entre a divergência genética de indivíduos da 

mesma espécie e entre indivíduos de espécies diferentes. Desta forma, a presença 

de um barcode gap auxilia na identificação de indivíduos cuja distância genética 

esteja abaixo deste valor de gap, podendo ser considerados indivíduos de mesma 

espécie. 

 

3.3.4 Rede de haplótipos para identificação de agrupamento de sequências 
 Todas as sequências foram agrupadas em haplótipos no programa DnaSP 

(LIBRADO; ROZAS, 2009). Após, esses dados foram utilizados para construção de 

uma rede de haplótipos usando o programa Network v4.6 (BANDELT et al, 1999). 

Com isto, baseado em uma análise de haplótipos, analisa-se o padrão de 

agrupamento haplotípico entre as sequências. 
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4. Resultados 
 O total de sequências geradas por este trabalho e as encontradas através de 

busca em banco de dados, foi de 138 sequências, sendo 34 geradas neste estudo e 

104 adquiridas in silico no BOLD (Tabela 2). Após alinhamento e edição, a matriz de 

dados apresentou 547pb e 52 sítios polimórficos. A listagem das sequências 

encontradas no BOLD com seu código e localidade está disponível no apêndice A.   

    
Tabela 2 – Número de amostras analisadas, geradas neste estudo e 

adquiridas in silico, indicando também a localidade de onde são 

provenientes. 

Amostras Nº de sequências Modo de obtenção 

Pelotas 10 Coleta 

Taim 9 Coleta 

Esteio 10 Coleta 

Eldorado do Sul 3 Coleta 

Argentina 2 UNICAMP 

B. t. tenagophila 81* BOLD 

B. t. guaibensis 2** BOLD 

B. occidentalis 21* BOLD 

Nota: Sequências obtidas de indivíduos provenientes do Estado de 

São Paulo (*) e Rio Grande do Sul (**). Ver apêndice A. 

 

4.1 Avaliação de presença de NUMTS 

Nenhuma sequência apresentou stop codons em qualquer das três matrizes 

de leitura possíveis. No teste Z de seleção, todas sequências rejeitaram a hipótese 

nula de neutralidade a favor da hipótese alternativa purificadora, demonstrando que 

essas amostras não estão sob seleção neutra. Assim, comprova-se que essas 

sequências são mitocondriais e não cópias nucleares, podendo ser utilizadas nas 

demais análises.  

 

 



	  
 

 

 

4.2 Análise de monofilia de ramos e identificação de unidades taxonômicas 

operacionais (OUT´s) 

 A análise de agrupamento monofilético apresentando todas as sequências 

analisadas gerada neste estudo apresenta-se no apêndice B. Para melhor 

entendimento, este cladrograma está resumido na figura 3.  

        

 
Figura 3 – Agrupamento de sequências baseado no método de construção NJ, modelo evolutivo 

Kimura 2-parâmetros (K2P), 1000 réplicas de bootstrap. Clados: (I) B. t. tenagophila, Argentina; (II) B. 

t. tenagophila; (III) B. t. guaibensis, Esteio, Eldorado do Sul; (IV) Pelotas, Taim; (V) B. occidentalis. 

 

Como pode ser visto na figura 3, houve a formação de cinco clados 

monofiléticos. As sequências de B. t. tenagophila do BOLD formaram dois clados 

(clado I e clado II) com 100% e 49% de valor de confidência, respectivamente. As 

duas sequências de Argentina agruparam junto ao clado I de B. t. tenagophila. O 

clado III agrupou as sequências de Esteio e Eldorado do Sul com as de B. t. 

guaibensis do BOLD. Já as sequências de Pelotas e Taim agruparam no clado IV 

 



	  
 

 

 

com 94% de valor de bootstrap. E as sequências de B. occidentalis do BOLD 

agruparam no clado V com 100% de confidência.  

 

4.3 Divergência genética e identificação de Barcode gap 
Os valores de divergencia genética intraespecíficos e interespecíficos gerados 

a partir da comparação entre as sequências agrupadas, conforme a monofilia de 

ramos da reconstrução filogenética, pode ser visto na tabela 3.   
 

Tabela 3: Valores de divergência genética calculados a partir 

do modelo evolutivo K2P com 1000 réplicas de bootstrap. Os 

valores estão em ordem crescente.  

 

*Clados: (I) B. t. tenagophila, Argentina; (II) B. t. tenagophila; 

(III) B. t. guaibensis, Esteio, Eldorado do Sul; (IV) Pelotas, 

Taim; (V) B. occidentalis. 

 

Os valores intraesepecíficos variaram de 0% a 0,8%, e foram menores que os 

interespecíficos, que variaram de 2,0% a 5,8%. Em relação à divergência 

intraespecífica, os clados I, IV e V apresentaram 0,0% de divergência e os clados III 

e II apresentaram, respectivamente, 0,1% e 0,8%.  

Em relação aos valores interespecíficos, o menor valor foi 2,0%, e não houve 

sobreposição com os valores máximos calculados nas análises intraespecíficas. 

Divergência genética Clados* Valores 

Intraespecífica Clado I 0% 

 Clado IV 0% 

 Clado V 0% 

 Clado III 0,1% 

 Clado II 0,8% 

 Clado I x Clado II 2,0% 

Interespecífica Clado IV x Clado V 2,3% 

 Clado III x Clado IV 2,7% 

 Clado II x Clado IV 3,6% 

 Clado III x Clado V 3,7% 

 Clado I x Clado IV 4,2% 

 Clado II x Clado III 4,4% 

 Clado I x Clado III 4,6% 

 Clado II x Clado V 5,0% 

  Clado I x Clado V 5,8% 
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Quando analisamos os dados plotados em um gráfico (figura 4), podemos ver que 

há formação de uma lacuna (gap) entre os valores de 0,8% e 1,6%.  

Os valores de gap testados no programa ABGD foram de 1,2% e 3%. O valor 

de 1,2% é o valor intermediário do intervalo de gap aqui gerado; e o valor de 3% é o 

valor de barcode gap proposto pela técnica de DNA Barcode (HEBERT et al, 2003b). 

Como pode ser visto no apêndice D e E, com valor de gap de 1,2% foram sugeridos 

cinco agrupamentos diferentes de potenciais espécies, e com o valor de 3% foram 

gerados quatro agrupamentos, sendo sugerido que as sequências de B. t. 

tenagophila provenientes de São Paulo pertencem à mesma espécie em potencial. 

 

 
Figura 4 – Frequência dos valores de divergência genética intra e 

interespecíficos distribuídas em intervalo de valores. Eixo x: Valores de 

divergência genética agrupados em intervalos. Vermelho: divergência 

intraespecífica. Azul: divergência interespecífica. Eixo y: Frequência (%) das 

sequências dos valores na análise.  

              

4.4 Rede de haplótipos para identificação de agrupamento de sequências 
No apêndice C estão listadas os haplótipos formados no programa DnaSP e 

utilizados na rede de haplótipos. Na rede de haplótipos gerada (figura 5) 

observamos que as sequências de B. t. tenagophila (clado I e II) do BOLD, incluindo 

as sequências da Argentina, foram agrupadas. Esses dois clados se distanciaram 

dos demais (B. occidentalis - clado V; B. t. guaibensis, Eldorado do Sul, Esteio - 

clado III; Pelotas e Taim - clado IV) por 13 passos mutacionais.  
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Entre os agrupamentos de B. t. tenagophila, há um haplótipo que é 

compartilhado por 50 indivíduos. Próximo a esse, há diversos haplótipos menos 

comuns com poucos passos mutacionais de distância. De qualquer maneira, esses 

haplótipos estão bem separados dos haplótipos das demais espécies analisadas.  

As sequências de B. occidentalis apresentaram um haplótipo mais comum e 

dois haplótipos menos frequentes e muito próximos. As sequências do clado III 

apresentaram um haplótipo mais comum e apenas um indivíduo agrupou fora desse 

grupo. Os indivíduos de Taim e Pelotas agruparam em um haplótipo único. 

 
Figura 5: Rede de haplótipos gerado no programa Network a partir do agrupamento de sequências 

em haplótipos realizado no programa DNAsp. Vermelho: B. tenagophila provenientes de São Paulo 

(ver apêndice C para identificar as localidades em São Paulo). Branco: sequências de indivíduos 

recebidos da UNICAMP provenientes da Argentina. Rosa: sequências de indivíduos coletados em 

Taim. Azul: sequências de indivíduos coletados em Pelotas. Amarelo: B. occidentalis provenientes de 

São Paulo (ver apêndice C para identificar as localidades em São Paulo). Cinza: sequências de 

indivíduos coletados em Esteio. Preto: sequências de indivíduos coletados em Eldorado do Sul. 

Verde: B. tenagophila guaibensis provenientes do Rio Grande do Sul (ver apêndice C para identificar 

as localidades no RS). Os números representam os passos mutacionais existentes entre os clados. 
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5. Discussão 
 
 Uma premissa da técnica de DNA Barcode é que a divergência genética 

intraespecífica deve ser sempre menor do que a divergência interespecífica e esta 

diferença deve ser tão clara que gera uma lacuna (Barcode gap) entre esses valores 

(BIRKY et al, 2010; HEBERT et al, 2003b; PUILLANDRE et al, 2012). Smith et al 

(2005) e Hebert et al (2003b) sugerem que o valor limite entre a divergência intra e 

interespecífica pode ser padronizado em 3%. Após plotados em gráfico (Figura 4), 

os dados de divergência genética desse trabalho apresentaram uma lacuna nos 

valores de 0,8% a 1,6%. Além disso, três comparações entre grupos apresentaram 

menos do que 3% de divergência: clado I e clado II, clado IV e clado V e clado III e 

clado IV (Tabela 3). Duas hipóteses podem explicar esse padrão de distribuição dos 

valores. Primeiramente, diversos trabalhos demonstram que o valor limite entre a 

divergência intra e interespecífica não pode ser generalizado para todos os 

organismos (FERGUSSON, 2002; BICHAIN et al, 2007; GOMEZ et al, 2007; MEIER 

et al, 2008). Segundo, é provável que esses clados sejam de mesma espécie ou de 

espécies muito próximas. Ao analisar cada clado separadamente, alguns aspectos 

podem ser elucidados: 

(1) As sequências de B. t. tenagophila do BOLD, junto com as sequências de 

Argentina, agruparam em dois clados monofiléticos (Figura 3). O valor de 

divergência genética entre esses clados é muito baixo: 2% (Tabela 3). A análise de 

ABGD mostra que esses dos clados podem ser separados (com o valor de 1,2% de 

barcode gap) ou agrupados (com o valor de 3%), dependendo do valor de barocde 

gap utilizado. Quando é analisado o posicionamento desses clados na rede de 

haplótipos, vê-se claramente uma proximidade muito grande entre eles. Tudo indica 

que o clado I e o clado II são compostos por indivíduos da espécie B. t. tenagophila.  

(2) Já as sequências de B. t. guaibensis do BOLD agruparam com maior 

proximidade com as sequências de B. occidentalis do que de B. t. tenagophila 

(Figura 3). Os valores de divergência genética também refletem essa proximidade. 

As comparações entre o clado III e o clado I+II geraram valores de 4,4% e 4,6%, 

respectivamente. Enquanto o valor da comparação entre o clado III e o clado IV foi 



	  
 

 

 

de 3,7% (Tabela 3). O posicionamento desse clados na rede de haplótipos corrobora 

essa relação (Figura 5). O haplótipo de B. t. guaibensis está mais próximo de B. 

occidentalis (com 18 passos mutacionais) do que de B. t. tenagophila (com 23 

passos mutacionais). As sequências de Esteio e Eldorado agruparam junto a B. t. 

guaibensis no clado III e apresentam o mesmo haplótipo dessa subespécie. Assim, 

presumimos que esses indivíduos são B. t. guaibensis. 

(3) No cladograma (Figura 3) as sequências de Pelotas e Taim agruparam 

sozinhas no clado IV mais próximo ao clado de B. occidentalis do que B. t. 

guaibensis. A divergência genética entre o clado IV e o clado V foi de 2,3% e entre o 

clado IV e o clado III foi de 2,7% (Tabela 3). A diferença entre esses valores de 

divergência genética é muito baixa, porém o agrupamento na árvore (Figura 3) e o 

posicionamento na rede de haplótipos (Figura 5) demonstram que esses indivíduos 

são próximos a B. occidentalis. Porém, segundo informação verbal1, os indivíduos 

de Pelotas e Taim aqui analisados apresentam bolsa vaginal e foram identificados 

morfologicamente como B. t. guaibensis. Assim, são necessários mais estudos para 

investigar essas duas populações e compreender a sua relação com as espécies do 

complexo B. tenagophila. 

Os padrões da reconstrução filogenética e dos valores de distância genética 

aqui recuperados para as espécies do complexo B. tenagophila são semelhantes 

aos encontrados em Tuan et al (2012). É importante ressaltar que a rede de 

haplótipos aqui gerada corrobora com a relações encontradas utilizando outros 

métodos. Devido a isso, esse método demonstra atribuir maior credibilidade à 

identificação pelo método de DNA Barcode. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
                                                
1 Informação fornecida por Demetrius S. Martins, que realizou a identificação morfológica dos 
espécimes, em setembro de 2015. 
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6. Conclusão 
 

A técnica de DNA Barcode é eficiente na delimitação de espécies do 

complexo B. tenagophila, pois as relações encontradas aqui são as mesmas 

encontradas em trabalhos anteriores. 

O valor de barcode gap encontrado neste estudo não é ideal, pois separa os 

clados (I e II) de B. t. tenagophila, que pertencem a mesma espécie. 

A técnica de rede de haplótipos auxiliou na identificação por DNA Barcode, 

pois ajudou a elucidar a relação do clado I e II, que não pôde ser esclarecida 

baseada apenas na análise de monofilia de ramos e divergência genética. 

É possível que as populações de Taim e Pelotas sejam de uma espécie 

diferente de B. t. guaibensis e B. occidentalis. Já que agrupam na análise molecular 

com B. occidentalis, mas morfologicamente são identificadas como B. t. guaibensis. 

Para entender melhor a relação dos indivíduos de Pelotas e Taim com o complexo 

B. tenagohila, é necessário aumentar o número de coletas para obtermos toda a 

diversidade dessas populações. 

Além disso, ressalta-se a importância de revisar a análise morfológica do 

complexo B. tenagophila. Procurando elucidar se a presença e ausência da bolsa 

vaginal é um caracter diagnóstico, visto que a análise molecular está agrupando 

indivíduos com e sem bolsa vaginal. 
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Apêndice A – Sequências utilizadas neste trabalho obtidas no sistema BOLD 
	  

Espécie Localidade Código BOLD 
B. t. tenagophila Brasil BMLG0225-06 
B. t. tenagophila Aparecida - SP GBMLG17750-14 
B. t. tenagophila Biritiba Mirim - SP GBMLG17759-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17763-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17764-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17765-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17766-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17767-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17768-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17769-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17770-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17771-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17772-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17774-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17775-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17777-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17778-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17779-14 
B. t. tenagophila Ipaussu - SP GBMLG17787-14 
B. t. tenagophila Ipaussu - SP GBMLG17788-14 
B. t. tenagophila Ipaussu - SP GBMLG17789-14 
B. t. tenagophila Ipaussu - SP GBMLG17790-14 
B. t. tenagophila Ipaussu - SP GBMLG17791-14 
B. t. tenagophila Ipaussu - SP GBMLG17792-14 
B. t. tenagophila Ipaussu - SP GBMLG17793-14 
B. t. tenagophila Ipaussu - SP GBMLG17794-14 
B. t. tenagophila Ipaussu - SP GBMLG17795-14 
B. t. tenagophila Ipaussu - SP GBMLG17796-14 
B. t. tenagophila Iapuçá - SP GBMLG17797-14 
B. t. tenagophila Itariri - SP GBMLG17802-14 
B. t. tenagophila Ourinhos - SP GBMLG17818-14 
B. t. tenagophila Ourinhos - SP GBMLG17819-14 
B. t. tenagophila Ourinhos - SP GBMLG17820-14 
B. t. tenagophila Ourinhos - SP GBMLG17823-14 
B. t. tenagophila Ourinhos - SP GBMLG17824-14 
B. t. tenagophila Ourinhos - SP GBMLG17825-14 
B. t. tenagophila Ourinhos - SP GBMLG17835-14 
B. t. tenagophila Ourinhos - SP GBMLG17836-14 
B. t. tenagophila Pindamonhangaba  - SP GBMLG17841-14 
B. t. tenagophila Pindaminhongaba - SP GBMLG17842-14 
B. t. tenagophila São Lourenço da Serra - SP GBMLG17858-14 
B. t. tenagophila Taubaté - SP GBMLG17864-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17865-14 



	  
   
 

 

 

B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17866-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17867-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17868-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17869-14 
B. t. tenagophila Tremembé - SP GBMLG17870-14 
B. t. tenagophila Araraquara - SP GBMLG17753-14 
B. t. tenagophila Araraquara - SP GBMLG17754-14 
B. t. tenagophila Araraquara - SP GBMLG17758-14 
B. t. tenagophila Embu das artes - SP GBMLG17781-14 
B. t. tenagophila Itariri - SP GBMLG17799-14 
B. t. tenagophila Itariri - SP GBMLG17800-14 
B. t. tenagophila Itariri - SP GBMLG17803-14 
B. t. tenagophila Itariri - SP GBMLG17805-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17773-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17776-14 
B. t. tenagophila Caraguatatuba - SP GBMLG17780-14 
B. t. tenagophila Ilha Bela - SP GBMLG17785-14 
B. t. tenagophila Ilha Bela - SP GBMLG17786-14 
B. t. tenagophila Embu das Artes - SP GBMLG17782-14 
B. t. tenagophila Itariri - SP GBMLG17801-14 
B. t. tenagophila Registro - SP GBMLG17851-14 
B. t. tenagophila Juquia - SP GBMLG17806-14 
B. t. tenagophila Juquia - SP GBMLG17810-14 
B. t. tenagophila Juquia - SP GBMLG17807-14 
B. t. tenagophila Juquia - SP GBMLG17808-14 
B. t. tenagophila Juquia - SP GBMLG17809-14 
B. t. tenagophila Mogi das Cruzes - SP GBMLG17814-14 
B. t. tenagophila Ourinhos - SP GBMLG17822-14 
B. t. tenagophila Registro - SP GBMLG17852-14 
B. t. tenagophila Sorocaba - SP GBMLG17859-14 
B. t. tenagophila Sorocaba - SP GBMLG17863-14 
B. t. tenagophila Sorocaba - SP GBMLG17860-14 
B. t. tenagophila Sorocaba - SP GBMLG17861-14 
B. t. tenagophila Sorocaba - SP GBMLG17862-14 
B. t. tenagophila Não informado GBMLG5622-08 
B. t. tenagophila Não informado GBMLG5670-08 
B. t. tenagophila Biritiba Mirim - SP GBMLG17760-14 
B. t. tenagophila Biritiba Mirim - SP GBMLG17761-14 
 B. t. guaibensis Porto Alegre - RS GBMLG17736-14 
 B. t. guaibensis Porto Alegre - RS GBMLG17737-14 
B. occidentalis Brazil GBMLG0226-06 
B. occidentalis Araraquara - SP GBMLG17751-14 
B. occidentalis Araraquara - SP GBMLG17755-14 
B. occidentalis Araraquara - SP GBMLG17756-14 
B. occidentalis Araraquara - SP GBMLG17757-14 

B. occidentalis Martinópolis - SP GBMLG17811-14 



	  
   
 

 

 

	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	   	  

B. occidentalis Martinópolis - SP GBMLG17812-14 
B. occidentalis Novais - SP GBMLG17816-14 
B. occidentalis Novais - SP GBMLG17817-14 
B. occidentalis Ourinhos - SP GBMLG17821-14 
B. occidentalis Ourinhos - SP GBMLG17832-14 
B. occidentalis Ourinhos - SP GBMLG17833-14 
B. occidentalis Ourinhos - SP GBMLG17834-14 
B. occidentalis Ourinhos - SP GBMLG17838-14 
B. occidentalis Ourinhos - SP GBMLG17839-14 
B. occidentalis Ourinhos - SP GBMLG17840-14 
B. occidentalis Presidente Prudente - SP GBMLG17843-14 
B. occidentalis Santa Isabel - SP GBMLG17853-14 
B. occidentalis Santa Isabel - SP GBMLG17854-14 
B. occidentalis Cândido Mota - SP GBMLG17762-14 
B. occidentalis Ourinhos - SP GBMLG17831-14 
Gyraulus chinensis Lake Victoria, Kenya GBMLG0222-06 



	  
   
 

 

 

	  
Apêndice B – Agrupamento de sequências baseada no método de construção NJ, 
modelo evolutivo K2P e 1000 réplicas de bootstrap. 
 
 
	  
	  

	  
	  
	  
	  
	  
	   	  



	  
   
 

 

 

	  
	  
Apêndice C – Lista dos haplótipos gerados através do programa DNAsp 
	  
Haplótipo 1:   
Argentina 2  
Argentina 3  
B. t. tenagophila GBMLG0225-06 - Brazil 
B. t. tenagophila GBMLG17750-14 - Aparecida - SP 
B. t. tenagophila  GBMLG17759-14 - Biritiba Mirim - SP  
B. t. tenagophila GBMLG17763-14  - Caraguatatuba  - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17764-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17765-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17766-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17767-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17768-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17769-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17770-14  - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17771-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17772-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17774-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17775-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17777-14| - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17778-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17779-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17787-14 - Ipaussu - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17788-14 - Ipaussu - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17790-14 - Ipaussu - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17791-14 - Ipaussu - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17792-14 - Ipaussu - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17793-14 - Ipaussu - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17794-14 - Ipaussu - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17795-14 - Ipaussu - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17796-14 - Ipaussu - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17802-14 - Itariri - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17818-14 - Ourinhos  - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17819-14 - Ourinhos - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17820-14 - Ourinhos - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17823-14 - Ourinhos - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17824-14 - Ourinhos - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17825-14 - Ourinhos - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17835-14 - Ourinhos - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17836-14 - Ourinhos - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17841-14 - Pindamonhangaba - SP  
B. t. tenagophila GBMLG17842-14 - Pindamonhangaba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17858-14 - São Lourenço da Serra  - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17864-14 - Taubaté - SP  
B. t. tenagophila GBMLG17865-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17866-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17867-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17868-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17869-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17870-14 – Tremembé - SP 
 
 
Haplótipo 2:   
B. occidentalis GBMLG0226-06 - Brazil  
B. occidentalis  GBMLG17751-14 - Araraquara - SP 
B. occidentalis  GBMLG17755-14 - Araraquara - SP 



	  
   
 

 

 

B. occidentalis  GBMLG17756-14 - Araraquara - SP 
B. occidentalis GBMLG17757-14 - Araraquara - SP 
B. occidentalis GBMLG17811-14 - Martinópolis - SP 
B. occidentalis GBMLG17812-14 – Martinópolis - SP 
B. occidentalis GBMLG17816-14 - Novais  - SP 
B. occidentalis GBMLG17817-14 - Novais - SP 
B. occidentalis GBMLG17821-14 - Ourinhos  - SP 
B. occidentalis GBMLG17832-14 - Ourinhos - SP 
B. occidentalis GBMLG17833-14 - Ourinhos - SP 
B. occidentalis GBMLG17834-14 - Ourinhos - SP 
B. occidentalis GBMLG17838-14 - Ourinhos - SP 
B. occidentalis GBMLG17839-14 - Ourinhos - SP 
B. occidentalis GBMLG17840-14 - Ourinhos - SP 
B. occidentalis GBMLG17843-14 - Presidente Prudente  - SP  
B. occidentalis GBMLG17853-14 - Santa Isabel - SP  
B. occidentalis GBMLG17854-14- Santa Isabel - SP 
 
Haplótipo 3:   
B. occidentalis GBMLG17762-14 - Candido Mota - SP 
 
Haplótipo 4:   
B. occidentalis GBMLG17831-14 - Ourinhos - SP 
 
Haplótipo 5:  
B. t. guaibensis GBMLG17736-14 - Porto Alegre 
B. t. guaibensis GBMLG17736-14  - Porto Alegre 
Eldorado do Sul 2  
Eldorado do Sul 8  
Esteio 01  
Esteio 02  
Esteio 03  
Esteio 04  
Esteio 05  
Esteio 06  
Esteio 07 
Esteio 08  
Esteio 09  
Esteio 10 
 
Haplótipo 6:  
B. t. tenagophila GBMLG17753-14 - Araraquara - SP  
B. t. tenagophila GBMLG17754-14 - Araraquara - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17758-14 - Araraquara - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17781-14 - Embu das artes - SP  
B. t. tenagophila GBMLG17799-14 - Itariri - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17800-14 - Itariri - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17803-14 - Itariri - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17805-14- Itariri - SP 
 
Haplótipo 7:  
B. t. tenagophila GBMLG17760-14 - Biritiba Mirim - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17761-14 - Biritiba Mirim - SP 
 
Haplótipo 8: 
B. t. tenagophila GBMLG17773-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17776-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17780-14 - Caraguatatuba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17785-14 - Ilha Bela - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17786-14 - Ilha Bela - SP 
 



	  
   
 

 

 

Haplótipo 9:  
B. t. tenagophila GBMLG17782-14 - Embu das Artes - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17801-14 - Itariri - SP  
B. t. tenagophila GBMLG17851-14- Registro - SP  
 
Haplótipo 10:  
B. t. tenagophila GBMLG17806-14 - Juquia - SP  
B. t. tenagophila GBMLG17810-14- Juquia - SP 
 
Haplótipo 11: 
B. t. tenagophila GBMLG17807-14 - Juquia - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17808-14 - Juquia - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17809-14 - - Juquia - SP 
 
Haplótipo 12:   
B. t. tenagophila GBMLG17814-14 - Mogi das cruzes - SP 
 
Haplótipo 13:    
B. t. tenagophila GBMLG17822-14 - Ourinhos - SP 
 
Haplótipo 14:   
B. t. tenagophila GBMLG17852-14 - Registro - SP 
 
Haplótipo 15:   
B. t. tenagophila GBMLG17859-14 - Sorocaba - SP  
B. t. tenagophila GBMLG17863-14 - Sorocacaba - SP 
 
Haplótipo 16: 
B. t. tenagophila GBMLG17860-14 - Sorocaba - SP 
 
Haplótipo 17:  
B. t. tenagophila GBMLG17861-14 –Sorocaba - SP 
B. t. tenagophila GBMLG17862-14 – Sorocaba - SP 
 
Haplótipo 18: 
B. t. tenagophila GBMLG5622-08 – Não informado 
B. t. tenagophila GBMLG5670-08 – Não informado 
 
Haplótipo 19: Eldorado 5 
 
Haplótipo 20: 
Pelotas 1  
Pelotas 10  
Pelotas 2  
Pelotas 3  
Pelotas 4  
Pelotas 5  
Pelotas 6  
Pelotas 7  
Pelotas 8  
Pelotas 9  
Taim 1  
Taim 10  
Taim 3  
Taim 4  
Taim 5  
Taim 6  
Taim 7  
Taim 8  
Taim9 



	  
   
 

 

 

Apêndice D – Agrupamentos gerados no programa ABGD para o valor de gap 
1,2%. 
	  

	   	  



	  
   
 

 

 

	  
	  
	  

 
  



	  
   
 

 

 

Apêndice E – Agrupamentos gerados no programa ABGD para o valore de gap 
3,0%. 
 

 



	  
   
 

 

 

 
 
 


