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RESUMO

BIOMETRIA DE RADULAS E PA,DRAO DOS FRAGMENTOS DE
RESTRICAO DO DNA DE ESPECIES DO GENERO Phyllocaulis
(MOLLUSCA: GASTROPODA: VERONICELLIDAE)

O géneroPhyllocaulis Colosi, 1922 vem sendo diferenciado em cinco
espécies, segundo analises morfolégicBs: variegatus P. tuberculosus, P.
boraceiensisP. soleiformise P. gayi A énfase é dada a forma do pénis, espata,
glandula peniana e glandula pediosa. Esse critén se mostrando insuficiente
para a resolugcéo de grupos mais complexos, ondarasteres diferenciais nao séo
evidentes. EnP. soleiformisadotou-se formas A, B, C, D e E para populacées qu
apresentam variabilidade morfolégica e sdo oriunidgaegides geograficas distintas.
Nesta investigacdo, abrangeu-se todas as espéaEndrdPhyllocaulisanalisando-
se as ripas da mandibula e os dentes lateraisu@iatps da radula, a partir de
microscopia eletrébnica de varredura (MEV). Esta lis@ajuntamente com
tratamentos estatisticos permitiu reclassificdorama C deP. soleiformiscomo uma
nova espécie. Em outra investigacado determinou-sea fisico empregando 14
enzimas de restricdo dP. variegatus P. tuberculosus, P. boraceiensi®.
soleiformis e, para fins comparativosBelocaulus angustipes e Sarasinula
linguaeformis Esse mapa foi obtido através dos fragmentos giaadTS1 do 18S
rDNA. A arvore de distancias génicas apresentaraddC deP. soleiformiscomo
um elo de ligacdo entre os dois principais agrupdmsepor possuir um grande
namero de caracteres comuns com todo os outrosgalsto demonstra que a forma
C sofreu poucas alteracdes ao longo de seu proeeskdivo. As diferentes técnicas
levaram a caracterizagdo das espéckes variegatus P. tuberculosus P.
boraceiensisP. soleiformiscom a diferenciacdo da forma C. Os resultadosifsmm
propor a revalidacao do norRéyllocaulis renschpara a forma C de. soleiformis



ABSTRACT

RADULA BIOMETRY AND PATTERN OF DNA RESTRICTION
FRAGMENTS IN SPECIES OF THE GENUS Phyllocaulis
(MOLLUSCA: GASTROPODA: VERONICELLIDAE)

The genudhyllocauls Colosi, 1922 has being differenciated into fipe@es based
on anatomical and morphological analysR: variegatus (Semper, 1885),P.
tuberculosus (Martens, 1868),P. boraceiensisThomé 1976, P. soleiformis
(Orbigny, 1835) andP. gayi(Fischer, 1872). Using classification emphasisiverm
to the form of the penis, spathe and the penal @edhl glands. However such
criteria have been proved to be insufficient foentification of more complex
groups, where the differentiating characteristiesraot evident. There are five forms
of Phyllocaulis soleiformisA, B, C, D and E, representing populations frastidct
geographical regions. In this investigation theirengenus was studied using
scanning electron microscope (SEM) to examine thadible, lateral and rachidian
teeth and the radula. This examination togetheh whe application of statistical
analysis permitted the reclassification of formfdPosoleiformisas a new species. A
complementary study based on the compilation of/mezstandards obtained from
fragments of fourteen restriction enzymes whichenagoplied in the regions ITS1 of
18S rDNA. The resulting gene distance tree showet IC of P. soleiformisto be a
link between the two principal groups. Thereforee application of these different
methodologies led to the discrimination of the sg&l. variegatusP. tuberculosus
P. boraceiensisandP. gayi forms A, B, D, and E and the differentiation ofrh C.
As a result of these findings we propose tiat,soleiformisform C be renamed
Phyllocaulis renschihomé, 1965.



APRESENTACAO

Esta Tese apresenta os resultados obtidos a partivestigacdes realizadas
com espécies do géndpbyllocaulis Esta apresentada na forma de artigos.

O primeiro artigo discute a validade do uso dodeteda radula e do nimero
de ripas da mandibula como caracteres sistematecdgferenciacdo das espécies do
géneroPhyllocaulis A importancia de tal discusséo reside no fata determinacao
dessas espécies estar baseada, quase que exchm®ana descricdo de estruturas
anatbmicas bastante variaveis, dificultando a ¢arnaacdo de grupos mais
complexos. A definicAo dos dentes da radula como camdter valido para a
determinacdo de espécies em Veronicellidae é fuedtat) visto serem as Unicas
estruturas relativamente rigidas nesses animais.

O segundo artigo, primeira investigacdo cientifemavolvendo biologia
molecular como ferramenta na resolucdo dos proldet@meondmicos na familia
Veronicellidae, objetivou determinar os padrées ttagmentos de restricdo em
espécies do géneRhyllocaulis comparando-os aqueles Belocaulus angustipes
Sarasinula linguaeformis

Apesar de se tratarem de estruturas diferentesddfenentes tratamentos de
dados, ambas investigagcdes conduziram a um resuttanvergente que permite
propor a revalidacdo do norRerenschiThomeé, 1965.

Os artigos foram escritos no formato da reviStadies on Neotropical

Fauna and Environment.

vi



BIOMETRIA DE RADULAS NO GENERO Phyllocaulis (MOLLUSCA:
GASTROPODA:VERONICELLIDAE)

Georgina Goncalves Mansur
Jarbas Rodrigues de Olivéira
José Willibaldo Thomié

Resumo

Phyllocaulis € um género distribuido nas regides centro oessell edo Brasil,
Uruguai, Argentina e Chile. A determinacdo das eigséde Phyllocaulis estéa
baseada quase que exclusivamente na descricdo rdetecas anatdomicos e
morfologicos, principalmente a forma do pénis, dpa¢a, da glandula peniana e da
glandula pediosa. Através da microscopia eletrédeaarredura foram analisadas
mandibulas e dentes laterais e raquidianos daar@disl espécieP. tuberculosusP.
variegatus P. boraceiensisP. soleiformis(formas A, B, C, D e E)e P. gayi.Os
caracteres especificos mais importantes foramgaiare o comprimento do dente
raquidiano e a largura do dente lateral. Os redodtandicaram a necessidade da
diferenciacéo da forma C dre soleiformisde modo que se propde a revalidacéo do

nomeP. renschipara esses espécimes.

Palavras chave: Phyllocaulis tuberculosysP. variegatus P. boraceiensis P.

soleiformis P. gayie P. renschi biometria de radula.
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ABSTRACT

RADULA BIOMETRY IN THE GENUS Phyllocaulis (MOLLUSCA:
GASTROPODA: VERONICELLIDAE)

Phyllocaulisis a genus distributed in the centre west andhsofutegions of Brazil,
of Uruguay, Argentina and Chile. The determinatidrithe species is based, almost
exclusively, upon the description of anatomical andrphological characteristics,
principally of the penis, spathe and the penial pedal glands. Our objective was to
assess and validate the use of the mandible aadillaind rachidian teeth of the
radula. The lateral and rachidian teeth of the iggdt variegatusP. tuberculosus
P. boraceiensisP. soleiformis(forms A, B, C, D and E) anB. gayipermitted the
differentiation of the species. By means of scagneiectron microscopy the
mandibles, lateral and rachidian teeth and radeliee \examined. The most important
specific characteristics were the length of thehidian tooth and the width and
length of the lateral tooth. The results pointrite hecessity of differentiating form C

of the specieP. soleiformiswe propose that it be renamldyllocaulis renschi

Key Words: Phyllocaulis tuberculosys P. variegatus P. boraceiensis P.

soleiformis P. gayiandP. renschi Radula Biometry.



Introducéo

O géneroPhyllocaulis Colosi, 1922 é representado por cinco espécieestaas
terrestres que se caracterizam por ndo possuirean@ae@ por serem hermafroditas,
assim como as demais espécies pertencentes aafaaitinicellidae Gray, 1840. Ao
revisar o género, Thomé (1976) diferenciou as espét soleiformis(Orbigny,
1835), P. tuberculosus(Martens, 1868),P. gayi (Fischer, 1872)P. variegatus
(Semper, 1885) P. boraceiensi§homé, 1976 segundo a anatomia, com énfase em
estruturas do sistema reprodutor. Os principaisctares considerados foram a
forma da glandula pediosa, a forma do pénis, odgtibulos da glandula peniana e
a forma e disposicdo dos orgdos do sistema remmodeminino junto ao poro
genital. Todas as espécies possuem no pénis umauestcom aspecto folidceo,
denominada espata, considerada um carater geneérico.

Diversos estudos morfométricos e morfolégicos pasts (Bertschinger &
Thomé, 1987, 1988; Leal-Zanchet et al., 1989, 1999.1a, 1991b; Bonilha, 1991;
Martins, 1998; Santos & Thomé, 2000; Soares, 2@dhfirmaram a importancia
sistematica das estruturas consideradas validabhmoné (1976).

Martins (1998), ao estudar aspectos da morfologiecidco formas dé.
soleiformis(A, B, C, D e E), agrupadas segundo a coloracauwotim, observou nitida
diferenciacdo na forma C que, segundo a autor@seapta 0 corpo mais estreito,
afastamento dos nervos pediosos e paliais no tegarseincidindo com o ponto de
penetracdo da aorta pediosa, apresenta a menda espaelacdo ao pénis, a glande
do pénis mais dilatada, o diametro da papila dadgi@ peniana menor, fazendo
com que esta seja mais estreita quando comparaml#tras formas. Além disso, na
regido genital posterior, a bolsa da copulagcdo beece ducto de ligacdo na
extremidade distal do cabecote que, na forma Caié lmngo quando comparado as
demais formas.

A mandibula e a radula sdo caracteres que vém samalizados com fins
sistematicos. A mandibula € uma estrutura arqueanstituida, na regido anterior,
por variado numero de ripas radiais, ligadas poa dima membrana (Hoffmann,
1925). A radula € uma membrana flexivel e mévelesa@bqual estédo fixadas varias

filas longitudinais de dentes quitinosos, semek®mentre si. Cada fileira transversal



€ constituida por um dente central (raquidianojledalo pelos dentes laterais
(Sordelli, 1874; Runham, 1975). Esta estrutura s valor taxondmico,

principalmente em grupos de moluscos marinhos (C&l®87). Os trabalhos de
Runham & Thornton (1967), Solem (1972) e Go6tting88) enfatizaram o uso de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) para olzsgio de detalhes estruturais
da radula, como a forma dos dentes raquidianderis e ripas da mandibula.

Gotting (1985) constatou diferencas entre as r&ddés cinco espécies de
Phyllocaulis e, a partir do nimero de ripas da mandibula eaddo entre os
comprimentos dos dentes laterais e raquidianopograma relacéo hipotética entre
elas, enfatizando, no entanto, que esta nao ergropasta a filogenia do grupo.

A variabilidade entre as radulas e mandibulas firatites espécimes e
soleiformislevou Gotting (1985) a propor a existéncia de tfésmas” distintas:
formas A, B e C. Seguindo a mesma terminologia, tilar(1998) analisou a
variabilidade morfolégica de 6rgdos internos e delulas nas trés formas
anteriormente propostas por Gotting (1985), ademoio ainda, outras duas formas
as quais denominou D e E.

Assim como verificado por Martins (1998) dn soleiformis Soares (2001)
também verificou emP. variegatus variacdo morfologica, principalmente na
coloracdo do noto, na forma do pénis, da papilgl@adula peniana e da espata,
levantando a hipétese da existéncia de uma cliitacahal. Apesar de constatar esta
variabilidade na morfologia, Soares (2001) ndo ttas diferencas significativas
entre as radulas dos espécimes analisados.

As espécies do génerBhyllocaulis distribuem-se numa faixa obliqua
transversal (Fig. 1) no sul da América do Sul (TBpt®76)P. variegatusapresenta
a mais ampla distribuicdo: ocorre desde o sul deaMiGerais até Buenos Aires,
acompanhando, em linhas gerais, a grande baciagnidica do Parana-PratR.
boraceiensiglistribui-se desde Juiz de Fora (MG) até Blumgi®), numa estreita
faixa litoraneaP. tuberculosusinicia sua ocorréncia em Joinvile (SC) e também a
longo do litoral, estende sua distribuicdo até \&arRS).P. soleiformisé a espécie
de ocorréncia mais meridional na costa atlantidatribui-se desde Floriandpolis

(SC) (Martins, 1998), estendendo-se por tod®i@ Grande do Sul, atingindo o
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limite austral de distribuicio em Baia Blanga,Argentina (Cazzaniga & Ronda,
1986).P. gayi é a Unica espécie que se localiza além dos Amdssingindo sua
distribuicdo geografica ao sul do Chile.

Esta investigacao teve como proposito discutirlmlade do uso dos dentes
da radula e do numero de ripas da mandibula comacteses sistematicos na

diferenciacé@o das espécies do gémdrgllocaulis

Materiais e Métodos

Procedéncia dos exemplares

Para andlise da radula e mandibula foram utilizad@snplares dé. variegatus
oriundos de Canela (RS); exemplares Rle boraceiensisde Sao Paulo (SP);
exemplares de. tuberculosusle Canela e S&o Francisco de Paula (RS); exeraplare
deP. gayido sul do Chileexemplares d®. soleiformisdas cidades de Porto Alegre
(A), Viamao (A), Camaqua (A), Santana do Livrame(®), Riozinho (C) e Sé&o
Borja (D), RS. Esta ultima espécie foi subdividgiggundo a variacdo do colorido

do noto, sendo agrupada em 5 formas: A, B, C, O{Md&tins, 1998).

Quantificacdo dos espécimes, mandibulas, radulagientes

O numero de ripas da mandibula foi avaliado em xemelar de cada espécie e em
trés exemplares de cada formaRlesoleiformis totalizando 19 mandibulas. Para
analise dos dentes da radula foi utilizado um téalt7 espécimes, sendo trédPde
boraceiensis trés deP. tuberculosustrés deP. gayi trés deP. variegatus Na
espécieP. soleiformisforam investigados dez espécimes da forma A; ddeforma

B; oito da forma C; cinco da forma D e dois da farB. Em cada radula foram
analisados trés dentes raquidianos e trés dentemisa compreendendo e
soleiformis 60 dentes na forma A, 60 na forma B, 48 na foBn&0 na forma D e
12 na forma E. EnP. variegatusP. tuberculosusP. boraceiensi® P. gayi foram

incluidos na analise 18 dentes de cada espécie.



Metodologia

Para a investigagao, utilizaram-se tanto animaalbs previamente, quanto animais
coletados no campo. Aqueles capturados vivos fosammetidos a anestesia
criogénica por quatro horas ou mais, até que estre totalmente distendidos. A
dissecacéo foi realizada sob estereomicroscopimisdo metodologia proposta por
Lopes & Thomé (1973).

Para as analises de radulas e mandibulas retirosatho bucal, localizado
na regiao anterior da cavidade interna do aninmah o corte do es6fago e nervos e
afastamento das glandulas salivares, liberando-g®ca dos palpos labiais e
omatoforos.

O método para preparacdo da radula e mandibulaaggado em Solem
(1972), com modificacdes. O bulbo bucal foi mergdiin em solucéo de hipoclorito
de sodio (NaClO) e agua destilada (1:1) para digdol do tecido muscular. Apos
esse banho, o bulbo bucal foi transferido para ptaea de Petri contendo agua
destilada, procedendo-se a retirada dos tecidos ewternos, amolecidos pelo
hipoclorito de sédio. Para a finalizacdo da limpéaa radulas e mandibulas, as
pecas foram transferidas para um microtubo conpaalontendo agua destilada. O
conjunto foi colocado em um aparelho de ultra soamBon 2210 com freqléncia de
47 KHz por cerca de trés minutos.

Geralmente, a membrana basal da radula tende arskare devido a um
encolhimento por acdo do hipoclorito de soédio. Pav#dar que 0 manuseio
prejudicasse a montagem, foi necessario dar umailianho de alcool etilico 95%
ou alcool etilico absoluto até que a radula fossetata na posicéo desejada.

As radulas e mandibulas foram analisadas a partinidrografias obtidas em
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) marca Iigts XL30 do Centro de
Microscopia e Microandlise (CEMM) da Pontificia Meisidade Catélica do Rio
Grande do Sul.

A montagem destas estruturas para microscopiadeiesr envolve sua
transferéncia para uma estrutura metalstahbg sobre a qual € colada uma fita
especial de carbono dupla face, que permite a mdaré&las mesmas. Para a
disposicéo das radulas sobrstab, utilizou-se a metodologia de Gétting (1985), que



consiste em colocar a radula sobrstub de modo que ela fique totalmente plana,
permitindo estudos biométricos comparativos. Mamdib e radulas foram

metalizadas com uma fina camada de ouro forne@t@EMM.

Analise de Dados

A andlise da mandibula envolveu a descricdo ddmuoaa geral e da contagem do
namero de ripas (costelas) presentes em cadaueatr{(iig. 2). Para as radulas
enfocou-se a forma geral dos dentes, além de dadgtricos. A fim de minimizar
possiveis variacdes originadas pela técnica, asografias foram obtidas numa
mesma regido radular e foi mantido o mesmmento (773x). Com o auxilio
de um paquimetro digital Mitutoyo, com precisdo@lmm, foram tomadas as
medidas dos dentes em milimetros sobre as imagengosteriormente,
transformadas em micrometros através de regn@ssitnples.

O comprimento do dente lateral foi aferido a pattir extremidade inferior
até o apice da cuspide e a largura, na porcaolargs do dente. O comprimento do
dente raquidiano foi aferido a partir do ponto ene @ folha dentéaria inicia sua
elevacéao até o apice da cuspide e a largura, gagarnais larga do dente (Fig. 3).

ApoOs a obtencéo dos dados, foram calculadas a reédlidesvio padrdo das
medidas dos dentes laterais e raquidianos e cd@ulas quocientes entre: os
comprimentos do dente raquidiano e lateral (CR/@Gtyuras do dente raquidiano e
lateral (LR/LL), largura e comprimento do denteetat (LL/CL), largura e
comprimento do raquidiano (LR/CR).

A partir das proporc¢des obtidas para os 282 den&surados verificou-se a
variacdo entre 0os nove grupos e todas as variasgmves da andlise de variancia
multivariada (MANOVA), utilizando-se softwareSPSS.

Os mesmos dados foram submetidos a analise disarite (software SPSS),
objetivando verificar a relagdo de magnitude derdiicas entre grupos, relativa
aqguela dentro dos grupos (Monteiro & Reis, 1999h Wilizar esta técnica,
procurou-se gerar funcdes que maximizassem a cai@mistente entre 0s grupos e
minimizassem a variancia dentro de cada grupo $Méeto, 1995). Os grupos
previamente determinados foram as cinco formd2. deleiformigA, B, C,D e E) e

as demais espécidB. (variegatusP. tuberculosusP. boraceiensig P. gay).



Fig. 2. Micrografia eletrénica da mandibula de uxareplar dePhyllocaulis gayi
comindicagéo das ripas.



Fig. 3.
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Micrografia eletrbnica da radula de um egkmn de Phyllocaulis
boraceiensiscom indicacdo das medidas realizadas nos dentwitate
raquidianos (CL= comprimento do dente lateral; Llargura do dente
lateral; CR= comprimento do dente raquidiano; LReglira do dente
raquidiano). 15.0kV, spot 5.0, aumento 773x.
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Os dados das proporcbes entre os comprimentosgardar dos dentes
raquidianos e laterais também foram submetidosdfisende agrupament&lster
Analysi§ o que permitiu a visualizacdo dos grupos maixiprds, segundo 0s

caracteres considerada®ftwareStatistica 5.0).

Resultados e Discussao

Segundo Gétting (1985), a forma, a largura e o marde ripas da mandibula séo
diferentes em cada espécie do gériengllocaulis Para este autoR. soleiformis
teria cerca de 29 ripas nas trés formas (A, B éNG)presente trabalho, o numero de
ripas, nesta mesma espeécie, variou de 18 (formretéC33 (forma E), sugerindo que
este carater ndo tem consisténcia para a difeg@idas formas e espécids.
Tabela 1 apresenta os resultados do numero ded@asandibula e desvio padréo
para todas as espécies e formas consideradas.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados dosicmnfps medios e larguras
médias dos dentes laterais e raquidianos para s teda espécies e formas

consideradas.

Tabela 1. Numero de ripas da mandibula e desvio padrédo @pmjrico espécies e
formas dePhyllocaulis

Mandibula
n° ripas dp
P. soleiformisA 23 +2,52
P. soleiformiB 24 +0,58
P. soleiformisC 18 +1,53
P. soleiformisD 24 +0,58
P. soleiformisE 33 +1,00
P. variegatus 29 -
P. boraceiensis 20 -
P. tuberculosus 28 -
P. gayi 22 -
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Tabela 2. Comprimento médio (C)(um) e largura média (L) (udo¥ dentes das
radulas de cinco espécies e forma®tgllocaulis

Dente | ateral

Dente Raquidiano

Cmédio I—média Cmédio I—média
P. soleiformisA 55,78 + 4,02 28,04 £1,74 34,60+ 4,13 15,45 +2,34
P. soleiformisB 55,17 + 4,60 29,19 +2,15 37,45+ 2,20 17,32 +2,28
P. soleiformisC 40,04 + 3,27 22,59 +1,53 25,52+2,31 11,92 +1,34
P. soleiformisD 48,40 £ 3,95 25,84 +1,46 31,03+1,52 15,58 +1,23
P. soleiformisE 47,02+5,41 27,77 +2,80 32,13+4,19 15,11 +1,10
P. variegatus 64,31 +4,94 36,60 +2,51 47,85+ 3,05 25,07 +1,31
P. boraceiensis 56,50 + 3,25 36,20 + 1,38 35,98+ 3,33 22,26 + 2,39
P. tuberculosus 70,27 £8,34 46,41 +4,78 49,32+6,85 25,92 +2,91
P. gayi 5532 +100 3205 +1.16 31.90+1.07 1541 +2.26

Quanto ao aspecto geral das mandibulas, as ob8esvaprroboraram a
descricdo de Gotting (1985). As micrografias dasditaulas (Fig. 4) revelaram a
variabilidade na forma e no nimero de ripas no®rgpupos examinados. ERm
boraceiensis as ripas encontraram-se muito unidas, conferesjmecto de placa
Unica. Nas espécids variegatus P. tuberculosu P. soleiformispdde-se perceber
as ripas como uma série de pequenas elevacfeswigbma, ocorrendo leves estrias
longitudinais. Na forma C desta ultima espécienalé estrias longitudinais, ocorreu
uma sequéncia de sulcos transversais, muito pré&xentre si. Nas formas A, D e E
visualizaram-se sulcos transversais, porém estae afastadod?. gayiapresentou
mandibula com as ripas salientes, com comprimenttargura diferentes e
observaram-se sulcos transversais espacados. #ai1i@98), ao descrever a
mandibula das cinco formas Be soleiformiscom base em Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV), ndo evidenciou um padrao quejisse distinguir as formas.

Os resultados obtidos a partir do nimero de dasmandibula e das médias
e desvios padrao evidenciam a forma @Pdeoleiformiscomo aquela que apresenta
0 menor numero de ripas na mandibula e os menaleses médios de comprimento
e largura dos dentes laterais e raquidianos. Ma(tif98), ao analisar as medidas
meédias dos dentes radulares desta espécie, cangga@mmente que 0os menores

dentes ocorriam na forma C com 5t para o comprimento dos dentes laterais e

35,8um para o comprimento do dente raquidian@uanto os maiores dentes
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N

Fig. 4. Micrografias eletronicas das mandibulas mmge grupos d@hyllocaulis
15.0kV, spot 5.0. (8. boraceiensis(b) P. gayi (c)P. tuberculosus(d) P.
variegatus (e) P. soleiformisforma A; (f) P. soleiformisforma B; (g)P.
soleiformisforma D; (h)P. soleiformidorma E; (i)P. renschi
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ocorriam na forma B com 64 para o comprimento dos dentes laterais e 43,5
para o comprimento dos dentes raquidianos.
Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados olatipastir das proporcoes

estabelecidas entre os dentes laterais e raqu&liano

Tabela 3. indices médios dos quocientes entre as medidasielues das radulas
das quatro espécies e cinco formadPtigllocaulis(CL = comprimento
do dente lateral; CR = comprimento do dente ragaimi LL = largura do
dente lateral; LR = largura do dente raquidiano).

LL/CL LR/CR LR/LL CR/CL
P. soleiformisA 0,50 0,45 0,55 0,62
P. soleiformisB 0,53 0,46 0,60 0,68
P. soleiformisC 0,57 0,47 0,53 0,64
P. soleiformisD 0,54 0,50 0,60 0,65
P. soleiformisE 0,59 0,47 0,55 0,68
P. variegatus 0,57 0,53 0,69 0,74
P. boraceiensis 0,64 0,62 0,62 0,64
P. tuberculosus 0,66 0,54 0,56 0,70
P. gayi 0,58 0,48 0,48 0,58

Os valores expostos nesta tabela revelam que acopeguena variagcao entre
0s quocientes médios nas diferentes formas e espéta relacdo entre a largura e o
comprimento do dente lateral, a forma ARlesoleiforms apresentou o dente lateral
mais estreito, enquan®. tuberculosuspresentou o dente lateral mais largo, valor
proximo deP. boraceiensis Esta Ultima demonstrou na relagdo entre largura e
comprimento do dente raquidiano, o dente mais laigutre todos os espécimes
analisados e a forma A & soleiformispo dente raquidiano mais estreito. Na razao
entre as larguras do dente raquidiano e latBrajayiapresentou o dente raquidiano
mais estreito, enquant®. variegatusapresentou este dente com maior largura. O
guociente médio entre os comprimentos do dentadiamo e lateral foi maior er.
variegatus indicando o dente raquidiano mais comprido ePemgayi o mais curto.
As micrografias das radulas (Fig. 5) revelaram @abdidade de tamanho e forma
Nnos nove grupos examinados.
A simples comparacao dos quocientes médios naatpediferenciar qualquer uma
das formas ou mesmo as espeécies, pois, com algexoasdes, os valores médios se

equivalem. Esses resultados corroboraragueles de Martins (1998) que



Fig. 5.

15

Micrografias eletrbnicas das réadulas dosengrupos dePhyllocaulis
15.0kV, spot 5.0, aumento 773x. Fa)boraceiensis (b) P. gayi (c)P.
tuberculosus (d) P. variegatus (e) P. soleiformis forma A; (f) P.
soleiformisforma B; (g)P. soleiformidforma D; (h)P. soleiformisforma E;

(i) P. renschi
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concluiu ndo serem estes parametros seguros pemendiar as formas de.
soleiformis No decorrer deste trabalho constatou-se quaales comparacédo entre
as médias das propor¢des “mascaram” as diferemges @ grupos, distinguindo
apenas 0s mais evidentes. Para evitar este “masmat@’ de dados, nas analises de
variancia, discriminantes canbnicas e agrupameniizaram-se os quocientes de
todos os 282 dentes, aplicando-se um teste de leremzade das variancias através
do teste “Box M” para mdultiplas variaveis dependsn{Box M= 364,53; Qui-
guadrado= 307,30; gl= 80; p<0,0001) (Anderson, 1958

Na analise de variancia de todos os grupos e @glaariaveis (quocientes),
utilizou-se analise de variancia multivariada (MAM®) e aplicou-se o teste Wilks’
Lambda, que pode assumir desde o valor zero, imdecama discriminacgéo perfeita,
até o valor um, indicando que nédo ha discriminagdd/ANOVA entre 0s nove
grupos dePhyllocaulis apresentou os seguintes resultados: a) razdo LRFGR
133,94; b) razdo CR/CL: F= 70,34; c) razdo LR/LEz 69,45; d) razdo LL/CL:
F=57,99. O nivel de significancia (p) resultou eatoves inferiores a 0,0001 para
todas as variaveis. Os resultados atestaram disigivia variancia entre os dentes
das diferentes formas e espécies investigadas $Wikmbda= 0,01938; distribuicdo
de Rao R (32, 477) = 28,53]. (Rao, 1952; Tatsub®@]; Lindeman et al. 1980).

As mesmas medidas dos dentes radulares foram ddbamet analise das
funcdes discriminantes canonicas. Fischer (apudtdifton& Reis, 1999) salienta a
importancia da utilizacdo do calculo das variaeaisonicas para a discriminacéo de
populacdes. A Tabela 4 apresenta os autovalorexrralacdo candnica, testes
Wilks’ Lambda e Qui-quadrado, graus de liberdadercentual de variancia e
percentual cumulativo da variancia e os coeficeerdas fungbes discriminantes

canonicas.

Tabela 4. Autovalores e variancia das func¢des discriminact®nicas (* nivel de
significancia <0,0001).

Funcdo Autovalores Correlacdo Wilks’ Lambda X2 df 9% varidncia % variancia
candnica cumulativa

1 11,233 0,9583* 0,0194 526,382 84,59 84,59
2 1,364 0,7597* 0,2372 192,081 10,27 94,86
3 0,466 0,5642* 0,5609 77,20 12 3,52 98,38
4 0,215 0,4211* 0,8227 2605 5 1,62 100,00
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A Tabela 5 apresenta a correlacdo dos quocientes @ dentes laterais e
raquidianos e as fungdes candnicas. Estes ressiltidimiram as variaveis que serdo
dispostas nos eixos canodnicos. Verificou-se querimgro eixo (Funcao 1)
compreende 84,59% da variacdo entre os gruposlo gequociente entre a largura e
o comprimento do dente raquidiano e o quocienteeeyg comprimentos do dente
raquidiano e lateral os caracteres que mais cotailm na discriminagdo, ao longo
deste eixo. No segundo eixo candnico (Func¢do Ui¢, cpntém 10,27% da variacao
entre 0s grupos, constatam-se a importancia dosienies entre as larguras dos
dentes raquidiano e lateral, bem como do quociemi® a largura e 0 comprimento

do dente lateral.

Tabela 5. Correlacdo das variaveis nas funcdes candnicdk (Il e IV) nos nove
grupos dePhyllocaulis (LL= largura dente lateral; CL= comprimento
dente lateral; LR= largura dente raquidiano; CR#ngomento dente
raquidiano. * = significativo).

Variaveis Funcéao | Funcao Il Funcao Il Funcéao IV
LL/CL 0,498 - 0,651* 0,546 -0,171
LR/CR 0,843* 0,072 0,522 0,109
LR/LL 0,558 -0,687* - 0,306 0,351
CR/CL 0,598* -0,173 - 0,538 - 0,569

Através da Fig. 6 pode-se constatar a discriminacis grupos,
principalmente das espéci®s tuberculosusP. variegatus P. boraceiensise P.
soleiformisC. Observou-se que a espékiegayi apresenta-se proxima das formas
A, B, D e E deP. soleiformisporém, em seu conjunto, ndo se sobrepde a essas.

No eixo I, onde as variaveis se distribuem segungoociente entre largura e
comprimento do dente raquidiano e o quociente esgreomprimentos dos dentes
raquidiano e lateral, ndo foi possivel distinguaramente as formas A e B &
soleiformis A forma D, no entanto, apresentou os dentes damnos ligeiramente
mais estreitos e curtos que as formas A e B, fodmamn grupo intermediario entre

as formas A e B e a forma C Besoleiformis
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O resultado mais surpreendente foi o agrupamergsocda forma C dP.
soleiformis que se separou totalmente dos demais grupogppesentar os dentes
raquidianos mais estreitos e curtos dentre todgsupms analisados. As espédies
variegatuse P. boraceiensiestao distribuidas no eixo positivo ocupando @esic
semelhantesP. tuberculosuyspor apresentar os dentes raquidianos nrgisda
longos dentre todos os grupos, esta distribuidpasicdo mais extrema do eixo
positivo.

No eixo Il, definido pelos quocientes entre asuaag dos dentes raquidiano e
lateral e entre a largura e comprimento do demeéedl verificou-se a discriminacao
entreP. variegatuse P. boraceiensispor esta Ultima apresentar o dente raquidiano
mais largo. P. tuberculosuspor apresentar a maior amplitude de variagdo para
caracteres considerados, distribui-se tanto no positivo quanto no negativo. As
formas A e B dé°. soleiformisdistinguiram-se das demais formas da espécieRe de
gayi por apresentarem o0s dentes raquidianos maistestggiando comparados a
largura dos laterais e os dentes laterais, maisitest quando comparados ao seu
comprimento.

Analisando-se o gréfico (Fig. 6) como um todo, obse-se que as formas A, B, D e
E estdo proximas, sobrepondo-se em algumas regide&n os grupos centroides
encontram-se distanciados nas cinco formas da iespBc soleiformis
principalmente quando comparados a forma Martins (1998), apesar de
ter verificado diferencas entre o tamanho dos deaterais e raquidianos na forma
B e uma menor férmula radular na forma C, ndo asiderou significativas a ponto
de diferencia-las em taxons independentes.

Através das medidas dos dentes das radulas e dasrgies estabelecidas
entre elas, péde-se fazer uma analise de agrupar@uoster Analysisprocurando
verificar aqueles grupos mais proximos, segundenzethanca dos dentes radulares.
Diferentemente do que ocorre na analise discrinbnagste método ndo exige o
estabelecimento prévio dos grupos, ou seja, ospagrentos sao construidos
segundo a semelhanca dos caracteres sob analise.

O dendrograma (Fig. 7) resultou na formacéo degrésdes agrupamentos.
O primeiro, composto por todos o0s espécime$odaa C deP. soleiformis
alguns espécimes da forma D e alguns dangoiE. O segundo agrupamento
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distancia de ligacéo
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Fig. 7. Dendrograma apresentando o0 agrupamento doge grupos de
Phyllocaulis segundo as semelhancas entre os dentes da radula.
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reuniu todos os espécimes Betuberculosustodos os dé. variegatusa maioria
dos espécimes de. boraceiensie alguns espécimes e soleiformisA e B. O
terceiro agrupamento foi formado, majoritariatee pelas formas A e B d&

soleiformis alguns espécimes da forma D e E, todos os espgadit@P. gayi e
alguns espécimes & boraceiensis

Gotting (1985), a partir da analise de radula®lglocaulis boraceiensj$.
gayi, P. tuberculosusP. variegatuse P. soleiformis(A, B e C), dividiu-as em dois
grandes grupos, de acordo com a semelhanca enttentss: o primeiro, formado
por P. soleiformisC, P. boraceiensig P. gayi,sendo as duas ultimas mais proximas
entre si. O segundo grupo, formado orvariegatus P. soleiformis(A, B) e P.
tuberculosusAs duas Ultimas espécies mostraram-se mais proxamtas si. O autor
nao analisou ou considerou as formas D e P.deoleiformisincluidas na presente
investigacao.

A determinacdo das espécies Béyllocaulis esta baseada quase que
exclusivamente na descricdo de caracteres moréasgprincipalmente a forma do
pénis, da espata e da glandula peniana. Devidsa stmilaridade, Thomé (1976)
sugeriu que as espéciPs boraceiensis, P. tuberculosesP. variegatusdeveriam
estar mais proximas entre si, especialmente pelarmrsamelhanca do pénis e da
glandula peniana em relacad’agayie P. soleiformis que também se acham mais
préximas entre si, do que com as trés outras eséci

Nesta investigacdo, verificou-se que a biometria&thula das espécies de
Phyllocaulis corrobora as hipéteses de proximidade entre a&ciespproposta por
Thomé (1976), construida a partir dos caracteresfoldgicos, e diferem da
proposicao de Goétting (1985), realizada a partiamtdise dos dentes radulares.

Em P. soleiformise P. variegatus freqientemente sédo descritas variacdes
morfologicas entre individuos da mesma espécie riEhol965; Martins, 1998;
Soares, 2001), mas a dificuldade de estabelecacteags morfolégicos consistentes
impede que seja realizada a separacdo definitivandgrupo de espécimes ou a
confirmacado de que todos os espécimes compdem nicwaspecie.

Thomé (1965), ao analisar e redescrever holétipgaeatipos deP.
soleiformis propds que os espécimes coletados em Nova PisrdRS) fossem
considerados como uma espécie nova a qual denomé@iuenschi Em um estudo
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posterior (1976), o proprio autor colocou a espéniesinonimia cor®. soleiformis
devido a dificuldade de discriminar os espécimenap pela descricdo morfoldgica.

Todos os resultados obtidos atestaram que a biemgdr radula é uma
técnica valida para discriminacdo das espécie®hidlocaulis A definicdo dos
dentes como um carater valido para a determinag&sioecies em Veronicellidae &
de extrema importancia, visto serem estes as Upgtasturas relativamente rigidas
nesses animais. Até 0 momento, todas as deterneimdgfam realizadas com base
na morfologia e morfometria dos 6rgaos internosjue faz com que eles possam
variar, dependendo do modo de distenséo, fixagéseachcao e conservacao.

Com base nas extensivas descricbes morfologicdzadas por Martins
(1998) e nos resultados da presente investigag@&também indicam que a forma C
de P. soleiformisestd mais proxima do grupo formado par tuberculosusP.
boraceiensis P. variegatugdo que das demais formas Rlesoleiformis sustenta-se
a hipotese desta, efetivamente, ser outra espedaigie autoriza a propor aqui a
revalidagdo do nomP. renschi Thomé 1965, elevando-se para seis 0 numero de
espécies validas para o géndrbyllocaulis P. boraceiensisP. variegatus, P.

tuberculosusP. renschjP. soleiformise P. gayi
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PAA\DRAO DOS FRAGMENTOS DE RESTRICAO DO DNA DE ESPECIES DO
GENERO Phyllocaulis (MOLLUSCA: GASTROPODA: VERONICELLIDAE)
OCORRENTES NO CENTRO SUL DO BRASIL

Georgina Goncalves Mansur
Jarbas Rodrigues de Oliveira
José Willibaldo Thoni&

Resumo

A andlise do taxon Veronicellidae, que utiliza ndé® morfoldgicos e anatdbmicos,
frequentemente conduz a resultados controversasefla razdo, foi investigada a
existéncia de sitios para enzimas de restriciostrat@era molecular das espécies
Phyllocaulis soleiformisP. boraceiensisP. tuberculosug P. variegatuscomparadas
a Belocaulus angustipeg Sarasinula linguaeformisa partir da técnica RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism). A egp&c soleiformis devido a sua
variabilidade morfologica, foi desmembrada em quédrmas diferentes (A, B, C e
D). Em todos os espécimes analisados, os result@utaios indicaram uma grande
similaridade do peso molecular do produto amplifccaA andlise conjunta dos
fragmentos das catorze enzimas de restricdo wld&zgermitiu verificar maiores
semelhancas entre os exemplareP deoleiformisformas A e D e entre 0s espécimes
de Sarasinula lingueformig P. soleiformis forma B. A forma C d&. soleiformisfoi

a que apresentou a maior similaridade da regiadT8a com os demais taxons,
evidenciando que a regido € altamente conservaslgmpos estudados. A arvore de
distancia génica apresentou a forma C como umeelacao entre os dois principais
agrupamentos.

Palavras chave:Phyllocaulis Belocaulus Sarasinula Veronicellidae, RFLP, enzimas

de restricao.

! Doutoranda em Biociéncias, PUCRS.
2 Laboratério de Biofisica, PUCRS.
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ABSTRACT

PATTERN OF RESTRICTION FRAGMENTS IN SPECIES OF THE GENUS
PHYLLOCAULIS (MOLLUSCA: GASTROPODA: VERONICELLIDAE)
FOUND IN SOUTHERN BRAZIL.

The application of anatomical and morphologicalhoéds in the analysis of the taxon
Veronicellidae has frequently produced controvémeaults. For this reason it was
decided to investigate the existence of restricmzymes sites in the molecular
structure of the specieB, soleiformisP. boraceiensisP. tuberculosusP. variegatus
Belocaulus angustipeandSarasinula linguaeformiby means of the RFLP technique
(Restriction Fragment Length Polymorphism). ThecsgePhyllocaulis soleiformis
was subdivided into four, A, B, C, and D due tou#siable morphology. In each of
the specimens analysed the results indicated a degree of similarity of the
molecular weight of the amplified product. The cargiive analysis of the fragments
of fourteen restriction enzymes used confirmed tgreasimilarity between the
examplesP. soleiformis forms A and D as well as between the spe8asasinula
linguaeformisand P. soleiformisform B. Form C ofP. soleiformiswas that which
presented greatest similarity in the ITS1 regiorelation to the other taxons, showing
that the region is highly conservative in the g®wudied. The gene distance tree
showed that form C to be a link between the twag@pial groups.

Key Words: Phyllocaulis Belocaulus Sarasinula Veronicellidae, RFLP, restriction

enzymes.



Introducao

Os moluscos da familia Veronicellidae Gray, 1848 tdo alvo de muitos estudos
por manterem uma estreita relagdo com o homengipalmente no que diz respeito a
saude e a agricultura. Estes animais apresentaacttedsticas proprias que 0s
diferenciam dos demais grupos do Filo Molluscarecefas, a auséncia de concha
inclusive na fase embrionaria (Hoffmann, 1925).

Apesar da extensa bibliografia com estudos e mstisobre a familia de
distribuicdo pantropical, sente-se a falta de umdesmais abrangente que permita
diferenciar os taxons e, ainda, as duvidas na @esttida classificacdo da familia
entre os gastrépodes (Thome, 1993).

Historicamente, o uso de caracteres morfologicosse mostrado insuficiente
para a resolucdo de grupos mais complexos ondarasteres diferenciais ndo sao
evidentes, como é o0 caso de espécies cripticasgiesgncipientes ou superespeécies
(Mayr, 1998). Segundo este autor, a despeito dmbibdade oriunda do carater
genético Unico de cada individuo, existe uma umdzspecifica da espécie, relativa ao
DNA de quase todas elas. Essa onipresenca da esmdoca um grande numero de
problemas de origem e de sentido, problemas essecupam uma parte muito
expressiva das atuais pesquisas na biologia.

O surgimento de técnicas eletroforéticas propidimgialmente, a execucao de
trabalhos que relacionassem diferencas populasionedm o0 uso de isoenzimas
(Wright & File, 1968; Jelnes, 1977; Brock, 1978tBul984; Jelnes & Pointier, 1985;
Mascara & Morgante, 1991). Atualmente, o avancondkgico associado ao
desenvolvimento de novos métodos permite o estuals pmeciso e aprofundado do
material genético de grupos que apresentam difasenipterespecificas ou
intraespecificas, fornecendo subsidios relevardes @ sistematica (Steinbruck et al.,
1991; Schlegel et al., 1991; Lenaers & Bhaud, 199@hlen & Moran, 1995;
Armbruster, 1995; Jacob, 1996; Trontelj et al.,&)99

Por apresentarem diversos tipos de problemas eml téxondmico, oS
moluscos tém levado os sistematas a utilizaremsdatiidos através da regido do
genoma que inclui sequéncias que codificam para Rbi#@ssomal em suas analises
filogenéticas (Tilliers, 1992; Winnepennincx et, d996; Rosenberg et al., 1997).
Alguns autores como Armbruster (1995), por exemiptitizam dados morfolégicos e



dados moleculares, que tém se revelado eficierstes @ esclarecimento taxonémico

das diferencas populacionais do géréochlicopaFérussac, 1821. O autor analisou a
forma da concha e a anatomia genital juntamente daohes moleculares, propondo

uma hipotese evolutiva para o grupo.

Atualmente, a técnica de PCR-RFLP vem sendo intenmsnte utilizada
(Caldeira et al1998; Vidigal et al, 1998; Byrne, 1999; Triantdifyis et al., 1999)
para detectar a diferenciacdo molecular entre nergé e estimar a distancia genética
dos mesmos. Diferencas no tamanho evidenciam nmagag® sequiéncia nucleotidica
dos segmentos de DNA estudados e refletem difesengalocacdo da respectiva
sequéncia de reconhecimento e, portanto, diferamgagqiéncia de genes dos tdxons
comparados (Steinbrick et al., 1991).

Apesar da reconhecida importancia dos veronicedideas areas médica e
agricola (Graeff-Teixeira et al., 1989; Andrews89p ainda se carece de dados que
levem ao esclarecimento definitivo da classificagdaogrupo. Espécies daggneros
Phyllocaulis, Belocaulug Sarasinulaforam amplamente estudadas sob diferentes
aspectos: morfolégico, morfométrico, histologicotol@gico, citogenético e
parasitologico (Pitoni & Thomé, 1981; BertschingerThomé, 1987, 1988; Leal-
Zanchet et al., 1989, 1990, 1991a, 1991b; Bonill891; Mansur, 1993; Silva &
Thomé, 1995; Bonetti & Graeff-Teixeira, 1998; Madgj 1998; Santos & Thomé,
2000; Soares, 2001). Tais estudos permitiram anigéb de estruturas morfologicas
que conduzem a caracterizacdo da maioria das espfEsses trés géneros.

Algumas dessas investigacoes envolveram comparagdiespopulacdes d&
variegatus (Soares, 2001) e entre populacdesPdesoleiformis(Martins, 1998) e
constataram diferencas sutis, porém constantesnia ple permitirem a formacéo de
subgrupos dentro da mesma espécie. No entanto,ba@®m apenas em caracteres
morfoldgicos, ndo tem sido possivel explicar taigabilidades.

Mayr (1998) afirma que a existéncia de espéciedatogicamente idénticas,
mas isoladas reprodutivamente, vem sendo registiestie o século XVIII, tendo sido
denominadas de “variedades” ou “ragas biologicaslesde entdo, este assunto tem
gerado controvérsias nos diversos campos da biol&ggundo este autor, uma vez
que a maioria das espécies se origina como gecgmadnte isolada, poder-se-ia

esperar que certa percentagem de populacdes isokmlasitue no limite entre



subespécies, especies e espécies bem constityidesses casos, a denominacao
passa a ser, necessariamente, arbitraria. Parawgete se acreditamos em evolucéao,
devemos admitir a existéncia desses “casos desfraht

Até o momento, nada se pode afirmar sobre a egistéte isolamento
reprodutivo entre as populacbesRlevariegatusou deP. soleiformis mas com base
em sua reduzida mobilidade e, portanto, baixa cdpde de dispersdo natural, a
possibilidade de fluxo génico entre as populacdesmtse reduzida. Segundo Futuyma
(1992), quanto menor o fluxo génico, maior a validdde interpopulacional e,
quanto mais distanciadas se encontrarem as popslag@iores serdo as diferencas
entre os caracteres fenotipicos.

A Fig. 1 apresenta fotografias de exemplares dasecess Belocaulus
angustipes (Heynemann, 1885),Sarasinula linguaeformis (Semper, 1885),
Phyllocaulis boraceiensisThomé, 1976, P. tuberculosus(Martens, 1868),P.
variegatus(Semper, 1885) @. soleiformis(Orbigny, 1835) (formas A, B, C e D).
Nesta Ultima espécie, pode-se evidenciar a variagacolorido do noto, um dos
caracteres externos que permitem a formacdo deupdyy Estas espécies e formas
foram analisadas molecularmente e um mapa fisicesigcao foi estabelecido com o

propésito de verificar as distancias taxondmicas.
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Fig. 1. Fotografia da regido dorsal de exemplaresBelocaulus angustipes
Sarasinula linguaeformj$hyllocaulis boraceienesi®. tuberculosusP.
variegatuse P. soleiformisA, P. soleiformisB, P. soleiformisC e P.
soleiformisD.



Materiais e Métodos

A biologia molecular tem se mostrado uma eficicieigamenta no diagnostico de
diferentes grupos de seres vivos e, neste trabfahatilizada a técnica de PCR-RFLP
para a analise de moluscos dos gén&asasinula Belocauluse Phyllocaulis Os
animais capturados vivos foram mantidos no vivé@oolLaboratorio de Malacologia
da PUCRS. A alimentacdo dos animais consistia #@&nte de alfacelLéctuca
sativg, couve Brassica oferaceaar.acephald e cenouraliaucus carota A andlise
molecular foi realizada, inicialmente, na Eberh&aHs- Universitat Tunbigen, na
Alemanha, tendo sequéncia, posteriormente, nosdebms da PUCRS. Os animais
utilizados foram sacrificados por criogénese, segtihpuetados e acondicionados em
gelo para transporte.

Para a analise molecular, além desses animais,étanforam utilizados
espécimes fixados e conservados em alcool 70%enmenites as colecdes do Museu
de Ciéncias Naturais da Fundacdo Zoobotanica doGRamde do Sul (FZB-RS) e
Museu de Ciéncias e Tecnologia da PUCRS.

Os locais de procedéncia dos espécimes coletadasegte estudo sa®.
angustipesprocedentes de Viaméao e Gravatai (RS);linguaeformisoriundos de
Nova Itaberaba (SCP. boraceiensisde Sao Paulo (SPF. variegatusde Canela
(RS); P. tuberculosusdle Viaméo (RS) &. soleiformisoriundas de Porto Alegre,
Viamao, Riozinho, Sdo Borja e Santana do Livram€Rt®). Esta ultima espécie foi
separada em 5 formas (A, B, C, D e E) segundo teaisiicas morfolégicas externas e
internas (Martins, 1998). A forma E, com registo®s ocorréncia para a cidade de
Pelotas (RS) em 1966, nao foi coletada durantemassteagens de campo e esteve
presente em apenas dois lotes da MCT/RS da cotegdoluscos sob os n.° 1972,
contendo 24 individuos, e n.° 1959, com sete iddin$. Devido a impossibilidade de
extracdo de rDNA dos espécimes, face a forma deepracédo e a possivel extingao
das populacbes na area de ocorréncia, optou-selgsmonsiderar a forma E das
analises.



Material fixado examinado

FZB-RS - P. tuberculosus 1218 (3 ex.): Morro do Coco, Viamao, RS; 1906 (2:ex
Morro do Coco, Viaméao, R®. boraceiensis 30.136 (1 ex.): Sdo Paulo, SP; 3262 (2
ex.): Sao Paulo, SBelocaulus angustipes30.279 (16 ex.): Sapucaia do Sul, RS.
MCT - Sarasinula linguaeformislotes 7957 (4 ex.), 7958 (5 ex.), 7959 (3 €x9%60
(8 ex.), 7961 (3 ex.): Nova ltaberaba, $yllocaulis variegatus lotes 6784 (3 ex.),
7962 (1 ex.), 7963 (1 ex.), 7983 (5 ex.): Canelg; R. boraceiensis lotes 7965 (3
ex.), 7966 (1 ex.), 7967 (1 ex.), 7968 (5 ex.): Baalo, SPBelocaulus angustipes
lotes 7969 (1 ex.): Viamao, RS; 7970 (5 ex.): Grava&RS; 7971 (5 ex.) Gravatai, RS;
7972 (2 ex.): Gravatai, RS; 7973 (1 ex.): Viamas, R974 (2 ex.): Gravatai, RS;
Phyllocaulis soleiformis lotes 7977 (2 ex.), 7978 (2 ex.), 7979 (6 eRgmaqua, RS
(forma A); 7980 (5 ex.) Santana do Livramento, Rfnfa B); 7981 (6 ex.) Riozinho,
RS (forma C); 7982 (6 ex.): Sdo Borja, RS (forma D)

Analise Molecular

Segundo Steinbriick et al. (1991) o 18S rDNA é umsaiom evolutivo que consiste de
regides conservadas e parcialmente conservadas &ssp, pode ser usado tanto em
organismos muito relacionados quanto em organismags distantes. Assim,
utilizaram-se sequéncias especificas conservadasewmariontes, amparadas nas
extremidades conservadas do gene ribossomal 188, ri2llizando-se amplificagbes
in vitro de regides codificadas com alta fidelidade. Eztaglificacbes foram iniciadas
com pequenas quantidades de DNA, usando-se osplmdala Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) (Fig. 2).

a) Extracdo do rDNA

O rDNA foi extraido do pé e do tegumento dos ansimaidnforme descrito por Vidigal
et al. (1994) e Steiner et al. (1995), com modgies. O tecido de cada animal foi
lisado mecanicamente com nitrogénio liquido. Adiolw-se tampao de lise [50mM
NaCl, 50mM EDTA, 1% SDS, 50 mM Tris—HCI (pH 8,0)] Rroteinase K na
concentracdo final de 50ul/pl. Esta mistura ficocubada durante 12 horas a 37°C.
Logo apds, adicionou-se 1 volume de fenol satuesmdampédo TE (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM; pH 8,0), misturado e centrifugado por dfnutos a 13.000 rpm.



Retirou-se o sobrenadante e adicionou-se a estéufing de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:25:1), misturando-se manualmente yéshi & Chiba, 2000).
Centrifugou-se por 10min a 13.000 rpm e retirow-s®brenadante. Apos a adicdo de
fenol/cloroférmio (1:1), a mistura foi centrifugada sobrenadante foi retirado, sendo
adicionados, desta vez, 0,1 volume de Acetato dioIM (AcNa) e 2 volumes de
Etanol Absoluto. Para a precipitacdo do DNA a —206€nte, pelo menos, 3 horas.
Decorrido este tempo, centrifugou-se por 20 min@o$3.000 rpm e retirou-se o
Etanol sem remover pellet (DNA). Deixou-se qellet secar, sendo o0 mesmo eluido
em agua. Outra técnica utilizada para a extracdoNid foi o uso do Kit Qiagen para
sangue e tecidos (Chou et al., 1992).

A quantificacdo do DNA foi feita através do espefcttometro com o
comprimento de onda em 260nm e a analise da ideetgida amostra, feita através de
uma corrida eletroforética em gel de agarose 1%teNeaso, a agarose foi dissolvida e
aquecida em solucéo tampdo TBE 1x (Tris-HCI 0,1MidA Borico 0,083M; EDTA
0,001M — pH 8,3) e corada com 0,5 pg/ml Bromet&teio(C1H20N3Br).

b) Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O PCR consiste na obtencdo de copias de um segeaemdA. Estas copias podem
ser obtidas por amplificacdo através de um sistéenaintese de DNA consecutiva.
Para um volume total de 50ul, foram utilizados eacéo: 4,5mM MgG] 20mM
tampédo Tris+HCI 10x pH 8,0; 2,0mM dNTp’s; 1,5ug DNB,6pmol/ul de cada
primer e 5U/50ul de Tag-polimerase (Gibco).

O segmento de DNA a ser amplificado foi separado feéas simples
(desnaturacdo) a temperatura de 94°C e, em segaidaistura foi resfriada a
temperatura de 60°C e, logo apés, incubada conzimar(Taq DNA polimerase) a
72°C, juntamente com o0s quatro desoxirribonucleotd trifosfatos (Dntp’s).
Participaram, ainda, da reacédo: Mg(Tloreto de Magnésio) que otimiza a reacao da
Taqg DNA polimerase e solu¢ao tampéo que mantém.o pH

Para obtencdo de coOpias mdultiplas de DNA, utilimesg 30 ciclos e as
temperaturas ideais para cada fase (desnaturaif@imizacdo e sintese enzimética)
foram calculadas conforme a constituicdo plosiers A regido amplificada foi ITS1,

partindo-se do 18S rDNA até 5-8S rDNA com a utgé@a dos seguintggimers
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FORWARD 5" - TAA CAAGGT TTC CGT AGT GAA-3
REVERS 5 -GCT GCG TTC TTC ATC GATGC -3

Utilizaram-se essgsrimerspor serem altamente conservados na evolugéo dos
seres vivos (Hillis & Davis, 1987; Trontelj et al996; Hayashi & Chiba, 2000).

A temperatura média [Tm = 2°C (A+T) + 4° (G+C)] a otimizacdo do
primeiro primer foi de 58°C e para o segungoimer, 62°C. Para a hibridizacéo
(anelamento) foi utilizada a média entre estas ésatpras, ou seja, 60°C.

A visualizagdo da Reagdo em Cadeia de Polimeraseedbzada, em uma
primeira fase, através de gel de agarose 1% ca@ud,5ul/ml de brometo de etidio
(C21H20N3Br) e, na segunda fase, com gel de poliacrilami®b6a utilizando, como

corante, nitrato de prata (AgNpQ

c) Analise RFLP (polimorfismo do comprimento de frgmentos de restricao)

Para avaliar as possiveis enzimas que poderiamedernRFLP informativo das
regides ITS1, catorze enzimas de restricdo foraadass Hae 1ll, Hinc I, Hinf I, Eco
RI, Hpa I, Rsa I, Bam HI, Xho I, Dra I, Pvu Il, ClaNsi |, Mbo I, Bsm | (Gibco) .
Foram utilizadas 10U de enzima para cada reacadqraduto amplificado foi
submetido a incubacgéo durante quatro horas, comwad das enzimas de restricdo e
seu respectivo tampao. Concluida a corrida elettéa, as bandas que apareceram
nos géis de agarose foram visualizadas atravésnddampada UV (ultra-violeta) e,
em poliacrilamida, foram visualizadas com luz beartireta. As analises foram
realizadas a partir de registros fotograficos.

A corrida eletroforética da porcdo do rDNA ampbhiilo foi repetida por, no
minimo, trés vezes em cada espécie e em cada ferRa soleiformis resultando
sempre em um mesmo padrdao de fragmentos de restriig@ueles resultados
decorrentes de erros ocasionais, durante a reacamlificacado pela Tag-polimerase,
foram descartados tdo logo constatados, ndo peejdid a analise dos fragmentos de
restrigao.

Com base em metodologia adotada por Caldeira €0.288), realizou-se a

analise quantitativa dos perfis de restricdo —aaslas observadas em cada “digestao”
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foram comparadas com todas as demais do mesmdJgel. matriz de taxons e
caracteres foi construida com base na presencaisgn@a de cada fragmento. Os
fragmentos mais facilmente distinguiveis foram aerados para analise. Com o
software FreeTree para Windows foi calculada a distanciaétiga usando-se o
coeficiente de Nei e Li. Foram construidas as maedride distancias génicas e as
arvores através do métodoeighbor-joiningNJ), para comparar espeécies e
populacdes. A validade das arvores foi asseguraltarpétodobootstrapcom 1000

pseudoreplicacdes.

Resultados e Discussao

As amplificagOes da regidao ITS1 &e soleiformis P. boraceiensis, P. tuberculosus
P. variegatus B. angustipese S. linguaeformisresultaram em um produto de,
aproximadamente 720 pares de bases. Nas Fig. 38 &apresentados o produto
amplificado por PCR e RFLP dos fragmentos pela aigéoenzimas de restricdo em
gel de agarose e poliacrilamida. Na Tabela 1 pedebservar a grande similaridade
no peso molecular do produto amplificado entre soda espécies investigadas,
situando-se entre 670 e 770 pares de bases. O gdibificado pdde ser digerido por
dez das catorze enzimas de restricdo utilizadagen&snas Pvu Il, Eco RI, Xho | e
Nsi | ndo encontraram sitios de restricdo em nentHom espécimes analisados e,
portanto, ndo foram consideradas nos resultados.

O perfil RFLP mais informativo, para o propositoidentificacdo dos grupos,
foi produzido pela enzima Hae Ill, que encontrotioside restricdo em todos os
taxons. Isto indica que o local de acdo desta enm@presenta uma por¢ao conservada
do rDNA nos grupos estudados. Ainda que algumaddsade baixo peso molecular
aparecam divididas em alguns dos taxons, é possigetificar o perfil global do
grupo.

A enzima Mbo Il s6 ndo encontrou sitio de restrigio P. tuberculosus
possivelmente porque esta porcdo do DNA riboss@miaéu alteracdes no decorrer

de seu processo evolutivo.
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PsD Ps4  BSara PsC Hinf Hinc Bsm i Dra Cla PCR PM

600 ph

Hinc HRsa Hinf PCR PCE Hinc Hinf Hae Hpa

468 ph

226 pb

Fig. 2. Fotografias de géis de agarose 1%. 1) Sadtior PCR do produto
amplificado dePhyllocaulis soleiformi$ (PsD),P. soleiformisA (PsA),
Sarasinula linguaeformigSara) P. soleiformisC (PsC); 2) Analise por
RFLP dos fragmentos obtidos pela acdo das enzimazsiricdo em
PsC; 3) Analise por RFLP dos fragmentos obtidoa peéio das enzimas
de restricdo em PsA; 4) Andlise por RFLP dos fragowobtidos pela
acdo das enzimas de restricdoRentuberculosus
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PM  PsC  PsC PsD Phora

Bsm Rsa Hine Hinc

Fig. 3. Fotografias de géis de poliacrilamida 8%strando fragmentos de
restricdo obtidos pela técnica de RFLP djpzima Hae Il en
Phyllocaulis soleiformi€ , P. soleiformisC , P. soleiformisD (PsD) eP.
boraceiensis2) enzimas de restricdo dPnsoleiformisB.
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Tabela 1. Produtos de amplificacdo por PCR e fragmentos g&ig&o produzidos por
digestdo enzimatica do rDNA amplificado analisa@ms poliacrilamida de
Phyllocaulis soleiformisA (PsA), P. soleiformisB (PsB), P. soleiformisC
(PsC),P. soleiformisD (PsD),P. boraceiensigPbora),P. variegatus(Pvarie),
Belocaulus angustipg8elo) eSarasinula linguaeformigSara).

PsA PsB PsC PsD| Pbofa Ptube Pvarie Belo Sara
PCR 725 747 673 760 77(Q 700 750 700 682
Hinc Il 468 412 nao 486 nao 375 nao nao nao
226 321 | digere| 253 | digere| 314 | digere | digere | digere
Bsm | nao 428 nao nao nao nao nao nao nao
digere| 257 | digere| digere | digere | digere | digere | digere | digere
Mbo I 535 463 517 512 488 nao 225 363 532
163 107 163 157 | digere| 198 298 141
47 77 128 123
98
87
Clal nao nao nao nao nao nao 487 nao nao
digere | digere | digere | digere | digere | digere| 253 | digere| digere
Rsa | 393 nao 366 414 342 378 463 295 273
328 | digere| 298 328 178 290 277 233 177
150 158 150
75 72
Dra | nao 382 nao nao nao nao nao nao 273
digere| 212 | digere | digere | digere | digere | digere | digere| 261
142 129
Hinf | nao 258 419 nao nao nao 277 368 413
digere | 228 248 | digere | digere | digere| 168 325 261
143 138
103 76
67
Bam nao nao nao 467 417 nao nao nao 263
HI digere | digere | digere| 261 355 | digere | digere | digere | 217
181
Hae lll | diges-| 326 159 187 189 193 287 210 341
tdo 241 145 147 147 181 252 178 254
com- 117 128 128 110 167 203 160 80
pleta 97 93 78 91 119
81 78 64 53
53 64 40
51
Hpa | nao 481 466 nao nao 375 sem nao 415
digere | 245 197 | digere | digere| 314 |inform.| digere| 254
Nsi | nao nao nao nao nao nao nao nao nao
digere | digere | digere | digere | digere | digere | digere | digere | digere
Pvu Il nao nao nao nao nao nao nao nao nao
digere | digere | digere | digere | digere | digere | digere | digere | digere
Eco RI nao nao nao nao nao nao nao nao nao
digere | digere | digere | digere | digere | digere | digere | digere | digere
Xho | nao nao nao nao nao nao nao nao nao
digere | digere | digere | digere | digere | digere | digere | digere | digere
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P. soleiformisB difere das demais formas ¢ soleiformise de todas as
demais espécies pela acdo das enzimas Rsa | qugsapeste grupo, ndo encontrou
sitio de restricdo e Bsm |, que digeriu o produtglificado apenas nesta forma. O
fato destas enzimas agirem de maneira diferena@ad@. soleiformisB e da enzima
Dra | encontrar os mesmos sitios de restricdo aperesta forma e ens.
linguaeformisfaz com queP. soleiformisB se distancie das demais formas de sua
espécie e figue mais proxima 8elinguaeformis

A enzima Cla | s6 encontrou sitio de restricAoRemariegatusindicando que
a acdo desta enzima se da em uma porcdo do rDNAdde alteracdo ao longo do
processo evolutivo, o que pode expressar um caspecifico.

As demais enzimas nao evidenciaram um padrdo dinmmodo a permitir a
caracterizacao consistente de cada espécie oundooghyllocaulis Assim, a enzima
Bam HI digeriu o produto amplificado d® soleiformisD, deP. boraceiensi® deS.
linguaeformis a enzima Hinc Il encontrou sitio de restricdotedas as formas de.
soleiformis com excecao da forma C, distinguindo-a das deraaienzimas Hinf | e
Hpa digeriram o produto amplificado nas formas @, énas néo nas formas A e D de
P. soleiformis A acdo da Hinf | também ocorreu émvariegatusB. angustipe® S.
linguaeformise da Hpa | enk. tuberculosug S. linguaeformisOs resultados obtidos
com essas enzimas tornaram complexa qualquer ag@bcde proximidades entre os
grupos.

Para a construcdo da matriz de dados, utilizoufseso molecular do nimero
de fragmentos. Devido ao fato de alguns fragmedtosestricdo apresentar pesos
moleculares muito baixos, optou-se por estabelédasses de pesos”, ou seja,
fragmentos com peso molecular entre 100 e 199 pamfoclassificadas como
ocorrentes na faixa de peso molecular 100 e, assimessivamente. A analise
totalizou 81 bandas. A partir da tabela dos t&@wesracteres construida em cédigo
binario (1/0), segundo a presenca (1) ou auséngidg cada banda, foi gerada uma

matriz de distancia de Nei e Li, com todas as eagide restricdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Matriz de distancias genética construida a partir coeficiente de
distancia de Nei e LPhyllocaulis soleiformi (PsA),P. soleiformisB
(PsB), P. soleiformisC (PsC),P. soleiformisD (PsD),P. boraceiensis
(Pbora), P. tuberculosus(Ptube), P. variegatus (Pvarie), Belocaulus
angustipegBelo) eSarasinula linguaeformigSara).

PsA PsB PsC PsD Pbora Ptube Pvarie Belo Sara

PsA - 0,8095 0,4666 0,2000 0,5384 0,6363 0,8666 0,8461 0,8000
PsB - 0,75000,8333 0,8181 0,8000 0,7500 0,8181 0,5172
PsC - 0,55550,6250 0,5714 0,6666 0,7500 0,7482
PsD - 0,50000,7142 0,7777 0,8750 0,7391
Pbora - 0,66660,8750 0,7142 0.8095
Ptube - 0,85710,6666 0,8947
Pvarie - 0,62500,6521
Belo - 0,7142
Sara -

A arvore de distancias genética resultante (Figsu@)ere qud®. soleiformis
formas A e D séo, dos tadxons analisados, aqueles aguesentam os perfis
enzimaticos de restricdo mais semelhantes, comrmalor de confianga. A forma B
de P. soleiformisapresenta as maiores diferencas enzimaticas qu@mdparada as
demais formas de sua espécie, aproximando-se, ipaimente, deS. linguaeformise,
secundariamente, do grupamento formado pelas espéci variegatus e B.
angustipes

A forma C deP. soleiformisapresentou a maior similaridade da regido do ITS1
com os demais taxons, demonstrando que a regidtam@eate conservativa nos
grupos estudados. A analise comparativa do pesmadi® banda, considerando-se as
catorze enzimas de restricdo, permitiu a constatal® que esta forma possui
uniformidade no niumero de sitios de restricdo @oeceomuns (presenca ou auséncia),
nao apenas com as demais formasPdesoleiformis mas também, com as demais
espécies do género e com o0s outros géneros inessigA forma C de. soleiformis
possui 27 caracteres comuns com a forma A, praéintan a mesma quantidade
encontrada en®. tuberculosug26), S. linguaeformig23) eB. angustipeg22). Isto

demonstra que a forma C sofreu poucas alteracdlesn@o de seu processo evolutivo.
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Fhyllocaulis soleiformis C

EBelocawdus angusfipes

39

LPhpllocaulis variegafus

3
Fhyllocaulis soleiformiz B
58
Sarasieda inguasformis
Fhyllocaulis fubercidosus
— 13 : s
Fhyllocaulis boraceiensis
— 51

Fhyllocaulls soleiformis A

26

Fhyllocaulis solefformis D

Fig. 3. Arvore dos taxons construida através doduéheighbord-joining Os
namero nos ramos sao 0s Vvalores kamtstrap com base em 1000
repeticoes.
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A Tabela 3 apresenta 0 nUmero de caracteres coeminmesos taxons.

Tabela 3. Quantificacdo de caracteres comuns entre os taxBhgllocaulis
soleiformisA (PsA), P. soleiformisB (PsB),P. soleiformisC (PsC),P.
soleiformisD (PsD),P. boraceiensigPbora),P. tuberculosugPtube),P.
variegatus (Pvarie), Belocaulus angustipes(Belo) e Sarasinula
linguaeformis(Sara).

PsA PsB PsC PsD Pbora Ptube Pvarigelo Sara

PsA - 17 27 31 27 27 21 23 18
PsB - 16 14 16 18 16 16 19
PsC - 24 24 26 21 22 23
PsD - 26 24 20 20 17
Pbora - 26 22 24 17
Ptube - 22 26 17
Pvarie - 24 19
Belo - 19
Sara -

Mayr (1998) afirma que o principio da evolu¢do nmesasegundo o qual os
diversos componentes do fendétipo podem evoluikastaltamente desiguais, também
se aplica a evolucédo molecular. A forma CRdesoleiformis por possuir a regido de
ITS1 semelhante aos outros taxons, parece namfigics grandes modificacbes ao
longo do processo evolutivo, enquanto a forma & érmas A e D, parecem ter se
diferenciado a taxas maiores no decorrer desteepsoc

Martins (1998) ao investigaP. soleiformisconstatou que a forma C se
diferencia das demais pela coloracéo do noto, targa corpo, regido de afastamento
dos nervos pediosos e paliais, comprimento da @gpmatrelacdo ao pénis, largura da
glande, diametro da papila de glandula peniana@ifacéo de penetracdo do ducto
de ligacdo na bolsa de copulacdo. Aléem desses tesracdiferenciais a autora
constatou qué®. soleiformisforma C possui a menor formula radular dentre scata
formas analisadas. E possivel que alguns individigosma populacdo tenham sido
transportados para novas regides geograficas, sulmmea diferentes pressdes
seletivas e isto, associado a variabilidade gemétia baixa capacidade de disperséo

pode ter conduzido as diferencas genéticas veldEanos diferentes grupos Be

soleiformis
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A variabilidade na morfologia externa e internaRlesoleiformisforma C,
apenas inferida em trabalhos anteriores (Bertsehi&@grhomé, 1987; Martins, 1998),
foi confirmada através da biologia molecular, pral@ser esta uma técnica segura no
entendimento da sistematica de grupos complexoso com Veronicellidae. Os
resultados pioneiros aqui obtidos permitem propoevalidacdo do nomB. renschi
Thomé, 1965.
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CONCLUSOES

1. Biometria de radulas no géner®hyllocaulis (Mollusca, Gastropoda,
Veronicellidae)

1.1. A forma da mandibula e o niamero de ripas réiansstraram caracteres
sistematicos validos na diferenciacdo das formassmecies do género por
apresentarem grandes variacdes dentro dos mesmpssgrnao mantendo

uniformidade.

1.2. Os dentes da radula mostraram-se eficazesapdifarenciagcdo das espécies no
género estudado. A biometria dos dentes lateraisaqeidianos permitiu
diferenciar a forma C dBhyllocaulis soleiformiglas outras formas (A, B, D e
E) e das outras espécies, através de trés difsrpnbeedimentos estatisticos
(Andlise de Variancia Multivariada, Analise das €@es Discriminantes
Canodnicas e Andlise Cluster).

2. Padrdo dos fragmentos de restricio em espécies éderayPhyllocaulis

(Mollusca, Gastropoda, Veronicellidae) ocorrentesentro sul do Brasil.

2.1. As amplificacdes da regido ITS1 Be soleiformis(formas A, B e D),P.
boraceiensis P. tuberculosus P. variegatus Belocaulus angustipese
Sarasinula linguaeformigesultaram em um produto de, aproximadamente, 720
pares de bases. O produto amplificado de menor faloencontrado na
Phyllocaulis soleiformisorma C que apresentou 673 pares de bases.

2.2. Com a utilizacdo da por¢cao ITS1 nas amplifieage a submisséo a digestdo de
quatorze enzimas de restricdo, foi possivel camstgie a forma C de.
soleiformisapresenta a maior similaridade entre os taxomépraela qual se
apresenta como um elo de ligacao entre os doislgsagrupos, formados pelas

demais espécies e formas, na arvore de distancieagé

Vii



2.3. Os resultados das duas investigagdes autoazaroposicao da revalidacdo do
nomePhyllocaulis renschpara a forma C de. soleiformis

viii



Apéndice 1.

APENDICE

Matriz de presenca (1) e ausénciadf@rente aos fragmentos de
restricdo para os taxomhyllocaulis soleiformigorma A (PsA),P.
soleiformis forma B (PsB),P. soleiformis forma C (PsC),P.
soleiformisforma D (PsD)P. boraceiensigPbora),P. tuberculosus
(Ptube), P. variegatus (Pvarie), Belocaulus angustipegBelo),
Sarasinula lingueformis(Sara). Na coluna da esquerda sé&o
apresentadas cada uma das enzimas com as respéclasses de
pesos”.

PsA PsB PsC PsD Pbora Ptube Pvari Belo Sara

Hinc4 1 1 0 1 0 0 0 0 0
Hinc3 0 1 0 0 0 1 0 0 0
Hinc2 1 0 0 1 0 0 0 0 0
Bsm4 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Bsm?2 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Mbo4 1 0 1 1 0 0 0 0 1
Mbo3 0 1 0 0 1 0 0 0 0
Mbo2 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Mbo1l 0 0 0 0 0 0 1 1 0
Cla4 1 0 1 1 1 0 1 0 1
Cla2 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Rsa4 0 0 0 1 0 0 1 0 0
Rsa3 1 0 1 1 1 1 0 0 0
Rsa2 0 0 1 0 0 1 1 1 1
Rsal 0 0 0 0 1 0 0 1 1
Dra3 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Dra2 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Dral 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Hinf4 0 0 1 0 0 0 0 0 1

Hinf3 0 0 0 0 0 0 0 1 0

Hinf2 0 1 1 0 0 0 1 0 1

Hinfl 0 1 0 0 0 0 1 0 0

Bam4 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Bam3 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Bam?2 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Bami 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Hae3 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Hae2 0 1 0 0 0 0 1 1 1
Hael 1 1 1 1 1 1 0 1 0
Hpa4 0 1 1 0 0 0 0 0 1
Hpa3 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Hpa2 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Hpal 0 0 1 0 0 0 0 0 0






