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1 Introducao

Diversas disciplinas da Ciéncia vém popularizando o uso de dados moleculares. Popularizacao
propiciada pela constante reducdo de custo e pelo desenvolvimento de protocolos cada
vez mais eficientes na obtencdo de dados genotipicos. Dentre outros fatores que também
contribuem para esta popularizacdo estdo: a criagao de novas ferramentas analiticas e o acimulo
e disponibilizacdo de dados (i.e., sequéncias nucleotidicas), os quais possibilitam abordar
problemas cada vez mais complexos e interessantes. Desta forma, dados moleculares permeiam
a literatura moderna e permitem testar inimeras hipdteses pertinentes a vdrias disciplinas da
biologia comparada (Hillis et al., 1996; Cracraft & Donoghue, 2004).

Para além das vantagens citadas acima a respeito do uso de dados moleculares, sequéncias
nucleotidicas também sdo capazes de solucionar impasses criados pela andlise de dados
meramente morfolégicos (Litvaitis & Rohde, 1999). Atualmente, algoritmos e protocolos
mais eficientes estdo disponiveis ou estdo em desenvolvimento para abordar perguntas em
diferentes escalas filogenéticas, desde relagdes de parentesco entre grandes grupos, a estudos
populacionais/filogeograficos (Hillis, 1995; Hillis et al., 1996; Cracraft & Donoghue, 2004).
Estas técnicas de sistemdtica molecular também sdo usadas em vdrias dreas que afetam
diretamente a sociedade moderna; como a sauide; a descoberta de novos virus (Nichol er al.,
1993); a agricultura, na qual os conhecimentos filogenéticos podem otimizar o melhoramento
genético em detrimento das técnicas aleatérias mais tradicionais de selecdo artificial (Oliver
& Mishler, 2000; Cracraft & Donoghue, 2004) e o reconhecimento de espécies invasoras e
suas origens (Wang et al., 1999); e por fim a economia, a qual também estd relacionada
aos outros topicos citados e ao descobrimento de produtos derivados de tdxons préximos,
como por exemplo controle biol6gico e medicamentos (Cracraft & Donoghue, 2004; Brock
& Freeze, 1969). Estes exemplos evidenciam que a incorporacdo de dados moleculares na
resolucdo de varios problemas bioldgicos tem sido fundamental para o desenvolvimento de
nosso conhecimento sobre as entidades naturais deste planeta.

Nas tltimas décadas, dados moleculares estdo sendo incorporados as metodologias que
buscam determinar de forma mais robusta os limites das entidades biologicas que reconhecemos
como espécies e, o entendimento, dos processos evolutivos responsdveis por sua origem e
diversificacdo (Sites & Marshall, 2003). O conceito de espécies tem sido alvo de discussoes
influenciando a biologia moderna desde a publicagdo das ideias de Darwin em 1859 (Queiroz,
2011). O termo espécie pode ser classificado de duas formas (Hey et al., 2003). Espécies
podem ser entendidas como categoria, e portanto possuirem um significado taxonémico, ou
seu conceito pode estar associado a uma entidade evolutiva. Porém, muitos autores (e.g.,
Mayr, 1996; Cracraft, 1989, entre outros) defendem a unificacdo destas interpretagdes em um

Unico conceito, ao passo que outros admitem a distingdo entre espécies taxondmicas e espécies



como entidades evolutivas. Embora estejamos longe de um conceito universal de espécie, €
fato que diversas disciplinas da Biologia (e.g., sistemadtica, ecologia, etologia, entre inimeras
outras) utilizam esta entidade (ou termo) como unidade fundamental de andlise (Queiroz,
1998). Espécies como unidades centrais de evolugdo, representam entidades evolutivas tnicas,
derivadas de processos histéricos singulares (Mace, 2004). A delimitacdo de espécies, portanto,
tem importancia primdria em vdarios estudos que envolvem conhecimento da diversidade
bioldgica em nosso planeta.

Queiroz (1998) listou diversas definicOes de espécies baseadas em ecologia, evolugdo,
isolamento ou mesmo no conjunto deles. Cracraft (1983) propds o conceito de espécies
filogenéticas, cujas defini¢des estdo associadas as estruturas filogenéticas e cladisticas. Baum &
Shaw (1995) consideraram que espécies sdo exclusivas de um grupo de organismos cujos genes
coalescem mais recentemente dentro de seu grupo do que entre os membros de outros grupos
de organismos. Este foi considerado como “conceito monofilético de espécies”. Independente
dos diversos conceitos filogenéticos propostos, todas as versdes concordam que os critérios
de delimitacao de espécies devem ter um embasamento filogenético e ndo reprodutivo (Avise,
2000). Este trabalho, portanto, utilizara o conceito de espécie monofilética associada a diagnose
morfolégica ou molecular. Este conceito foi selecionado porque € aplicavel as ferramentas
utilizadas neste estudo e é coerente com a filosofia deste grupo de trabalho.

Um modelo interessante para implementar o uso de dados moleculares na delimitagdao
de espécies € o sistema hospedeiro/parasita. Nesse sistema, é fundamental que as espécies
sejam delimitadas de forma precisa para que os processos que regem sua evolucdo possam
ser compreendidos. A sistemdtica moderna tem utilizado andlises de dados moleculares para
possibilitar tais delimitagdes (Sites & Marshall, 2003, 2004). Para Criscione et al. (2005),
essas ferramentas moleculares, quando utilizadas na identificacdo de espécies, (i) permitem
associar formas morfoldgicas indistinguiveis de larvas ao seu respectivo adulto conhecido,
processo importante para compreender a transmissao da doenga e, consequentemente, ajudar
o diagndstico clinico; (if) contribuem na elucidacdo dos ciclos de vida do parasita por associar
as espécies hospedeiras intermediarias em relacdo as larvas do parasita nelas encontradas; e (iif)
possibilitam a prospec¢ao de espécies cripticas. Ademais, o estudo da evolucao molecular de
parasitas pode ter aplicacdes mais praticas, como controle de resisténcias as drogas (Criscione
et al., 2005).

Dentro do contexto acima, este trabalho visa abordar a sistematica molecular
de um componente da fauna parasitiria das arraias de &4gua doce neotropicais da
familia Potamotrygonidae (Chondrichthyes: Myliobatoidei). Estas arraias sdo os unicos
elasmobranquios endémicos dos sistemas fluviais da regido Neotropical e formam um grupo
com mais de 30 espécies inseridas em quatro géneros (Potamotrygon, Paratrygon, Plesiotrygon

e Heliotrygon) e encontradas nas grandes bacias hidrograficas da América do Sul (Rosa et



al., 2010; de Carvalho et al., 2011; de Carvalho & Ragno, 2011; de Carvalho & Lovejoy,
2011). Ha um consenso entre os especialistas de que os ancestrais dos potamotrigonideos eram
marinhos, no entanto ainda estd em debate qual seria sua origem, rota e o evento de colonizagdo
desta linhagem de elasmobranquios (Brooks et al., 1981; Brooks & Amato, 1992; Marques,
2000; Lovejoy, 1997; Lovejoy et al., 1998; de Carvalho et al., 2004). Independentemente,
desses fatores ha uma gama diversa de helmintos que habita estes hospedeiros, muito dos
quais representam linhagens tipicamente encontradas em elasmobranquios marinhos (e.g.,
“Tetraphyllidea” e Trypanorhyncha (Eucestoda) e Monocotylidae (Monogenoidea), entre
outras; Caira & Reyda, 2005; Domingues & Marques, 2010; Reyda & Marques, 2011).

Nas ultimas décadas, varios estudos documentaram a fauna
parasitdria dos potamotrigonideos. Espécies de Rhinebothroides foram descritas e revisadas ao
longo de trés décadas (Brooks et al., 1981; Brooks & Amato, 1992; Marques, 2000; Reyda,
2008; Bueno, 2010), sendo que o estudo mais recente incorporou pela primeira vez dados
moleculares na delimitacdo de espécies do género e propds uma nova hipétese filogenética
para suas espécies (Bueno, 2010). Para os representantes de Rhinebothrium encontrados
em potamotrigonideos, que até recentemente s6 se conheciam trés espécies (R. copianulum
Reyda, 2008; R. paranaensis Menoret & Ivanov, 2009 e R. paratrygony Rego & Dias, 1976),
atualmente quatro linhagens foram reconhecidas com base em dados moleculares em conjun¢@o
com dados morfolégicos (Reyda & Marques, 2011). Para Acanthobotrium Blanchard, 1848
— um dos géneros mais diversificados de oncoproteocefalideos, com mais de 150 espécies
(Campbell & Beveridge, 2002; Ivanov, 2005; Fyler, 2009) —, sdo reconhecidas cinco linhagens
residentes em potamotrigonideos atualmente (Brooks et al., 1981; Reyda, 2008; Ivanov, 2005;
Cardoso, 2010). Recentemente, Machado (2012) propds uma hipétese filogenética para as
linhagens de dgua doce de Acanthobothrium e testou a monofilia das espécies propostas por
Cardoso (2010) utilizando dados moleculares. Para Potamotrygonocestus Brooks & Thornson,
1976, sdo reconhecidas onze linhagens com base em dados fenotipicos (Brooks & Thorson,
1976; Brooks et al., 1981; Marques et al., 2003; Luchetti et al., 2008), sendo que quatro
delas ainda aguardam descri¢do formal (Luchetti, 2011). As relacdes filogenéticas das espécies
deste género foram esbocadas em dois estudos utilizando dados morfolégicos (Brooks, 1992;
Marques et al., 2003), mas nenhuma destas hipdteses contempla a diversidade atualmente
reconhecida para o género. Conclui-se que, apesar dos esforcos destes autores em compreender
a diversidade da fauna parasitdria de potamotrigonideos, diversas lacunas permanecem em
nosso conhecimento impedindo a elucidacdo dos processos de diversificacdo desse sistema.

Dentro deste contexto, este trabalho objetivou refinar a sistemédtica de Potamotrygonocestus
com a incorporacdo de dados moleculares na expectativa de promover o conhecimento
necessario para compreender melhor a evolugdo desta fauna de helmintos. Para atingir este

objetivo, a andlise cladistica de sequéncias nucleotidicas foi utilizada para testar a monofilia



das espécies nominais de Potamotrygonocestus e, consequentemente, propdr uma hipdtese
filogenética para o gé€nero. A hipdtese filogenética baseada em dados moleculares objetiva
testar se as espécies reconhecidas fenotipicamente para Potamotrygonocestus possuem suporte
molecular e ainda indicar a possivel existéncia de novas linhagens que nao foram detectadas
por caracteres morfoldgicos. Esta hipotese filogenética também tem como objetivo identificar
padrdes biogeograficos para as diversas populacdes do gé€nero. Assim, o presente estudo
apresentard uma hipétese de delimitacdo de espécies do género Potamotrygonocestus dentro

de um contexto biogeogréfico.

2 Material e métodos

2.1 Obtencao de material biologico

O material utilizado neste estudo € resultado de nove atividades de campo realizadas durante
o periodo de 2007 a 2013 em diversas bacias hidrograficas da América do Sul (Figura 1). Na
Bacia Amazoénica, sete localidades foram amostradas: Rio Negro, Rio Solimdes, Rio Jutai, Baia
do Marajo, Rio Naway, Rio Amazonas e Rio Puinahua. Na Bacia do Prata, duas localidades:
Rio Mutum e Rio Salobrinha e na Bacia do Tocantins-Araguaia, uma localidade: Rio Tocantins.
A Bacia do Orinoco foi amostrada em cinco localidades: Rio Orinoco, Rio Apure, Delta
Amacuro (Tucupita e Pedernales) e no Rio Tomo. As coletas contemplam, ao todo, quatro
paises sulamericanos: Brasil, Peru, Venezuela e Colombia (Figura 1).

No total foram amostrados 87 hospedeiros representantes de 18 espécies/morfoespécies
putativas de Potamotrygonidae. A representatividade biogeografica destas amostras inclui as
bacias Amazonica e do Prata, assim como o Bacia do Rio Orinoco. Informa¢des mais detalhadas
sobre cada hospedeiro amostrado estdo disponiveis na Tabela A.5 (Anexos).

Os hospedeiros foram obtidos utilizando redes, espinhéis ou arpdes. Apds as coletas, eles
foram eutanasiados e seus intestinos foram removidos. Foi feita uma incis@o longitudinal para
expOr os septos intestinais sobre os quais se fixam os parasitas, facilitando a visualizacdo e
entrada do fixador no tecido dos parasitas. Em seguida, os intestinos foram fixados em etanol
90-100%, mantidos sob refrigera¢do e examinados sob estereomicroscopio em laboratdrio para
a remocdo dos helmintos. Apds a triagem, os individuos foram separados e estocados sob

refrigeragdo (-20°C) em etanol absoluto.

2.2 Obtencao de dados moleculares

Este estudo contempla multiplos haplétipos de cada morfotipo parasita encontrado, buscando

representar 0 maximo de ndmero de hospedeiros para cada localidade. A escolha destes
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Figura 1: Representatividade biogeografica. Tridngulos verdes indicam localidades amostradas para
parasitas de Potamotrygonidae. Estrelas lilas representam localidades para as quais foram obtidos
exemplares de Potamotrygonocestus destinados aos estudos de sistemdtica molecular. Informacgdes
detalhadas sobre as localidades exibidas no mapa podem ser encontradas em http://tapewormdb.
uconn.edu/index.php/parasites/species_search/ utilizando como busca os cédigos de
coletas (e.g., VZ11, por exemplo) em texto amarelo.
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representantes tem base na diversidade morfoldgica de membros de Potamotrygonocestus
encontrados em cada um dos hospedeiros examinados. Todas as sequéncias foram obtidas
de hologendforos (sensu Pleijel et al., 2008) e o material testemunho (i.e., escllex e
proglétide terminal), associado aos dados moleculares (vouchers), foram montados em laminas
permanentes de acordo com Olson et al. (2010). As laminas permanentes estdo depositadas
na cole¢do helmintoldgica do Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo, nimeros de
tombos na Tabela A.6 (Anexos).

Amostras de DNA gendmico foram extraidas a partir dos espécimes fixados em etanol 90-
100% e as extracdes realizadas utilizando o kit de extracdo da DNAdvance™ (AGENCOURT®
Inc.) segundo recomendagdes do fabricante. Apds a extragcdo, fragmentos gendmicos foram
amplificados por “Polimerase Chain Reaction” (PCR) utilizando termociclador Touchgene
Gradient (Techne, Inc). Os fragmentos gendmicos amostrados representam regides dos genes
nucleares 28S rDNA, regido D1-D3, ITS I rDNA e Calmodulina e do gene mitocondrial
Citocromo Oxidase I (COI). Dados sobre os iniciadores (i.e., primers) utilizados para obter
sequéncias nucleotidicas destas regides estdo detalhados na Tabela 1.

Os ciclos do termociclador incluiram denaturacio inicial por 3min a 98°C, seguido por 35
ciclos de 10s a 98°C, 30s de 50-60°C e 30-60s a 72°C e a extencao final a 72°C por 3min. As
temperaturas especificas de hibridizagdo foram: 55°C para 28S rDNA, 55°C para ITS rDNA,
55-49°C para Calmodulina (“touchdown”, segundo Audzijonyte & Vrijenhoek, 2010) e 50°C
para COL. O volume final de cada reacdo de PCR foi de 20 L, contendo 0,2 puL Phusion® High-
Fidelity DNA Polymerase, 4,0 uL de Phusion® HF Buffer, 1,0 puL de ambos iniciadores, 2,0
uL dNTP, 0,6 uL. de MgCl, em alguns casos especificos adicionou-se 0,6 uL. de sulféxido de
dimetilo (DMSO) e 1-5 pL. de extracdo e dgua deionizada completando o volume final.

Os produtos amplificados foram purificados com AMPURE® (AGENCOURT® Inc.),
seguindo o protocolo do fabricante. A qualificagdo e quantificagdo destas etapas, i.e., extracao,
amplificacdo e purificacdo, foram efetuadas por eletroforese em gel de agarose 2% empregando-
se GelRed™ Nucleic Acid Stein (Biotum) e, quando pertinente, por espectofotdmetria em um
Thermo Scientific NanoDrop 2000. Finalmente, as reacdes de sequenciamento foram realizadas
com Big Dye® Terminator Cycle Sequencing Kit v.3.1 (Applied Biosystems®) em sequenciador
automatico ABI 3100 (Applied Biosystems®) do servigo de sequenciamento do Instituto de
Quimica/USP. Visando corrigir possiveis erros € ou ambiguidades, ambas as direcdes (5°-3" e
3’-5’) foram sequénciadas para cada amostra.

Os cromatogramas foram analisados no programa PhredPhrap e Consed (Ewing & Green,
1998; Ewing et al., 1998; Gordon et al., 1998) para a correcdo de ambiguidades durante o
sequenciamento e producdo de “contigs”. Os diversos contigs obtidos foram integrados em
uma matriz e alinhados primariamente em Muscle (versao 4.0; Edgar, 2004a, 2004b) e edicoes

das sequéncias foram feitas em BioEdit (versdao 7.0.9; Hall, 1999).



Tabela 1: Iniciadores empregados no presente trabalho.

Marcador/Finalidade

Nome dos Iniciadores

Sequéncia 3’- 5’

Referéncias

28S rDNA 1400pb

Amplificacio e Sequenciamento

Sequénciamento interno

COI 500pb

Amplificacio e Sequenciamento

Calmodulina 350pb

Amplificacdo e Sequenciamento

ITS I tDNA 700pb

Amplificacdo e Sequenciamento

LSU SF

LSU 1500R
LSU 330F
CTO 28S 900F

Seanl
HCO2198
nLCO
Sean2

CalF
Cal R1
Cal R2

CAS 18S F1
CAS 5,8SB1d

TAGGTCGACCCGCTGAAYTTAAGCA
GCTATCCTGAGGGAAACTTCG
CAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG
GTTGGGTCTGATTGTCGTGTCGCC

TTTACTTTGGATCATAAGCG
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
TTTACTYTRGAYCATAAGCGT
AAGCAGAACCAAATTTACGAT

GARCARATTGCIGARTTYAARGARGC
TTCTTCRTARTTIACYTGICCRTC
CATYTCRTCIACYTCYTCRTC

TACACACCGCCCGTCGCTACTA

TTCTTTTCCTCCSCTTAYTRATATGCTTAACAS

Littlewood et al. (1997)

Tkach et al. (1999)

Williams & Ozawa (2006)
Presente estudo, ndo publicado

Turner (2006)

Folmer et al. (1994)
Reyda & Marques (2011)
Turner (2006)

Audzijonyte & Vrijenhoek (2010)
Audzijonyte & Vrijenhoek (2010)
Audzijonyte & Vrijenhoek (2010)

Ieji et al. (2003)
Ieji et al. (2003)




2.3 Analises filogenéticas

Dos dados moleculares compilados para 213 terminais, 206 s3o membros de
Potamotrygonocestus e os demais (7) sio membros de 3 géneros que servem de grupos externos
para o enraizamento das topologias (Farris, 1982; Nixon & Carpenter, 1993). O grupo externo
€ composto pelas espécies Acanthobothrium spp., Gangesia cf. oligonchis e Platybothrium
auriculatum. Caira et al. (2014) mostraram que esses tdxons sdo proximamente relacionados
com Potamotrygonocestus. Dado a presenca de dados lacunares (i.e., faltantes) para alguns
terminais, os protocolos analiticos descritos abaixo foram aplicados a duas bases de dados
distintas. A primeira delas, completa, contemplou todos os 213 terminais — que incluia
terminais que continham no minimo 2 das 4 regides sequenciadas neste estudo. A segunda
andlise, parcial, contemplou somente os 146 terminais para os quais todas as regides foram
sequenciadas e que, portanto, ndo havia dados lacunares. A justificativa para essas duas andlises
reside na tentativa de verificar se dados lacunares influenciam o resultado final das anélises, pois
a exclusdo de terminais incompletos diminui a representatividade taxondmica e biogeografica
da base de dados.

O critério de otimidade utilizado na busca e selecdo de arvores filogenéticas sob as quais
foram feitas inferéncias filogenéticas foi a parcimOnia em andlises de homologia dinidmica
(sensu Wheeler, 2001). O protocolo analitico envolveu duas etapas. Na primeira delas,
topologias candidatas ao refinamento foram compiladas pelo algoritmo de otimizacdo direta
(direct optimization, DO; Wheeler, 1996). Posteriormente, estas topologias foram submetidas
ao refinamento pelo algoritmo de “iterative pass” (IP; Wheeler, 2003) e “tree fusing” (FUSE;
Goloboff, 1999). Todas estas etapas envolveram a andlise simultanea (i.e., andlise de evidéncia
total sensu Kluge, 1989) dos dados moleculares implementadas no programa POY (versado 5.1,
Varoén et al., 2010). Em cada busca, os comprimentos de ramos eram calculados pela soma dos
custos de todas as substitui¢des hipotéticas e INDELSs por otimizacdo de caracteres de Sankoff
(Sankoff & Rousseau, 1975).

A justificativa para a escolha dessa metodologia reside na importancia fundamental do
alinhamento de sequéncias nucleotidicas em reconstru¢cdo filogenética. Segundo Wheeler
(1996), a andlise filogenética de sequéncias nucleotidicas apresenta problemas que ndo sdo
encontrados em outros tipos de matrizes de dados. Isso porque, apesar de s6 haver quatro
estados de cardter (A, C, G ou T), sequéncias nucleotidicas homélogas podem diferir em
comprimento. Essa dificuldade pode ser maior ou menor de acordo com o tipo de sequéncia
nucleotidica. Por exemplo, regides codificadoras de proteinas tendem a conservar o nimero

de pares de bases entre tdxons, ao passo que regides ndo codificantes estdo mais suscetiveis a



eventos de insercao e delecdo (i.e., INDELSs) resultando em sequéncias homoélogas de tamanhos
distintos. Para esses dados, conjecturas de homologia entre as bases dependem da inserc¢ao de
gaps.

As buscas realizadas por otimizagdo direta (DO) para a funcdo de custo que atribuiu pesos
idénticos para todas as transformacgdes (i.e., 0:1:1:1) foram executadas em 10 iteracdes com
o comando interno de POY search (), sendo que cada iteracdo considerou 2 buscas com
o tempo méaximo de 2 horas (search (max_time:0:2:00)). Os demais pardmetros (9
no total) foram submetidos a0 mesmo comando de busca, porém considerando apenas uma
Unica iteragdo. Apds cada iteracdo as topologias mais parcimoniosas foram salvas em um
arquivo. Concluida esta primeira etapa, todas as topologias inicas compiladas durante a etapa
de DO foram submetidas ao algoritmo de FUSE e rediagnosticadas via IP. O POY utiliza o
FUSE para buscar novas topologias. Este algoritmo permite a recombina¢cao dos componentes
compativeis entre topologias e tem a propriedade de explorar o espaco de forma mais eficiente
a medida em que novas topologias sao examinadas (Goloboff, 1999). O algoritmo de IP aplica
otimizacao direta em trés sequéncias de forma simultdnea e tem a propriedade gerar hipoteses
filogenéticas mais curtas que DO (Wheeler, 2003). Como o custo computacional é muito
grande, tradicionalmente o IP € utilizado no refinamento do alinhamento implicito no final
da anélise filogenética (e.g., Grant et al., 2006; Jungfer et al., 2012).

Na expectativa de explorar mais agressivamente o espaco de solugdes durante a busca,
diferentes parametros de alinhamento foram contemplados dentro do conceito de sensitivity
search (sensu, Wheeler et al., 2006). No total, foram considerados dez conjuntos de parametros
de alinhamento. O primeiro conjunto considerou custos idénticos para todas as transformacoes
e nenhuma penalidade para abertura de gaps (i.e., 0:1:1:1). Os outros nove conjuntos de
parametros consideraram custos de extensao de gaps de 1 a 8, custos de transformacdode 1 a4, e
custo de abertura de gaps igual a 2x ao custo de extensdo. Estas fungdes de custos sdo expressas
pelas razdes entre cada tipo de transformagdo obedecendo as seguintes notagdes: 0:1:1:1,
2:1:1:1, 2:1:1:2, 2:1:2:1, 2:2:1:1, 2:2:1:2, 2:2:2:1, 2:4:1:1, 2:4:1:2, e 2:4:2:1. Nesta notagao,
cada termo refere-se ao custo de abertura de gaps, custo de extensdo de gaps, transversoes
e transi¢cdes; respectivamente. Desta forma, para “2:4:2:1”, o custo de transi¢do seria 1, de
transversao seria 2 (i.e., 2x1), de extensao de gaps seria 8 (i.e., 4x2) e o custo de abertura de
gaps seria 16 (i.e., 2x8).

O resultado final de todos os pardmetros de busca foi examinado no programa TNT
(Goloboft et al., 2000) com os comandos xmu= 100 réplicas, ratchet 50 e fuse 100.

Adicionalmente, todas as topologias resultantes de DO foram comparadas com as topologias



encontradas pelo FUSE, para avaliar se este algoritmo de refinamento encontrou topologias. Os
resultados da andlise de sensibilidade foram comparadas pelo programa YBYRA (Machado,
2013). Todas as buscas de arvores foram implementadas em 25 processadores de 2.40GHz
Intel® Xeon® E7- 8870 CPU, no cluster do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo
Paulo. A arvore 6tima encontrada por otimizacao direta e sua respectiva matriz estatica foram
carregadas em TNT para diagnose. As topologias igualmente parcimoniosas encontradas e seu
consenso estrito foram salvos.

O suporte dos ramos teve estimativa pelo indice de Goodman-Bremer (GB Goodman et al.,
1982; Bremer, 1994; Grant & Kluge, 2008). Para obter esses indices, em TNT, as melhores
arvores obtidas em POY/DO+IP+FUSE e o alinhamento implicito em formato Hennig86
(Farris, 1989) tiveram leitura em TNT. O célculo do suporte em TNT foi realizado utilizando
0 macro Bremer.run, distribuido com o programa, com os parametros default do programa. A
visualizagdo e aveditoracdo de todos os cladogramas se realizaram com o auxilio do programa
Figtree (versdo 1.3.1; Rambaut, 2006-2009).

As distancias médias entre as sequéncias foram calculadas com o programa Mega6 (Tamura
et al., 2013) utilizando o modelo Kimura two parameters (Kimura, 1980) intra e entre clados
selecionados. Estas distancias foram calculadas para Citocromo Oxidase I e o alinhamento
implicito dos genes nucleares 28S, ITS e Calmodulina gerado por IP. Os dois bancos de
dados apresentam os mesmos grupos (i.e. clados) com excecdo do grupo B3.2.2, cujo tnico
haplétipo ndo possuia sequéncia para COI. As regides de gaps foram excluidas utilizando
o programa Gblocks (Castresana, 2000) no cdlculo de distancias baseado no alinhamento
implicito. A remoc¢ao destas regides visou minimizar o efeito de gaps neste cdlculo, uma vez
que alinhamentos implicitos tendem a gerar alinhamentos mais longos, principalmente quando
insercdes nao-homologas sdo postuladas durante a otimizacdo direta (Wheeler, 2003). Embora
reconhecendo que alinhamentos implicitos sejam baseados em hipé6teses de sinapomorfias e,
consequentemente, ndo sdo independentes das hipdteses de relacdo de parentesco entre os
terminais, a exclusdo destas regidoes foi considerada a forma mais conservadora de estimar
distancias.

O programa CAOQOS (Sarkar et al., 2000) foi usado para diagnosticar molecularmente clados
de interesse. O CAOS € baseado no algoritmo “Characteristic Attributes Organization System”
(CAOS), derivado de principios fundamentais da biologia evolutiva. O CAOS € um algoritmo
que descobre informagdes descritivas de um grupo de dados de sequéncias nucleotidicas. Este
algoritmo gera regras, a partir de um conjunto de dados previamente disponivel (e.g. andlise

filogenética), que permitem a classificacdo de grupos selecionados. Utilizando essas regras,
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o programa assume informacOes descritivas na forma de atributos caracteristicos “puros” e
“privados”. Os “atributos puros” sao encontrados em todos membros de um determinado grupo,
mas nunca no outro clado; e os “atributos privados” sdo encontrados em alguns membros de
um clado, mas nunca no outro clado. O CAOS ndo executa buscas de topologias e sim é um
sistema de classificagdo baseado em uma hipétese filogenética. O presente estudo utilizou este
programa para descobrir atributos puros nas sequéncias de Citocromo Oxidase I em clados
selecionados. O critério utilizado na selecdo foi primeiramente coesdo morfoldgica, seguido
de padrdo biogeografico. A escolha deste marcador se apdia em sua tradicional utilizagdo nos
testes de Barcode (Hebert et al., 2003), por ter uma boa variabilidade genética (Harrison, 1989;
Sunnucks, 2000) e por ter a maior representatividade taxondmica. Este estudo também optou

por utilizar apenas atributos puros para fins de conservadorismo.

2.4 Obtencao de imagens

As imagens dos espécimes de Potamotrygonocestus foram obtidas com o programa analySIS
5.0 Olympus Soft Images Solutions e uma camera Olympus SC30 acoplada a um microscéopio
optico Olympus BX51. As imagens dos ganchos foram analisadas em Fiji is Just Image J
(Schindelin et al., 2012).

A sobreposicao de contornos de ganchos, baseada em suas imagens, foi realizada por dois
programas. O programa TpsDig2 versao 2.17 (Rohlf, 2010) permite criar pontos digitalizados
nas imagens (i.e., landmarks). Esse pontos devem ter o mesmo ndmero e posi¢ido entre as
imagens a serem comparadas. Em seguida, o programa Morphol (Klingenberg, 2011) 1€ estes
pontos e utilizando a ferramenta de ajuste Procrustes, alinha esses pontos, independente da

dimensdo da imagem. O que torna essa ferramenta muito ttil na descricao de formas.

3 Resultados

3.1 Hipoétese de trabalho

As andlises de DO contemplando todos os terminais, andlise completa, resultaram em 19
topologias, todas elas unicas. Durante as dez iteragdes sob o regime de custo 0:1:1:1 foram
compiladas 10 topologias que apresentaram de 4878 a 4881 transformacoes (Tabela 2). Para
os demais conjuntos de parametros, cada um deles forneceu uma Unica topologia cujos custos
estdo expressos na Tabela 2. Por outro lado, as andlises que consideraram apenas os terminais

para os quais todos os fragmentos foram sequenciados, andlise parcial, resultaram em 31
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topologias, todas elas tnicas. Para esse conjunto de dados, dez iteragdes sob o regime de custo
0:1:1:1 foram compiladas 21 topologias que apresentaram custos que variavam de 3608 a 3613
transformacoes (Tabela 2). Para os demais conjuntos de parametros, exceto pelo parametro
2:2:1:1 que forneceu 2 topologias, cada um dos demais forneceram uma tnica topologia cujos
custos estdo expressos na Tabela 2. A rediagnose das topologias coletadas durante as andlise de
DO para os dois conjuntos de dados, completos e parciais, geraram duas topologias com custo
de 4850 e uma topologia com custo de 3561 transformacdes, respectivamente. A rediagnose
destas topologias via IP+FUSE resultou em duas topologias com custo de 4850 transformacdes
para o primeiro banco de dados e uma topologia com 3561 transformagdes para o segundo;
reduzindo o custo minimo em 0,57-0,64% e 1,3—1,4%, respectivamente, como previsto para
o uso deste algoritmo (Wheeler, 2003). No entanto, a rediagnose das topologias obtidas por
POY/IP+FUSE em TNT apresentaram custos diferentes daqueles registrados pelo POY. Para
o conjunto de dados que contemplou todos os terminais, TNT computou os custos de 4846
e 4852 para as duas topologias. A andlise filogenética deste alinhamento implicito encontrou
>200 topologias cujo consenso ndo difere das topologias encontradas por POY/IP+FUSE. A
rediagnose em TNT para o conjunto de dados parciais computou o custo de 3561 para a
topologia encontrada por POY/IP+FUSE, sendo que a anélise filogenética deste alinhamento
implicito gerou 144 topologias.

A topologia que serd apresentada como hipétese filogenética € o resultado da andlise do
conjunto de dados completos (Figura 2). Esta topologia segue a mesma estrutura cladistica
resultante da andlise do conjunto de dados parciais. Apenas uma diferencga foi encontrada entre
eles: a relacao filogenética do Clado A2, que na primeira topologia resulta como grupo-irmao
do Clado A3, e na segunda como grupo-irmdo do Clado Al (veja essas drvores consensos has
Figuras A.17 e A.18, Anexos). Como essa relagdo nao interfere na delimitacdo de espécies do
género, foco principal desse estudo, a hipdtese filogenética de trabalho adotada aqui, refere-
se ao conjunto de dados completos, que possui maior representatividade biogeogréfica que a
segunda.

As duas topologias obtidas em POY/IP+FUSE sdo iguais as duas topologias que ja haviam
sido encontradas em DO nas 6* e 10* iteracdes, com custo 4879 cada uma. Esse resultado
indica que, apds a implementa¢do de FUSE, nenhuma topologia diferente das que ja haviam
sido obtidas em DO foi encontrada. Quando se compara as duas topologias de IP, observa-se
que hd 104 clados diferentes entre elas. As diferencas encontradas sdo resultantes de relacdes
de grupos-irmaos distintos entre sequéncias de haplétipos muito semelhantes. Estas diferencas
influenciaram 25% dos clados de Al.1, 2% dos clados A1.2 (desses, 1% Al.1.1 e 1% Al1.1.2)
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e 4,8% dos clados de A2.1 e 4,8% de A2.2 (Figura 2, Clados Al e A2). Para os clados em
A3, observou-se que 1% deles difere entre as topologias em A3.1, 9% em A3.2 e 18% em A3.3
(Figura 2). Na linhagem B (Figura 2), 3,8% dos clados em B1, 1,9% em B2, e 1,9% em B3.1 e
23% em B3.2 sdo distintos.

Tabela 2: Custos e nimero de topologias obtidas nas andlises de otimizacdo direta para dois conjuntos
de dados, um contemplando todos os terminais (Completo) e outro com a sele¢do de terminais (Parcial)
para os quais todas as regides foram sequenciadas de acordo com cada pardmetro de alinhamento.

Parametro Custo DO Topologias  Custo DO  Topologias

[Completo] Gnicas [Parcial] unicas
0:1:1:1 4878—4881 10 3608—3613 21
2:1:1:1 5754 1 4209 1
2:1:1:2 17198 1 9107 1
2:1:2:1 15770 1 8972 1
2:2:1:1 7335 1 5258 2
2:2:1:2 21258 1 11545 1
2:2:2:1 19997 1 11079 1
2:4:1:1 10150 1 7153 1
2:4:1:2 27572 1 14211 1
2:4:2:1 29046 1 16087 1

A andlise de CAOS encontrou atributos em 15 linhagens ou grupo de linhagens em
Potamotrygonocestus (Figura 3). A matriz de COI possui uma divergéncia média total de 19,7%
enquanto a matriz nuclear apresentou 9,3% de divergéncia média total. A maior variabilidade
observada em COI é um evento conhecido e ja foi reportado por diversos autores (e.g.,
Harrison, 1989; Sunnucks, 2000). As demais divergéncias médias e o niimero de atributos puros
podem ser conferidos em cada clado expandido das arvores editadas da hipdtese filogenética
apresentadas durante a discussdao. As matrizes de distancias fenéticas dos dados mitoncondriais
e nucleares podem ser verificadas nos Anexos (Tabelas A.7, A.8 e A.9).

Esta andlise corrobora a monofilia do género Potamotrygonocestus e representa a primeira
hipétese filogenética para o grupo baseada em dados moleculares (Figura 2). Dentro de

Potamotrygonocestus ha duas grandes linhagens que serdo referenciadas no texto como Clado
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Grupo externo - Platybothrium auriculatum + Gangesia cf. oligonchis
Grupo externo - Acanthobothrium spp.

7 A3.3.1 - Po. orbignyi/ Po. sp. - Bacia do Orinoco
814

A3.3.2 - Po. cf. motorol Po. scobina - Alto Solimdes

A3.2.0 - PI. iwamae/ Po. motoro/ Po. orbignyi - Alto e Baixo Amazonas
A3.1.0 - Po. motoro - Rio Negro
A2.2.1 - Pa. aireba - Alto e Baixo Solimdes

A2.2.2 - Pa. aireba - Bacia do Tocantins

A1 - A1.2.1 - Pa. aireba/ Po. scobina/ Po. cf. motoro/ Po. orbignyi/ Po. cf. orbignyi/ Po. sp. - Alto Solimdes
A1.2.2 - Pa. aireba/ Po. schroederi/ Po. orbignyi - Bacia do Orinoco
A1.1.1 - Pa. aireba/ Po. schroederi - Rio Negro

A1.1.2 - Pa. aireba/ Po. sp. - Bacia do Tocantins

65 B1.1.0 - Po. motoro - Bacia do Prata
7 B1.2.0 - Po. motoro - Alto Solimdes
8

B1.3.0 - Po. sp. (cururu) - Rio Negro

snjsaoouobAijowejod + =

891 B1.4.0 - Po. sp. - Bacia do Tocantins
11 B1.5.0 - Po. orbignyi - Bacia do Orinoco
B B2 3 B2.1.0 - Po. orbignyi- Rio Negro
12 4 2| B2.1.0 - Po. orbignyi - Bacia do Orinoco

" 44|i<] B3.1.1 - Po. orbignyi. - Bacia do Orinoco
B3 B3.1.2 - Po. cf. motoro - Alto Solimdes
10 meo. histrix/ Po. amandae/ Po. cf. histrix - Bacia do Prata
B3.2.2 - Po. sp. - Bacia do Tocantins

Figura 2: Hipdtese filogenética para Potamotrygonocestus baseada em dados moleculares resultante da
andlise filogenética de 213 terminais (andlise completa). Os terminais representam os hospedeiros dos
haplétipos de cada regido estudada. Esta representacio é um sumdrio da topologia obtida apds otimizagdo
direta de sequéncias nucleotidicas e rediagnose por iferative pass assumindo custos idénticos para todas
as transformacdes sem penalidades para abertura de gaps. Comprimento total 4846. Comprimento de
ramos proporcional ao nimero de transformacdes absolutas. Os valores em cada ramo representam o
suporte de Goodman-Bremer. A topologia com todos os haplétipos pode ser verificada na Figura A.16,
Anexos

A e Clado B. Membros de Potamotrygonocestus inseridos em ambos clados representam pelo
menos trés espécies validas, quatro espécies nao descritas formalmente mas reconhecidas
por Luchetti (2011), além de outras espécies putativamente novas reveladas pelos dados
moleculares.

O Clado Al é composto por parasitas de Pa. aireba e Po. schroederi do Rio Negro

(Figuras 2, Clado Al.1.1), grupo-irmdo do clado do Rio Tocantins parasitas de Pa. aireba e

14



Potamotrygon sp. (Figuras 2, Clado Al.1.2). Este grupo € irmao de haplétipos procedentes
do Alto e Baixo Solimdes, parasitas de Pa. aireba, Po. scobina Potamotrygon cf. motoro,
Po. orbignyi, Potamotrygon cf. orbignyi e Potamotrygon sp.; mais os haplétipos da Bacia
do Orinoco, parasitas de Pa. aireba, Po. schroederi e Po. orbignyi (Figura 2, Clado A1.2.1
e A1.2.2, respectivamente). O Clado Al é grupo-irmao do clado formado pelos clados A2 e
A3. O Clado A2 ¢ representado por haplétipos procedentes do Alto Solimdes, Rio Tocantins
e Rio Orinoco (Figuras 2, Clados A2.2.1, A2.2.2 e A2.2.3, respectivamente), parasitas de Pa.
aireba, e haplétipos da Bacia do Prata, parasitas de Po. motoro e Po. brachyura (Figuras 2,
Clado A2.1.0). Finalmente, o Clado A3 é composto por cinco subclados. O Clado A3.1.0
€ representado por haplétipos do Rio Negro, grupo-irmado de todos os outros do Clado A3,
parasitas de Po. motoro. O Clado A3.2.0 € representado por haplétipos do Alto e Baixo
Amazonas, grupo-irmao do Clado A3.3 e parasita de Pl. iwamae, Po. motoro e Po. orbignyi. O
Clado A3.3 € composto pelos Clados A3.3.1, parasitas de Po. orbignyi e Potamotrygon sp.; €
Clado A3.3.3, parasitas de Pa. aireba, Po. schroederi e Potamotrygon sp.; ambos provenientes
da Bacia do Orinoco. O Clado A3.3.2, parasitas de Po. scobina e Potamotrygon cf. motoro do
Alto Solimdes.

Dentro do Clado B, o Clado B1 é composto por cinco linhagens encontradas na Bacia do
Prata e Alto Solimdes, Po. motoro; no Rio Negro, Potamotrygon sp. (cururu); na Bacia do
Tocantins, Potamotrygon sp.; e na Bacia do Orinoco, Po. orbignyi (Figuras 2, Clado B1). O
Clado B2 € representado por haplétipos provenientes do Rio Negro (Clado B2.1.0) e da Bacia
do Orinoco (Clado B2.2.0), parasitas de Po. orbignyi. Finalmente, o Clado B3 é composto por
quatro linhagens. O Clado B3.1.1 parasitas de Po. orbignyi da Bacia do Orinoco. O Clado
B3.1.2, do Alto Solimdes, parasita de Potamotrygon cf. motoro. O Clado B3.2.1 parasitas de
Po. histrix, Po. amandae e Potamotrygon cf. histrix da Bacia do Prata. O Clado B3.2.2 possui
um haplétipo proveniente do Tocantins-Araguaia, parasita de Potamotrygon sp..

Esta hipédtese filogenética ndo contempla representantes de duas espécies vélidas para
o género, Potamotrygonocestus magdalenensis e Potamotrygonocestus amazonensis. A
primeira € a espécie tipo de Potamotrygonocestus e € endémica do Rio Magdalena, Coldmbia
(Brooks & Thorson, 1976; Caira & Orringer, 1995) — localidade nao amostrada neste estudo.
Potamotrygonocestus amazonensis ocorre em diversas localidades da Bacia Amazonica, porém
com baixa prevaléncia em relacdo as demais espécies do género (Mayes et al., 1981; Luchetti,
2011) e, embora as areas de distribuicdo e os hospedeiros conhecidos para esta espécie terem

sido amostrados, nenhum exemplar foi encontrado para estudos de sistemética molecular.

15



Posigdes

Clado 3 5 8 1117 20 23 25 26 27 29 32 35 38 44 56 66 77 78 80 83 86 92 102 104 107 110 111 114 116 119 122 128 131 137 146 149 152 155 167 168 170 171 173 182 185 188 194 195 198 207 210 218 221
A1.2.1

A1.2.2
A2.1.0

] ] N

A2.2.1+A2.2.2 .
] | | HE N n

A3.3+A3.2

] ] ] ]
A3.3.2 . . . .
B1.1.0-B1.4.0 . . . . .

B1.3.0 ..

N EEN ' n ]
° N N

B3.1 .

B3.2.1 . .

Clado 224 230 233 242 245 248 254 257 258 260 263 266 268 270 274 278 281 284 297 299 302 306 308 314 315 317 320 323 324 326 332 338 341 350 353 354 356 359 361 368 371 383 386 389 392 395 396 399 401 402 404 410 414
A1.21

A1.22

] ] ]

N N H_n
A2.2.1+A2.2.2 .
o ] ] ]

A3.3+A3.2

A3.3.1 .

A3.3.2 . - .
B1.1.0-B1.4.0 . .

B1.3.0 . .

B1.5.0 . . . .

B3 .

= W H
B3.2.1 . .

Figura 3: Sumadrio visual dos atributos puros encontrados pelo programa CAOS para linhagens de Potamotrygonocestus. As linhas
correspondem as linhagens ou grupo de linhagens (i.e. clados), as colunas correspondem as posi¢des dos caracteres de COI (3 a 414).
As cores apresentadas correspondem aos estados: Vermelho - A; Azul - T; Amarelo - G; Verde - C. Os clados correspondem aos terminais
identificados na Figura 2.



4 Discussao

4.1 Historico taxonomico do género: exclusividade de dados morfologicos

A histéria taxonomica do género Potamotrygonocestus é relativamente recente comparada
com outros membros de Onchoproteocephalidea (Caira et al., 2014). Brooks & Thorson
(1976) descreveram o género para receber Potamotrygonocestus magdalenensis, parasita de
Potamotrygon madalenae Dumeril, 1865, endémica do Rio Magdalena, Colombia. Nas décadas
seguintes outras espécies foram atribuidas ao género, resultado de varias excursdes pelas bacias
hidrogréficas sulamericanas (Rego, 1979; Mayes et al., 1981; Brooks et al., 1981; Marques
et al., 2003; Luchetti et al., 2008), dados estes, que foram adicionados em revisdes recentes,
reorganizando a composi¢ao do género (Marques et al., 2003; Luchetti, 2011). Nestas revisoes,
fica evidente que a circunscri¢do do género € inequivoca, porém o mesmo ndao pode ser dito
sobre suas espécies.

Apb6s a criag@o do género, Brooks et al. (1981) foram os primeiros a apresentar uma revisao
taxonOmica do grupo. Neste artigo, os autores reconheceram P. magdalenensis e P. amazonensis
como espécies vdlidas, descreveram uma nova espécie para o Orinoco, P. oriconoensis, €
consideraram P. travassosi Rego, 1979 como species inquirenda. Adicionalmente, os autores
propuseram a primeira hipétese filogenética para o grupo baseada em 4 caracteres morfoldgicos.

Duas décadas mais tarde, Marques et al. (2003) apresentaram uma revisao mais ampla de
Potamotrygonocestus, resultado de novas amostragens para parasitas de potamotrigonideos nas
bacias do Prata e Amazonica. Neste estudo, Marques et al. (2003) descreveram trés novas
espécies (P. chaoi, P. fitzgeraldae e P. maurae), e revalidaram P. travassosi — cujo novo conceito
considerava P. oriconoensis como sindnimo junior dessa espécie. Adicionalmente, estes autores
definiram 4 sinapomorfias putativas para o género e propondo uma nova hipétese filogenética
para as 6 espécies consideradas vélidas baseadas em 6 caracteres morfoldgicos.

A tltima revisdo taxondmica do género foi proposta por Luchetti (2011) em sua dissertacao
de mestrado, cujos resultados ainda aguardam publicagdo. De posse de mais de 1000
exemplares de Potamotrygonocestus provenientes de 11 bacias hidrograficas da América do
Sul, maioria dos pontos de amostragem ilustrados na Figura 1, a autora reconheceu 4 novas
espécies para o género e manteve a sinonimia proposta por Marques et al. (2003). Atualmente,
gracas a contribuicdo destes autores, hd 8 espécies nominais para Potamotrygonocestus, 7 das
quais sdo consideradas validas, além de evidéncias de que pelo menos 4 novas espécies devam

ser descritas para o grupo (veja Tabela 3).
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Tabela 3: Sumadrio das espécies nominais de Potamotrygonocestus com 0S respectivos autores,
localidades, hospedeiros-tipos e status taxondmico atual.

Taxon Status

Taxonomico

P. magdalenensis Brooks & Thorson, 1976 ex Po. magdalenae, Rio vélida

Magdalena, Colombia

P. travassosi Rego, 1979 ex Po. orbignyi, Rio Amazonas, Brasil valida

P. amazonensis Mayes et al., 1981 ex Po. orbignyi, Rio Itacuai, Brasil ~ vélida

P. oriconoensis Brooks et al., 1981 ex Po. orbignyi*, Rio Orinoco, sin6nimo jinior de P.
Venezuela travassosi

P. chaoi Marques et al., 2003 ex Pl. iwamae, Rio Solimdes, Brasil valida

P, fitzgeraldae Marques et al., 2003 ex Pa. aiereba, Rio Negro, Brasil valida

P. maurae Marques et al., 2003 ex Po. orbignyi, Rio Negro, Brasil valida

P. marajoara Luchetti et al., 2008 ex Pl. iwamae, Baia de Marajd, Brasil  vélida
Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro, Rio Salobra, Brasil sensu Luchetti (2011)
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. motoro, Rio Paraguai, Brasil sensu Luchetti (2011)
Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. brachyura, Rio Mutum, Brasil sensu Luchetti (2011)

Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Potamotrygon sp. jam, Rio Jamari, sensu Luchetti (2011)

Brasil

" Originalmente atribuida & P. reticulatus por Brooks et al. (1981) (veja Marques et al., 2003).

Membros de Potamotrygonocestus tém sido amplamente amostrados nos sistemas fluviais
da América do Sul e relativamente bem estudados morfologicamente nas ultimas décadas
— embora desde o trabalho seminal de Brooks et al. (1981) a Bacia do Orinoco nao tenha
sido amostrada para parasitas de potamotrigonideos. A presente taxonomia do grupo esti
fundamentada nos resultados provenientes do uso de caracteres meristicos e morfométricos de
estruturas morfoldgicas, além de informagdes provenientes de cortes histologicos e microscopia
eletronica de varredura de estruturas tegumentares (veja Luchetti, 2011). A incorporagdo de
dados moleculares na sistemdtica do género é, portanto, oportuna. Dados moleculares tém sido
muito uteis para refinar a sistemdtica de diversos taxons (e.g., Bray et al., 2012; Carbayo et
al., 2013; Pimvichai et al., 2014; entre outros), incluindo a descoberta de novas linhagens nao

identificadas por outras fontes de caracteres (e.g., Bickford et al., 2006; Rueckert et al., 2011;
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entre outros). Este estudo tem o potencial de ser mais um exemplo.

4.2 Implicacoes da hipotese filogenética na taxonomia de

Potamotrygonocestus

A hipétese filogenética para Potamotrygonocestus apresenta padroes que estdo de acordo com
dados morfolégicos conhecidos dentro do grupo. Os exemplares do género possuem ganchos
simples, diferente do outro género encontrado em potamotrigonideos como Acantobothrium,
que possui ganchos bifurcados. Os ganchos de Potamotrygonocestus sao distribuidos em quatro
pares, um par por botridio, cada par possui um gancho medial (mais interno ao botridio) e um
gancho lateral (externo ao mesmo). Além disso, cada gancho individual é composto por duas
partes: a “base”, que € fixa ao botridio e a “furca”, que fixa o parasita ao intestino do hospedeiro.
A furca pode estar inserida na parte central ou na parte posterior da base, dependendo do tdxon.
Portanto a posicdo da insercdo da furca a base é um carater diagndstico importante para a
identificacdo desses parasitas, como ja observado por diversos autores ao longo da historia
taxondmica do género (e.g., Brooks & Thorson, 1976; Brooks et al., 1981; Marques et al.,
2003; Luchetti et al., 2008; Luchetti, 2011).

A hipétese filogenética apresentada aqui € composta por dois clados principais, A e B, cujas
linhagens sao diferenciadas pela morfologia dos ganchos (Figura 2). O Clado A é composto por
animais com furca inserida na parte postero-lateral da base e o Clado B é composto por animais
cujo gancho possui a furca inserida na parte centro-lateral da base. Os resultados indicam,
portanto, que essa diferenciacdo morfoldgica € congruente com os clados obtidos.

As andlises recuperaram clados congruentes com algumas linhagens reconhecidas
morfologicamente, no entanto as evidéncias moleculares sugerem que ndo ha suporte para a
monofilia reciproca de todas espécies reconhecidas (veja: Tabela 3, Luchetti, 2011). O termo
“monofilia reciproca” € utilizado quando ha evidéncias de que duas (ou mais) populacdes
sofreram interrupcdo do fluxo génico (i.e. cladogénese) e comecaram a diferenciar-se
geneticamente até que todos os alelos, dentro de cada populagdo, coalescam a um ancestral
comum mais recente, independente dos alelos de outra populacao relacionada (Avise, 2000).
Nesta secao serdo discutidas as implicacdes da hipdtese filogenética na taxonomia das espécies

de Potamotrygonocestus.
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Clado A

Potamotrygonocestus fitzgeraldae Marques et al., 2003

Potamotrygonocestus fitzgeraldae foi descrita para abrigar um conjunto de espécimes
encontrados em Paratrygon aireba no Alto Rio Negro, regido de Barcelos, Brasil (localidade
tipo). Os espécimes apresentavam gancho com inser¢do postero-lateral da furca na base,
diagnostica do clado ao qual pertence, e diferencas morfolégicas em relacdo a P. travassosi
(e.g., nimero de testiculos e posicdo do poro genital; Luchetti, 2011).

Na concepcao original de P. fitzgeraldae, Marques et al. (2003) consideraram que esta
espécie também era encontrada em outras localidades da Bacia Amazdnica, além de tributarios
da Bacia do Prata. Luchetti (2011) reavaliou o material utilizado por Marques et al. (2003)
na descricdo original de P. fitzgeraldae e notou que alguns exemplares provenientes de outras
localidades, além da localidade tipo, possuiam caracteres morfoldgicos ndo compativeis com
o material proveniente do Rio Negro. Desta forma, parte do material utilizado por Marques
et al. (2003) foi considerado como representantes de P. travassosi, ao passo que os exemplares
provenientes da Bacia do Prata foram atribuidos a uma espécie nova (Potamotrygonocestus sp.
nov. 3; sensu Luchetti, 2011).

No novo conceito de P. fitzgeraldae, a espécie estd restrita as varias sub-bacias hidrograficas
da Amazonia, entre elas Rio Negro, Rio Javari, Rio Branco, e Rio Tapajds, e do Tocantins-
Araguaia, e parasita principalmente Paratrygon aiereba. Quanto a morfologia, Luchetti
(2011:45) indicou que P. fitzgeraldae pode ser facilmente diagnosticada pela presenca de uma
farpa na extremidade distal da furca e pela morfologia dos ... ganchos lateral e medial que
apresentam furca com duas angulacdes, dando-lhes aspecto quadrado e a extremidade distal é
voltada para o lado (...) e a largura da base da furca mantém-se constante pelo comprimento
diminuindo a partir da angulacio mais distal”. A autora também indicou que os lobos ovarianos
eram exclusivamente assimétricos — embora ela tenha reconhecido que este é um caréter
pléstico. Portanto, a autora além de restringir a distribuicdo geografica da espécie, adicionou
novos atributos morfoldgicos ao conceito de P. fitzgeraldae.

Os haplétipos compativeis com a diagnose de P. fitzgeraldae de acordo com Luchetti (2011)
resultaram em dois clados ndo relacionados (veja Figuras 2 e 4, Clados Al.1.1 e A2.2). Os
haplétipos provenientes da localidade tipo, Rio Negro, formaram um clado que resultou em
um grupo-irmao do clado formado por exemplares atribuidos a Potamotrygonocestus sp. nov.
4 (sensu Luchetti, 2011) restritos ao Rio Tocantins (Figuras 4, Clado A1.1.2). Em contraste,
aqueles individuos provenientes do Alto Solimdes, Rio Tocantins e Rio Orinoco (Figuras 4,

Clado A2.2) formaram um clado que € grupo-irmao do clado formado por exemplares atribuidos
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a Potamotrygonocestus sp. nov. 3 (sensu Luchetti, 2011) restritos a Bacia do Prata (Figuras 4,

Clado A2.1.0). Desta forma, o clado formado por exemplares coletados na localidade tipo

desta espécie nominal foram considerados P. fitzgeraldae sensu stricto e aqueles provenientes

das demais bacias foram designados como Clado A2.2, dentro do qual foram reconhecidas 3

espécies putativamente novas (veja abaixo).

1114,3]1,5
A2.2 )
15|8,8127
o
0]17,116,1
A1
A1
A1
0]13]4,2

———— |A3

Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Rio Tocantins - Brasil [7681]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Rio Tocantins - Brasil [7685]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Rio Tocantins - Brasil [7683]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Rio Tocantins - Brasil [7687]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Rio Tocantins - Brasil [7682]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Rio Tocantins - Brasil [7684]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Rio Tocantins - Brasil [7686]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Alto Solimdes - Brasil [7675]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Alto Solimdes - Brasil [7680]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Alto Solimdes - Brasil [7678]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Alto Solimdes - Brasil [7677]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Alto Solimdes - Brasil [7673]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Alto Solimdes - Brasil [7676]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Alto Solimdes - Brasil [7679]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Alto Solimdes - Brasil [7672]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Alto Solimdes - Brasil [7671]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aireba - Alto Solimdes - Brasil [7674]

— Potamotrygonocestus sp. nov. 6 ex Pa. aireba - Bacia do Orinoco - Venezuela [7688]

A2.1.0
21

2.2

A1.1.2
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P. fitzgeraldae s. s. ex Pa. aireba - Rio Negro - Brasil [7574]

P. fitzgeraldae s. s. ex Pa. aireba - Rio Negro - Brasil [7579]

P. fitzgeraldae s. s. ex Pa. aireba - Rio Negro - Brasil [7576]

P. fitzgeraldae s. s. ex Pa. aireba - Rio Negro - Brasil [7577]

P. fitzgeraldae s. s. ex Pa. aireba - Rio Negro - Brasil [7578]

P. fitzgeraldae s. s. ex Po. schroederi - Rio Negro - Brasil [7581]
P. fitzgeraldae s. s. ex Pa. aireba - Rio Negro - Brasil [7575]

P. fitzgeraldae s. s. ex Pa. aireba - Rio Negro - Brasil [7572]

— s

Potamotrygonocestus sp. nov. 5
A2.2.2 - Bacia do Tocantins
0/04]04
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0/1,2]04

Figura 4: Relagoes filogenéticas das diferentes linhagens de P. fitzgeraldae sensu lato. O Clado
Al.1 representa as relagOes haplotipicas de P. fitzgeraldae sensu stricto e Clado A2.2 as relacOes
haplotipicas das outras linhagens. Os valores em cada clado representam o niimero de atributos puros,
divergéncia média para COI e divergéncia média para os genes nucleares, respectivamente (divergéncias
em porcentagem). Cada terminal representa um haplétipo e seu respectivo niimero de tombo no MZUSP.

A diagnose morfoldgica dos haplétipos considerados como membros de P. fitzgeraldae

sensu lato foi feita, principalmente, com base na morfologia do gancho. Em todos os

exemplares com ganchos disponiveis, observou-se que a forma das furcas dos ganchos laterais

e internos possuem duas angulacdes e que suas extremidades distais ultrapassam uma linha

imagindria alinhada com suas respectivas bases (veja Figura 5). Este era um dos caracteres

diagnosticos de P. fitzgeraldae.

Nao foi observado, em nenhum exemplar sequenciado, a

presenca de uma farpa na extremidade distal da furca, estrutura esta, que foi considerada como

cardter diagndstico por Luchetti (2011). Adicionalmente, todos os haplétipos sequenciados

foram obtidos de Paratrygon aiereba, hospedeiro primdrio de P. fitzgeraldae sensu Luchetti
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(2011). Por fim, esses haplotipos foram amostrados em regides biogeograficas para as quais ja
havia encontrado P. fitzgeraldae sensu lato (Rio Negro e Rio Tocantins). Desta forma, todos
os componentes utilizados para diagnosticar P. fitzzgeraldae sensu lato estao em conformidade
com a concepg¢ado desta espécie nominal, embora os dados indiquem que ha duas linhagens com

esses atributos.
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Figura 5: Morfologia do gancho dos individuos atribuidos a P, fitzgeraldae sensu stricto e de espécimes
do Clado A2.2. A; Haplétipo atribuido a P. fitzgeraldae sensu stricto, MZUSP7580, Clado Al.1.1; B,
Haplétipo do Clado A2.2.1, MZUSP 7684, ; e C, Exemplar de P. fitzgeraldae ex Paratrygon aireba,
Baia de Marajd, Rio Tocantins, Colares/PA, MZUSP 7047 (modificado de Luchetti, 2011; Figura 11C,
pag.38). A linha tracejada mostra o alcance da extremidade da furca em relacdo a base.

As populagdes identificadas no Clado A2.2 (Figura 4)constituem duas linhagens diferentes.
O Clado A2.2 é formado pelos clados A2.2.1 com haplétipos provenientes do Alto e Baixo
Solimdes, A2.2.2 da Bacia do Tocantins € A2.2.3 da Bacia do Orinoco. O Clado A2.2.1 tem
divergéncia média de A2.2.2 em 4,3% para COIl e 1,5% para os genes nucleares, as divergéncias
médias internas aos grupos, respectivamente, foram de 0.4% e 0.1% para COI e 0.29% e
0.04% para os genes nucleares. A andlise do CAOS ndo encontrou nenhum atributo puro
para esses grupos. No entanto, encontrou 11 atributos puros para o Clado A2.2.1 + A2.2.2
(Figuras 3 e 4). O Clado A2.2.3, formado por apenas um haplétipo, possui 20 atributos puros
e divergéncia média de seu grupo-irmao € de 9% para COI e 2,7% para os genes nucleares
(Figuras 3 e 4). Os haplétipos provenientes do Solimdes e do Tocantins provavelmente
constituem populacdes de uma mesma linhagem, diferente daquela encontrada na Bacia do
Orinoco. Apesar de estarem intimamente relacionadas, os resultados apontam que as diferentes
regides biogeograficas constituem uma possivel barreira ao fluxo génico entre essas linhagens.

Portanto, os haplétipos do Alto Solimdes + da Bacia do Tocantins-Araguaia e Bacia do Orinoco
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foram consideradas espécies putativamente novas, designados como Potamotrygonocestus sp.
nov. 5 e Potamotrygonocestus sp. nov. 6, respectivamente.

Os resultados apresentados sugerem ainda que € necessario estudar mais a fundo a
morfologia das populagdes atribuidas a P. fitzgeraldae. Os resultados obtidos por Luchetti
(2011) indicam grande variabilidade nos valores morfométricos e meristicos para as diversas
populacdes de P. fitzgeraldae sensu lato. Porém, apesar da grande variabilidade, ndo foi
observado nenhuma descontinuidade entre as varidveis morfolégicas das populacdes. Estas
varidveis poderiam ser reavaliadas estatisticamente considerando as trés linhagens encontradas
nesse estudo. Essa nova andlise poderia indicar diferencas que estatisticamente permitissem a
diferenciacdo morfoldgica das linhagens. No atual momento, no entanto, os dados moleculares
das linhagens identificadas para o Clado A2.2 ndo corroboram com o conceito de espécie
adotado para P. fitzgeraldae sensu Luchetti (2011).

Potamotrygonocestus sp. nov. 4 sensu Luchetti (2011)

O relacionamento filogenético entre os haplétipos atribuidos a Potamotrygonocestus sp.
nov. 4, uma espécie putativamente nova segundo Luchetti (2011), indica que o conceito desta
espécie também inclui mais de uma linhagem (Figuras 2 e 6). Os exemplares provenientes do
Rio Tocantins, parasitas de Potamotrygon sp., resultaram como grupo-irmao de P. fitzgeraldae
sensu stricto (Figura 6, Clado Al.1) e este clado € grupo-irmao de Potamotrygonocestus sp.
nov. 4, cujos haplétipos sdo originais do Alto Solimdes e Bacia do Orinoco (Figura 6, Clado
Al.2).

Luchetti (2011), descreveu Potamotrygonocestus sp. nov. 4 para abrigar os individuos que
apresentavam ganchos laterais com duas angulacdes e ganchos mediais arredondados. A forma
do gancho de Potamotrygonocestus sp. nov. 4 € distinta daquela encontrada em P. fitzgeraldae
sensu lato porque esta possui ganchos mediais com angulos (Figura 5). Adicionalmente,
essa espécie ndo apresenta farpa na extremidade distal do gancho, cariter diagndstico de P.
fitzgeraldae (Luchetti, 2011).

Como j4 foi mencionado, ndo foi possivel visualizar a presenca ou ndo de farpas nos
vouchers atribuidos as trés linhagens referentes a P. fitzgeraldae sensu lato. A atribui¢do dos
espécimes a Potamotrygonocestus sp. nov. 4 deu-se pela presenca de duas angulacdes nos
ganchos laterais, e pela presenca de arredondamento da furca dos ganchos mediais quando
comparado a P. fitzgeraldae sensu lato. O programa MorpholJ foi usado para comparar os
contornos dos ganchos mediais de vérios individuos de ambos os tdxons. A imagem resultante

indica que nao hd sobreposi¢do completa dos contornos entre os individuos determinados como
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P. fitzgeraldae sensu lato e Potamotrygonocestus sp. nov. 4 (Figura 7). Essas caracteristicas
foram observadas nos vouchers dos dois clados referentes a Potamotrygonocestus sp. nov. 4,
indicando que a identificagdo dos mesmos € congruente com o conceito de Luchetti (2011).
Potamotrygonocestus sp. nov. 4 provenientes do Alto Solimdes e Bacia do Orinoco
compdem 2 linhagens distintas. Os hapl6otipos amazonicos constituem o Clado Al.2.1, que
possuem 3 atributos puros e divergéncias médias internas de 0.2% para COI e 0,1% para

os genes nucleares. Os haplétipos da Bacia do Orinoco, Clado A1.2.2 possuem 2 atributos
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Figura 6: Relacdes haplotipicas das populacdes de Potamotrygonocestus sp. nov. 4 e P. fitzgeraldae
sensu stricto, Clado Al. Os valores em cada clado representa o nimero de atributos puros, divergéncia
média para COI e divergéncia média para os genes nucleares, respectivamente (divergéncias em
porcentagem). Cada terminal representa um haplétipo e seu respectivo nimero de tombo no MZUSP.
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puros e divergéncia de 0.1% nas duas matrizes de distancias. O Clado Al.2.1 diverge de
A1.2.2 em 1,6% e 0,7%, para COI e para genes nucleares, respectivamente. A hipdtese
filogenética apresenta os dois clados bem estruturados, de acordo com suas respectivas origens
biogeograficas (Figuras 2 e 6). Esta estruturacdo biogeografica somada a presencga de atributos
puros nas duas populagdes (veja Figura 3), indica tratar-se de espécies distintas, de acordo
com o conceito de espécie considerada neste estudo. Apesar das pequenas divergéncias entre
as sequéncias nucleotidicas das linhagens e a semelhante morfologia encontrada em todas as
linhagens amostradas, as evidéncias apresentadas parecem ser suficientes para considerar as
duas linhagens com espécies diferentes.

Por se tratar de uma espécie putativamente nova, serd necessdrio reavaliar a morfologia das
linhagens aqui testadas. Com as presentes evidéncias, deve-se reavaliar os espécimes buscando
caracteres discretos, e dados morfométricos e meristicos estatisticamente significantes. Luchetti
(2011) nao examinou a morfologia das duas populagdes registradas nesse trabalho (i.e. Bacia do
Orinoco e Bacia do Tocantins). Apesar de Luchetti (2011) ter estudado a morfologia de diversos
individuos do Alto Solimdes, este foi baseado em apenas um individuo imaturo da regiao do
Rio Tocantins e nenhuma amostra da Bacia do Orinoco. Atualmente existem amostras dos
mesmos hospedeiros fixadas em formalina provenientes do Rio Jutai e de diversas localidades

da Bacia do Orinoco que estdo disponiveis para estudos morfologicos. Esses exemplares ndo

M P fitzgeraldae sensu lato

M Potamotrygonocestus sp. nov. 4

Figura 7: Sobreposicdo dos contornos dos ganchos mediais de P. fitzgeraldae sensu lato (holétipo
MZUSP 5845; paratipo MZUSP 5846; vouchers MZUSP 7041, 7044, 7047 a,b, 7056 a,b, 7063 e 7064)
e da morfoespécie Potamotrygonocestus sp. nov. 4 (vouchers MZUSP 7137, 7138 a,b, 7145 a,b, 7150 e
7154). Andlise em Morphol sob o comando Procrustes
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foram examinados por nao fazerem parte do escopo desse trabalho. Devido ao baixo nimero
amostral, uma outra coleta serd necessaria nos rios que drenam a Bacia Tocantins-Araguaia
para obtencdo de material fixado exclusivamente para estudos morfolégicos. No momento,
os unicos dados que existem sobre estas linhagens sdo moleculares, e os resultados obtidos
nesta andlise indicam que a morfoespécie Potamotrygonocestus sp. nov. 4 é constituida por
trés linhagens distintas. Assim, a linhagem do Alto Solimdes provavelmente corresponde ao
conceito Potamotrygonocestus sp. nov. 4 sensu Luchetti (2011) considerando ser a mesma
regido biogeografica estudada pela autora. As duas outras linhagens, provenientes das Bacias
do Orinoco e do Tocantins-Araguaia, deverdo ser consideradas espécies putativamente novas,
aqui designadas como Potamotrygonocestus sp. nov. 7 e Potamotrygonocestus sp. nov. 8,

respectivamente.

Potamotrygonocestus sp. nov. 3 sensu Luchetti (2011)

Potamotrygonocestus sp. nov. 3 € o unico representante do género, endémico da Bacia
do Prata, que possui a furca do gancho inserida na regido postero-lateral da base. Segundo
Luchetti (2011), esta espécie € caracterizada por possuir o gancho lateral arredondado e
apresentar assimetria entre os comprimentos das bases e das furcas entre os ganchos lateral
e medial. Quanto a morfologia do gancho lateral, aproximadamente 60% de seu comprimento
€ composto pela furca. A base do gancho medial é mais longa do que a do gancho lateral.
Esses atributos morfoldgicos permitem diferenciar os membros desta morfoespécie das demais
espécies com ganchos nos quais as furcas estdo inseridas na regido postero-lateral da base.
Potamotrygonocestus sp. nov. 3 tem ganchos laterais arredondados os quais diferem de P.
fitzgeraldae sensu lato e Potamotrygonocestus sp. nov. 4 que apresentam ganchos laterais com
dois angulos. As diferengas entre Potamotrygonocestus sp. nov. 3 e as espécies nominais
P. travassosi, P. chaoi, P. marajoara sdo que nestes os comprimentos da base e furca sdo
simétricos, enquanto que em Potamotrygonocestus sp. nov. 3 sdo assimétricos (mas veja a
discussdo de “Complexo P. travassosi” adiante).

Potamotrygonocestus sp. nov. 3 possui uma distribuicdo biogeografica tnica dentre as
linhagens do Clado A. Luchetti (2011) registrou Potamotrygonocestus sp. nov. 3 para varias
localidades da Bacia do Prata, como Rio Mutum (localidade tipo), Rio Uruguai, Rio Paraguai
e Rio Parand, parasitando Potamotrygon brachyura, Potamotrygon motoro € Potamotrygon cf.
motoro. Esses registros indicam que essa espécie € endémica da Bacia do Prata.

A monofilia reciproca de Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ndo € surpresa ji que a

morfoespécie compartilha atributos morfoldgicos tnicos para Potamotrygonocestus € esta
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restrita a uma unica bacia (Figura 8, Clado A2.1.0). Esta linhagem apresentou divergéncia
interna para COI de 0,7% e 0,3% para os genes nucleares e Potamotrygonocestus sp. nov.
3 diverge das outras linhagens do Clado A2.2 de 17,3% e 6.1%, respectivamente. Ademais, o
Clado A2.1.0 apresentou 12 atributos puros para COI (Figuras 3 e 8). Essas evidéncias apontam

que essa morfoespécie € diferente das demais linhagens do Clado A2.2, tanto em caracteres
morfoldégicos quanto moleculares.
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Figura 8: Detalhe da estrutura filogenética para os haplétipos do Clado A2. Os valores em cada clado
representam o nimero de atributos puros, divergéncia média para COI e divergéncia média para os genes

nucleares, respectivamente (divergéncias em porcentagem). Cada terminal representa um haplétipo e seu
respectivo nimero de tombo no MZUSP.

Apesar deste trabalho examinar apenas uma unica localidade da Bacia do Prata (Rio
Mutum/MT), a inclus@o de populacdes de outros tributdrios desta bacia ndo deve quebrar
a monofilia desta morfoespécie. Isso porque os resultados obtidos para os demais tdxons
dentro de Potamotrygonocestus indicam que quando ha haplétipos de mais de uma localidade
de uma mesma bacia, estes hapldtipos tendem a formar um grupo monofilético (e.g.,
Potamotrygonocestus sp. nov. 1, Clado B1.1.0, veja discussdo adiante). A auséncia de

monofilia reciproca foi observado apenas em tdxons amostrados em mais de uma bacia.
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A espécie P. fitzgeraldae sensu lato, por exemplo, possui uma linhagem no Rio Negro e
outras duas linhagens uma no Alto/Baixo Solimdes e Bacia do Tocantins outra na Bacia do
Orinoco. Outro exemplo é Potamotrygonocestus sp. nov. 4 que possui duas linhagens no
Alto Solimdes e Bacia do Orinoco e outra linhagem na Bacia do Tocantins que ndo estdo
filogeneticamente relacionadas. Seria interessante amostrar novas localidades para aumentar
a diversidade haplotipica de Potamotrygonocestus sp. nov. 3, podendo trazer mais evidéncias
que corroborem a monofilia desta espécie. Porém, ndo é esperado que esses dados possam

alterar a relacdo filogenética apresentada para este taxon.

Complexo Potamotrygonocestus travassosi

Um dos resultados mais complexos deste estudo e, de certa forma, um dos mais relevantes
para a taxonomia do gé€nero estd associado aos padrdes filogenéticos encontrados para clado
nomeado como “Complexo Potamotrygonocestus travassosi” (Figura 2 e 10, Clado A3). Esse
clado envolve as espécies validas P. chaoi Marques et al., 2003, P. marajoara Luchetti et al.,
2008 e P. travassosi Rego, 1979 — sendo que essa ultima foi considerada sinbnimo sénior de P.
orinocoensis Brooks et al., 1981 nas tltimas revisdes do género (Marques et al., 2003; Luchetti,
2011).

Rego (1979) descreveu a espécie P travassosi para receber membros
de Potamotrygonocestus encontrados em Potamotrygon orbignyi' do Rio Amazonas, Monte
Alegre, Pard. Segundo Rego (1979:883), P. travassosi seria dignosticada por possuir ganchos
“desproporcionais ao tamanho do estrébilo”, além de outros atributos morfométricos, quando
comparado a Potamotrygonocestus magdalenensis — a Unica espécie conhecida até entdo para o
género. Brooks et al. (1981) consideraram P. travassosi como species inquirenda, porque Rego
(1979) utilizou imagens de proglotides livres de Paroncomegas araya (Woodland, 1934), um
Trypanorhyncha, em sua descri¢@o original. Marques et al. (2003) reconheceram P. travassosi
como valida, uma vez que o hol6tipo possuia um escélex de Potamotrygonocestus passivel
de identificacdo, e consideraram P. orinocoensis como seu sindnimo junior. Esses autores, no
entanto, reconheceram que as duas populacdes disjuntas — Amazdnia e Orinoco — atribuidas a
P. travassosi sensu Marques et al., 2003 exibiam algumas diferencas morfométricas tais como,
o tamanho das bases dos ganchos mediais e laterais (63-65 mm e 59-60 mm vs. 22-48 mm e
26-45 mm, respectivamente). Porém os autores ndo consideraram estes caracteres suficientes

para justificar a manutencdo dos dois nomes. Luchetti (2011) revisou os materiais examinados

loriginalmente atribuida a Paratrygon histrix (=Potamotrygon histrix), uma espécie endémica da Bacia do Prata
(veja Marques et al., 2003)
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por Rego (1979) e Marques et al. (2003), além de uma vasta amostragem de exemplares do
género, € manteve a sinonimia proposta por Marques et al. (2003). A autora ainda sugeriu que
a presenca de gancho lateral com furca arredondada, sem angulacdes, possuindo extremidade
distal curva e voltada para a base, e gancho medial com furca arredondada, exibindo angulagdo
na altura da inser¢cdo da furca na base e extremidade distal voltada para o lado, serviriam para
diagnosticar P. travassosi. No entanto, Marques et al. (2003) e Luchetti (2011) ndo possuiam
material adicional da localidade tipo de P. orinocoensis, Delta do Orinoco, Comunidade de
Curiapo, Delta Amacuro, Venezuela e todas as acOes taxondmicas foram baseadas na série tipo
desta espécie nominal.

Potamotrygonocestus chaoi foi eregida por Marques et al. (2003) para abrigar, até entao,
os unicos membros de Potamotrygonocestus encontrados em Plesiotrygon iwamae do Baixo
Solimdes. Os autores compararam a morfologia de P. chaoi com P. travassosi e concluiram que
a assimetria dos ganchos internos e laterais de P. chaoi, além de alguns atributos meristicos e
morfométricos, justificariam a descri¢do da espécie. Anos mais tarde, Luchetti et al. (2008)
examinaram novos exemplares desta espécie em Plesiotrygon iwamae proveniente do Alto
Solimdes. Este material adicional possibilitou aumentar a gama de atributos supostamente
diagnésticos dessa espécie, tais como tamanho do estrébilo, nimero de proglétides, e
caracteristicas do aparelho reprodutor feminino e outros dados provenientes de microscopia
eletronica de varredura. Luchetti ef al. (2008) concluiram que P. chaoi era distinto de P.
fitzgeraldae e P. travassosi no nimero de proglétides e testiculos, comprimento e largura do
escolex (Luchetti et al., 2008). Na ultima revisdo do género, Luchetti (2011) analisou 0 mesmo
material e sugeriu que P. chaoi era caracterizado por possuir ganchos lateral e medial com furca
arredondada e extremidade distal voltada para baixo e a largura da furca constante que apenas
diminui em sua parte 1/5 distal. Segundo a autora, este carater distinguiria P. chaoi das espécies
P. fitzgeraldae e P. travassosi. Porém esse mesmo carater o aproxima da ultima espécie nominal
atribuida ao género Potamotrygonocestus marajoara.

Luchetti et al. (2008) descreveram P. marajoara para receber espécimes coletados na Baia
de Maraj6, Baixo Amazonas em Plesiotrygon iwamae. Com relacdo as demais espécies
do género, Luchetti er al. (2008) submeteram que P. marajoara podia ser distinguida de P.
travassosi, P. fitzgeraldae e P. chaoi por descontinuidades meristicas e morfométricas (e.g.
largura e comprimento do escélex e tamanho do estrobilo, nimero de proglétides, etc.). Luchetti
(2011) analisou os ganchos de P. marajoara e propds que esta espécie e P. chaoi possuem o0s
ganchos mediais arredondados o que permite diferencid-las de P. travassosi e P. fitzgeraldae —

que possuem angulagdo no gancho medial; além da observacio de que P. fitzgeraldae possui
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uma farpa na extremidade distal da furca do gancho medial inexistente em P. marajoara e P.
chaoi. No entanto, as diferencas entre P. marajoara e P. chaoi permaneceram fundamentadas
em atributos meristicos e morfométricos, baseados em um nimero relativamente pequeno de
exemplares da ultima espécie (6 individuos completos de P. chaoi enquanto P. marajoara foram
104 espécimes analisadas).

As espécies nominais do complexo sofreram revisdo e possuem atualmente seus conceitos
baseados em atributos morfoldgicos contestaveis.  Luchetti (2011) submeteu que as
descontinuidades nos valores morfométricos e meristicos nao eram informativos para distinguir
espécies de Potamotrygonocestus. Entretanto, utilizou esses tipos de valores para diferenciar P.
marajoara € P. chaoi. Considerando o baixo nimero amostral de P. chaoi (6), a autora julgou
precipitado inferir que as descontinuidades desses valores ndo seriam informativas para estas
espécies em especial. Desta forma considerou as duas espécies validas.

O conceito da espécie P. travassosi sofreu alteragdes ao longo do seu histdrico taxondmico.
Esta espécie ja foi distinguida das demais por atributos morfométricos e meristicos (Marques
et al., 2003; Luchetti et al., 2008), porém o conceito atual utiliza a forma de seu gancho medial
na sua diagnose (Luchetti, 2011). Segundo Luchetti (2011), P. travassosi difere das espécies
amazonicas, P. chaoi e P. marajoara, porque estas possuem gancho medial arredondado e em
P. travassosi ele possui angulosidade. A mesma autora considera que este mesmo carater o
aproxima fenotipicamente de P. oriconoensis, € por isso manteve essa espécie como sindnimo
junior de P. travassosi. Exceto pelo cardter “gancho medial anguloso”, ndo ha outro atributo
que distingua P. travassosi (e, portanto, P. oriconoensis) de P. chaoi e P. marajoara, ja que os
caracteres morfométricos e meristicos nao sio informativos (Luchetti, 2011).

Luchetti (2011) considerou que as diferencas na forma dos ganchos seria o cardter mais
diagndstico para distinguir espécies dentro de Potamotrygonocestus. Para ela, estas formas
dos ganchos seriam considerados caracteres “discretos” (Luchetti, 2011:77). Seguindo essa
premissa, Luchetti (2011) propds uma chave de identificacio na qual contemplou todas as
espécies e argumentou que, por tratar-se de estruturas esclerotizadas, o gancho nao sofreria
alteracdo na preparacdo permanente em lamina e laminula, podendo ser utilizado na obtencao
de dados mais precisos. No entanto, um exame mais cuidadoso utilizando os contornos dos
ganchos, demonstra que ha uma sobreposi¢do na forma do gancho entre as espécies nominais
P. travassosi, P. oriconoensis, P. chaoi e P. marajoara (Figura 9). Essa sobreposi¢do, com
ajuste Procrustes, foi feita sem levar em consideracdo as dimensdes dessas estruturas, apenas
sua forma foi avaliada.

Esse exame com auxilio de MorphoJ demarcou os contornos de duas ou mais imagens de
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cada espécie nominal, incluindo todos os holétipos. A tnica excecdo foi P. marajoara cuja
imagem do holétipo ndo apresentava a parte distal do gancho, portanto os paratipos foram
submetidos a esta andlise. Esta avaliacdo ndo necessita de um nimero amostral grande porque
ndo se trata de testar estatisticamente se essas estruturam discriminam populagdes e/ou espécies
e sim ilustrar como elas sdo semelhantes. Visto que apenas o exame dos hol6tipos e paratipos
resulta em uma sobreposi¢do praticamente completa dessas estruturas, ndo ha justificativa para
utilizd-lo como cardter diagndstico para essas espécies nominais.

Como os caracteres morfolégicos que distinguiam as espécies nominais ndo sdo vélidos,
a delimitacdo de espécies dentro desse grupo de Potamotrygonocestus considerara a hipdtese
filogenética obtida pela andlise dos quatro genes sequenciados. Essa abordagem tem o potencial
de distinguir inequivocamente mais espécies diferentes ao nivel de sequéncias nucleotidicas
(Rueckert et al., 2011). A topologia apresenta cinco linhagens divergentes (Figura 2), algumas
delas possuem atributos puros para COI. A divergéncia dos clados é congruente com sua
distribui¢do biogeogréfica (i.e. bacias hidrogréficas), com excegdo dos clados A3.3.1 e A3.3.3
que sdo provenientes da mesma localidade. A primeira linhagem € apresentada pelo Clado
A3.1.0 do Rio Negro; a segunda A3.2.0 com exemplares do Baixo Solimdes e Baixo Amazonas;
a terceira A3.3.3 proveniente da Bacia do Orinoco; a quarta A3.3.2 do Alto Solimdes e a dltima
A3.3.1 procedente da Bacia do Orinoco. Todas essas linhagens estdo bem delimitadas e tém
possibilidade de serem consideradas espécies distintas, de acordo com o conceito utilizado nesse
trabalho.

Os dados moleculares contestam o arranjo taxondmico proposto por Marques et al. (2003),
Luchetti et al. (2008) e Luchetti (2011) (Figuras 10, Clado A3). A hipétese filogenética nao
recuperou a monofilia reciproca das espécies validas P. travassosi, P. chaoi e P. marajoara.
As populacOes referentes a P. travassosi sensu Luchetti (2011) estdo distribuidas em trés
clados e em um deles os haplétipos das populagdes do Baixo Amazonas formavam grupos
monofiléticos com haplétipos de P. chaoi e P. marajoara, impedindo a monofilia reciproca das
trés espécies relacionadas (Figura 10, Clado A3.2.0). Porém os outros haplétipos atribuidos a P,
travassosi do Rio Negro e Bacia do Orinoco formaram grupos monofiléticos congruentes com
seus respectivos padroes de distribuicao.

Os clados recuperados na hipétese filogenética sdo bem estruturados apesar de ndo
corroborarem os conceitos das espécies nominais do Complexo P. travassosi, Clado A3. A
divergéncia média entre o Clado A3 e os outros clados da topologia € de 12% para COI e
4% para os genes nucleares. Dentro do complexo, os haplétipos do Rio Negro, Clado A3.1.0,

grupo-irmao de todos os demais clados do complexo, sdo divergentes em 7,5% para COI e
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M P travassosi [ ] P chaoi

B P oriconoensis M P. marajoara

Figura 9: Sobreposi¢do dos contornos dos ganchos mediais das espécies nominais P. travassosi (holotipo
CHIOC 31487a, vouchers MZUSP 6985 e 7006); P. oriconoensis (hol6tipo USNM Helm. Coll.75713
e voucher MZUSP 7746); P. chaoi (hol6tipo MZUSP 5837 e pardtipo MZUSP 5841) e P. marajoara
(paratipo MZUSP 6388 e voucher MZUSP 7069). A-F. As figuras apresentam todas as combinacgdes
de sobreposicdes possiveis dois a dois. G. Sobreposi¢do dos contornos dos ganchos das espécies
P. travassosi, P. oriconoensis, P. chaoi e P. marajoara juntos. Anélise em MorpholJ sob o comando
Procrustes

3% para os genes nucleares dos demais (divergéncia interna de 1% e 0%, respectivamente).
Estes haplétipos ndao possuem nenhum atributo puro. O grupo-irmdo de A3.1.0, ou seja, clados
A3.2.0 + A3.3, possui 1 atributo puro (Figuras 3 e 10). A andlise de CAOS ndo encontrou
nenhum atributo puro para Clado A3.2.0, sua divergéncia média para COI em relagcdo ao Clado
A3.3 é 7,5% e 3% para os genes nucleares (divergéncia média interna de A3.2.0 foi de 0%
nas duas matrizes consideradas). O Clado A3.3 ndo possui qualquer atributo puro, porém os

Clados A3.3.1 e A3.3.2 possuem 10 e 12 atributos puros, respectivamente. O tnico clado
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em A3.3 que ndo possui atributos puros é o A3.3.3, grupo-irmdo dos demais, que diverge
deles em 8% e 3% (divergéncia interna de A3.3.3 é aproximadamente 0% nas duas matrizes
consideradas). O Clado A3.3.1 diverge de A3.3.2 em 8% e 3% para COI e para os genes
nucleares, respectivamente. As divergéncias médias internas de A3.3.1 € 1% e 0.5% para COI
e para os genes nucleares, respectivamente, e em A3.3.2, 0% nas duas matrizes. Portanto,
apesar desses valores ndo serem utilizados unicamente para a delimitacdo de espécies nesse
trabalho, € notdvel que existe uma estruturacdo robusta nesses clados, ndo compativeis com
simples agrupamentos de populagdes de uma tnica espécie.

Um dos clados recuperados dentro do Complexo P. travassosi estd representado por
haplétipos coletados em Potamotrygon motoro do Rio Negro (Figura 10, Clado A3.1.0). A ma
conservacao dos ganchos impediu uma identifica¢do inequivoca dos individuos sequenciados.
E possivel observar, no entanto, que estes exemplares correspondem 2 morfologia do Clado
A, pela insercdo postero-lateral da furca a base. O trabalho de Luchetti (2011) analisou
exaustivamente diversos hospedeiros na mesma regido do Rio Negro, identificando cinco
espécies/morfoespécies de Potamotrygonocestus: P. amazonensis, P. maurae, P. fitzgeraldae,
Potamotrygonocestus sp. nov. 4 e P. travassosi. As espécies P. amazonensis e P. maurae
possuem ganchos com inser¢do da furca centro-lateral, permitindo concluir que estes hapltipos
ndo pertencem a estas espécies. O taxon Potamotrygonocestus fitzgeraldae foi atribuido para
outros individuos desta andlise, além disso esta espécie parasita primordialmente Paratrygon
aireba, e nao hi registro desta espécie em Potamotrygon motoro (Figuras 2 e 4, discutida
anteriormente). A morfoespécie Potamotrygonocestus sp. nov. 4 é conhecida para o Rio Negro,
em um unico hospedeiro nao descrito (Potamotrygon sp. (RN04-02) Luchetti, 2011). Este
hospedeiro foi coletado uma tnica vez e sua vélvula foi fixada em formalina. Portanto, ndo é
provavel que os haplétipos sejam referentes a Potamotrygonocestus sp. nov. 4. Luchetti (2011)
examinou diversos exemplares de P. travassosi (MZUSP 6997-7008) todos provenientes de
Potamotrygon motoro. As evidéncias que sugerem que os haplétipos sejam de uma populagio
de P. travassosi sensu Luchetti (2011) estdo na morfologia dos ganchos, tipo de hospedeiro
e dados moleculares (o Clado A3.1.0 € grupo-irmdo dos demais membros do Complexo P.
travassosi).

O Rio Negro é uma area de endemismo segundo Hubert & Renno (2006). Vérios autores ja
hipotetizaram que os padrdes de migracdo ao norte dos rios da América do Sul ocorreria entre
as Bacia do Orinoco e bacias amazodnicas através do Rio Essequibo e ndo pelo sistema Canal de
Casiquiare-Rio Negro (Lovejoy & Aratjo, 2000; Turner et al., 2004; Hubert & Renno, 2006).

Os padrdes filogenéticos e biogeograficos obtidos para Potamotrygonocestus confirmam essa

33



P. oriconoensis ex Po. sp.- Bacia do Orinoco - Venezuela [7566]
fP. oriconoensis ex Po. sp. - Bacia do Orinoco - Venezuela [7563]
1 P. oriconoensis ex Po. sp. - Bacia do Orinoco - Venezuela [7568]
P. oriconoensis ex Po. sp. - Bacia do Orinoco - Venezuela [7556]
L-P. oriconoensis ex Po. sp.- Bacia do Orinoco - Venezuela [7555]
P. oriconoensis ex Po. sp. - Bacia do Orinoco - Venezuela [7562]
P. oriconoensis ex Po. sp. - Bacia do Orinoco - Venezuela [7565]
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P. oriconoensis ex Po. sp.- Bacia do Orinoco - Venezuela [7558]
A33 P. oriconoensis ex Po. sp.- Bacia do Orinoco - Venezuela [7567]
P. oriconoensis ex Po. orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7570]
0 | 7:8 | 2:6 P. oriconoensis ex Po. orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7569]
*, P. oriconoensis ex Po. orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7571]
‘. P. oriconoensis ex Po. sp. - Bacia do Orinoco - Venezuela [7554]
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— Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Po. sp. - Bacia do Orinoco - Venezuela [7719]

1 | 7*5 | 3’2 Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Po. sp. - Bacia do Orinoco - Venezuela [7717]
"... Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Pa. aireba - Bacia do Orinoco - Venezuela [7712]
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Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Pa. aireba - Bacia do Orinoco - Venezuela [7713]
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Figura 10: Detalhe da estrutura filogenética para os haplétipos e seus respectivos clados inseridos
dentro do Complexo P. travassosi. Os valores em cada clado representam o nimero de atributos puros,
divergéncia média para COIl e divergéncia média para os genes nucleares, respectivamente (divergéncias
em porcentagem). Cada terminal representa um hapldtipo e seu respectivo nimero de tombo no MZUSP.

hipétese pois o Clado A3.1.0 do Rio Negro ¢ isolado das demais linhagens do Complexo P.
travassosi de acordo com os dados moleculares. Apesar de ndo haver evidéncias morfoldgicas
que possibilitem a delimitagdo de espécies dentro do complexo (Figura 9), € notdvel que a

linhagem do Clado A3.1.0 € distinta das demais linhagens do Clado A3. Além da divergéncia
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entre A3.1.0 e o Clado A3.2.0+A3.3 (7,5% para COI e 3% para os genes nucleares), o tltimo
clado possui 1 atributo puro enquanto que para Clado A3.1.0 nenhum foi encontrado. Baseado
nos padrdes biogeogréficos encontrados e na hipétese filogenética, essa linhagem € considerada
uma espécie putativamente nova, aqui designada como Potamotrygonocestus sp. nov. 9.

Outro clado encontrado € formado por trés espécies atualmente vélidas: P. travassosi, P.
marajoara ¢ P. chaoi (Figura 10, Clado A3.2.0). Os haplétipos das duas primeiras espécies
sdo provenientes da Baia de Maraj6 e da terceira do Baixo Solimdes. Todos os vouchers foram
examinados e identificados segundo a chave de identificacao de Luchetti (2011). A identificagdo
dos haplétipos de P. travassosi foi feita pela morfologia dos ganchos, localidade e hospedeiro
que sdo semelhantes aos vouchers examinados em Luchetti (2011) (MZUSP 6978, 6980, 6984,
6987-6989, 6991-6996). Este estudo ndo conta com amostras de P. travassosi da localidade tipo
(i.e. Rio Amazonas, Monte Alegre/PA). Porém como Potamotrygonocestus apresentam uma
distribui¢do semelhante aos seus hospedeiros, e vérias espécies de potamotrigonideos ocorrem
em toda a extensdo do Rio Amazonas (Rosa et al., 2010) € possivel que as populacdes de
parasitas estejam distribuidas desde o Baixo Solimdes até o Baixo Amazonas. Além disso,
como foi identificado haplétipos semelhantes no Baixo Solimdes e Baixo Amazonas, e esta
localidade tipo € posicionada intermediariamente entre os dois, provavelmente haverd uma
semelhanca entre os haplotipos sequenciados aos da localidade em que foi descrito P. travassosi.
Dado os critérios j4 mencionados anteriormente, esses haplétipos do Baixo Amazonas serao
considerados como membros de P. travassosi sensu stricto. A atribui¢do de alguns haplétipos as
espécies nominais P. marajoara e P. chaoi foi baseada na morfologia, localidade e hospedeiro.
Estas duas espécies sao as unicas registradas para Plesiotrygon iwamae até o momento (Luchetti
et al., 2008; Luchetti, 2011). Portanto, todos estes haplétipos foram identificados a priori de
acordo com os conceitos atribuidos as suas espécies nominais (i.e. P. travassosi, P. chaoi e P.
marajoara) em trabalhos anteriores.

Os resultados apresentados (Figura 10) indicam que as espécies nominais P. chaoi e P.
marajoara nao estdao de acordo com o conceito de espécie monofilética adotado por este
trabalho, pois a monofilia reciproca dessas espécies nao foi recuperada. A diferenciacdo
morfoldgica dessas espécies nominais se dd por descontinuidades meristicas e morfométricas,
obtidas de um baixo nimero de exemplares de P. chaoi (6) e P. marajoara (104). Este nimero
amostral ndo € o bastante para possibilitar uma boa chance estatistica de representar os valores
minimo e maximo (Marques et. al., in prep.) de um cardter para qualquer populagdo (e.g.
maior e menor comprimento do estrébilo em uma populacdo). Adicionalmente, essas espécies

ndo apresentaram atributos morfolégicos ou moleculares que as distinguam de P. travassosi do
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Baixo Amazonas (Figura 10, Clado A3.2.0 e Figura 9 B, C e G). Portanto, os dados moleculares
indicam que as espécies P. chaoi e P. marajoara devem ser consideradas sindnimos junior de P.
travassosi.

A Bacia do Orinoco possuiu haplétipos que formam um grupo monofilético, juntamente
com dois haplétipos do Alto Solimdes (Figura 10, Clado A3.3). A identificacdo a priori dos
vouchers destes haplotipos baseou-se na forma dos ganchos para atribui-los a P. travassosi.
Isso porque, como ja mencionado anteriormente, Marques et al. (2003), baseados em dados
morfoldgicos, considerou P. oriconoensis sindbnimo junior de P. travassosi. Além dos vouchers,
examinou-se também outras preparacdes permanentes sob ladmina e laminula a partir de
material fixado em formalina dos espécimes da Bacia do Orinoco. Nesses exemplares, foi
possivel observar que os espécimes possuiam ganchos com forma semelhante ao holétipo de
P. oriconoensis. Adicionalmente, tantos os exemplares fixados em dlcool quanto em formalina
foram coletados na localidade tipo de P. oriconoensis ou préximo a ela (i.e. Delta do Orinoco,
Figura 1).

Os dados moleculares indicam que P. oriconoensis deve ser considerada como espécie valida
apesar da identificac@o dessa espécie na topologia ainda ser ambigua. O Clado A3.3 é composto
por trés subclados: A3.3.1 da Bacia do Orinoco, grupo-irmao de A3.3.2 do Alto Solimdes, este
clado (A3.3.1 + A3.3.2) é grupo-irmao de A3.3.3 também da Bacia do Orinoco. O Clado
A3.3.1 diverge de A3.3.2 em 8% para COI e 3% para os genes nucleares. O Clado A3.3.3
diverge de A3.3.1+ A3.3.2 em 8% para COI e 3% para os genes nucleares (Figura 10). Estas
divergéncias entre os clados sdo relativamente altas considerando tratar-se de populagdes, pois
métodos que utilizam Barcode indicam uma distancia de 2% (K2P > 0.02) para determinar
espécies (considerando que todos os membros dessa espécie possuem divergéncia interna < 2%,
veja Hebert et al., 2003). Ademais, o Clado A3.3.1 possui 10 atributos puros enquanto que para
o Clado A3.3.3 (outro clado proveniente da Bacia do Orinoco) nenhum foi encontrado. Apesar
da auséncia de atributos puros nesta dltima, essas evidéncias sugerem que essas linhagens sdao
diferentes.

Essa ditribuicdo geografica comum das duas linhagens na Bacia do Orinoco as tornam
linhagens simpétricas. Ambas sdo encontradas no Rio Orinoco na regido de Curiapo.
Curiosamente neste local alguns haplétipos de ambas linhagens foram coletadas nos mesmos
exemplares de hospedeiros (VZ13-59 e VZ13-63), Potamotrygon sp.. E possivel notar também
que alguns espécimes de A3.3.3 parasitam Paratrygon aireba, hospedeiro que possui habitos
marcadamente distintos dos demais Potamotrygonidae (Shibuya et al., 2009; Lasso et al., 1996;

Rincon-Filho, 2006). Esses dados sdo muito interessantes porque mostram que duas linhagens
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distintas, com morfologia muito semelhantes, podem ocorrer na mesma localidade e infectando
0 mesmo individuo.

Brooks et al. (1981) descreveram a espécie P. oriconoenis coletada em Po. orbignyi no Rio
Orinoco, Curiapo. Nao € possivel afirmar, sem reexaminar a série tipo € o material recentemente
coletado, qual das duas linhagens representadas na hipdtese filogenética corresponde ao
conceito P. oriconoenis Brooks et al., 1981. No entanto, a linhagem do Clado A3.3.1 possuiu
haplétipos coletados em Po. orbignyi enquanto o Clado A3.3.3 ndo possuiu nenhum exemplar
parasitando este hospedeiro. Essa observacdo pode indicar que a espécie P. oriconoenis
corresponde a linhagem A3.3.1.

A linhagem do Clado A3.3.2 deve ser considerada uma espécie putativamente nova. O
Clado A3.3.2 possui 12 atributos puros, e apesar de contar com apenas 2 haplétipos, € possivel
identificd-los molecularmente como uma linhagem distinta daquelas da Bacia do Orinoco. O
que ndo € supreendente pois esses encontram-se em outra regido biogeografica (Alto Solimdes).
Portanto, este trabalho apresenta o primeiro registro de uma linhagem com a morfologia
semelhante aos outros espécimes do Clado A3 na regido do Alto Solimdes.

A hipétese filogenética identificou, portanto, que existem cinco linhagens diferentes no
Complexo P. travassosi. No entanto, essas linhagens ndo estdo totalmente em conformidade
com os conceitos atribuidos as espécies nominais discutidas acima. O novo conceito de P.
travassosi implicard na reducdo de sua distribuicdo biogeografica registrada para a espécie,
retirando-se as localidades do Rio Negro, Bacia do Orinoco e Alto Solimdes. A linhagem
ficaria restrita aos dominios de dguas brancas da Bacia do Amazonas. P. oriconoenis devera ser
considerada espécie vélida, e assinalada a uma das duas linhagens reconhecidas do Orinoco,
pelos dados moleculares. No entanto, o conceito de P. travassosi receberd outras duas
sinonimias juniors: P. chaoi e P. marajoara, aumentando as espécies de hospedeiros para esse
parasita.

Trés linhagens serdo consideradas espécies putativamente novas. A linhagem do Rio Negro,
Potamotrygonocestus sp. nov. 9, a linhagem do Alto Solimdes Potamotrygonocestus sp. nov.
10 e uma das linhagens provenientes da Bacia do Orinoco Potamotrygonocestus sp. nov. 11.
Embora haja caracteres moleculares para diagnosticar essas linhagens, seria prudente revisitar
a morfologia destes clados na busca de caracteres morfoldgicos que se apresentem congruentes
com os padrdes filogenéticos encontrados. Luchetti (2011) sugeriu que o uso dos padrdes
morfolégicos das microtriquias poderia ser uma caminho interessante para a taxonomia de
Potamotrygonocestus. Infelizmente a autora ndo possuia amostras suficientes para o estudo

dessas estruturas. Talvez o exame dessas estruturas possa trazer resultados que ajudem a
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diferenciar morfologicamente essas linhagens que sao distintas filogeneticamente.

Clado B

O Clado B ¢é formado por linhagens que estdo distribuidas por todas as bacias hidrograficas
neotropicais (Figura 2) e é composto por espécies de Potamotrygonocestus que possuem a
furca do gancho inserido na regido central da base. Atualmente, para este grupo morfoldgico
apenas trés espécies estdo formalmente descritas (i.e., P. amazonensis, P. magdalenensis e
P. maurae) e duas morfoespécies aguardam descricdo (Potamotrygonocestus sp. nov. 1 e
Potamotrygonocestus sp. nov. 2, sensu Luchetti, 2011). Destas cinco linhagens reconhecidas,
trés estdo representadas neste estudo, além de algumas linhagens putativamente novas. Para
todas elas, os dados moleculares corroboram sua monofilia e indicam que para alguns clados ha

evidéncia de estruturacao biogeogréfica de espécies com ampla distribuigao.

Potamotrygonocestus sp. nov. 1 sensu Luchetti (2011)

Haplétipos atribuidos a espécie Potamotrygonocestus sp. nov. 1 resultaram em um grupo
monofilético grupo-irmao de todas as demais linhagens inseridas no Clado B (Figuras 2
e 11, Clado B1). Luchetti (2011) concebeu esta morfoespécie para receber individuos de
Potamotrygonocestus que possuiam ganchos simétricos no qual a largura da furca diminui
imediatamente apds sua inser¢do a base do gancho o que contrapde as demais espécies
atribuidas ao grupo em que a diminui¢do da largura da furca s6 ocorre na parte distal da
mesma. Adicionalmente, o poro genital encontra-se na altura do ovério, nunca ultrapassando o
limite posterior dos lobos ovarianos, além da presenca de microtriquias conspicuas na regido de
crescimento do estrébilo. A autora atribuiu como localidade tipo o Rio Salobra/MS na Bacia
do Prata para abrigar os vouchers examinados por Marques et al. (2003). Estes autores haviam
considerado esses exemplares representantes de P. amazonensis, mesmo reconhecendo que esta
espécie poderia representar um complexo de espécies.

Potamotrygonocestus sp. nov. 1 € a inica morfoespécie de Potamotrygonocestus encontrada
em todas as bacias amostradas, ou seja, Bacias do Prata, Amazonica, Tocantins-Araguaia e
do Orinoco. Luchetti (2011) havia estudado os espécimes provenientes apenas das Bacias
do Prata e Amazodnica e ndo encontrou qualquer atributo morfolégico correlacionado com os
padrdes de distribui¢do. Os dados moleculares, no entanto, mostram estruturacio genética entre
as populacdes amostradas (Figura 11, Clado B1). Como pode ser observado, os haplétipos
coletados em P. motoro da Bacia do Prata — Rio Mutum e Salobra, tributdrios do Paraguai

— (9), em Potamotrygon sp. do Rio Negro (6), em Potamotrygon sp. do Rio Tocantins (2)
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e em Potamotrygon orbignyi do Rio Apure — tributdrio do Orinoco — (2) formaram clados
independentes, embora sustentados por ramos relativamente curtos.

Representantes desse tdxon apresentam caracteristicas morfolégicas dnicas dentro de
Potamotrygonocestus. Os vouchers que compoe esse clado possuem microtriquias conspicuas
na regido de crescimento do estrébilo e o poro genital na altura do ovdrio, ja seus ganchos
nem sempre estavam passiveis de andlise. Por esses atributos, os haplétipos de todas as bacias

amostradas foram considerados a priori membros de Potamotrygonocestus sp. nov. 1.

< A
Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro - Bacia do Prata [7595]
Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro - Bacia do Prata [7590]
Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro - Bacia do Prata [7587]
0145] 1'7... Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro - Bacia do Prata [7591] Potamotrygonocestus sp. nov. 1
e, Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro - Bacia do Prata [7592] B1.1.0 - Bacia do Prata
""""" 010,710,2
0149117 ., Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro - Bacia do Prata [7589]
e, “ || Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro - Bacia do Prata [7588]
........ Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro - Bacia do Prata [7594]
~~~~~~ Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro - Bacia do Prata [7593] Potamotrygonocestus sp. nov. 1
i X - , B1.2.0 - Alto Solimdes
L—Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro - Bacia do Solimdes - Per [7586] 310,210,1
1115811,9 Potamotrygonocestus sp. nov. 13 ex Po. sp. (cururu) - Rio Negro - Brasil [7728]
........ Potamotrygonocestus sp. nov. 13 ex Po. sp. (cururu) - Rio Negro - Brasil [7725] Potamotrygonocestus sp. nov. 13
~~~~~ Potamotrygonocestus sp. nov. 13 ex Po. sp. (cururu) - Rio Negro - Brasil [7730] B1.3.0 - Rio Negro
Potamotrygonocestus sp. nov. 13 ex Po. sp. (cururu) - Rio Negro - Brasil [7727] 610,1|0
Potamotrygonocestus sp. nov. 13 ex Po. sp. (cururu) - Rio Negro - Brasil [7726]
B1 Potamotrygonocestus sp. nov. 13 ex Po. sp. (cururu) - Rio Negro - Brasil [7729] Potamotrygonocestus sp. nov. 14
0]12,6 4,2 _{ Potamotrygonocestus sp. nov. 14 ex Po. sp. - Rio Tocantins - Brasil [7732] B1.4.0 -OBT((:JiZ ?% ':ocantins
B Potamotrygonocestus sp. nov. 14 ex Po. sp. - Rio Tocantins - Brasil [7731] ' '
0[251111,9 Potamotrygonocestus sp. nov. 12 ex Po orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7724] Potzrqostrggogoc‘es;usgp. nov. 12
' ' .5.0 - Bacia do Orinoco
Potamotrygonocestus sp. nov. 12 ex Po orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7723] 3102101
- lB2+Bs3
a0

Figura 11: Detalhe da estrutura filogenética para os haplétipos das diferentes linhagens do Clado
B1. Os valores em cada clado representam o nimero de atributos puros, divergéncia média para COI
e divergéncia média para os genes nucleares, respectivamente (divergéncias em porcentagem). Cada
terminal representa um haplétipo e seu respectivo nimero de tombo no MZUSP.

Para fins de andlise, o Clado B1 foi subdividido em subclados de acordo com sua
distribui¢do. O Clado B1.5.0 pertence aos haplétipos da Bacia do Orinoco, esse clado apresenta
16 atributos puros em COI e divergéncia interna de 1% para COI e 0% para os genes nucleares
(Figuras 3 e 11). Este clado é grupo-irmao de todo o restante e divergente em 12% para COI
e 4% para os genes nucleares. Seu grupo-irmao é composto pelos demais haplétipos de B1
e possui 11 atributos puros. A demarcacdo feita pelos atributos puros que suportam cada
um dos clados, a divergéncia que ocorre entre os grupos somado a distribuicdo geografica,
permitem sugerir que os haplétipos B1.5.0 da Bacia do Orinco pertencem a uma linhagem

distinta das demais de Potamotrygonocestus sp. nov. 1. Portanto, foi considerada uma espécie
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putativamente nova e designada como Potamotrygonocestus sp. nov. 12.

O clado restante € formado por haplétipos da Bacia do Prata, Alto Solimdes, Bacia do
Tocantins e Rio Negro (Figura 11). O Clado B1.4.0, grupo-irmao dos demais, € representado
por haplétipos da Bacia do Tocantins. Este clado nido apresentou atributo puro e nenhuma
divergéncia interna genética. A divergéncia entre B1.4.0 e o outro clado foi de 6% para COI e
2% para os genes nucleares. Os haplétipos do Rio Negro formam o Clado B1.3.0, grupo-irmao
dos haplétipos da Prata + Alto Solimdes. O grupo do Rio Negro apresentou 6 atributos puros e
nenhuma divergéncia interna aproximadamente nula, porém divergiu dos demais haplétipos em
4,5% para COl e 1,5% para os genes nucleares. A presenca de atributos puros neste clado indica
que essa linhagem pode ser diagnosticada molecularmente. Este resultado permite conjecturar
que o Clado B1.3.0 é uma linhagem a parte de Potamotrygonocestus sp. nov. 1. Além
disso, o Rio Negro constitui uma drea de endemismo e essa informacdo deve ser considerada
para indicar essa linhagem como uma espécie putativamente nova, Potamotrygonocestus sp.
nov. 13. Consequentemente, o Clado B1.4.0 do Tocantins também representa outra espécie
putativamente nova, de acordo com o conceito de espécies monofiléticas aplicado nesse
trabalho, identificada como Potamotrygonocestus sp. nov. 14.

A ultima linhagem desse Clado B1 € a formada pelos haplétipos provenientes da Bacia
do Prata (Clado B1.1.0) e um haplétipo do Alto Solimdes (Clado B1.2.0). Esse clado ndo
possui nenhum atributo puro e o subclado B1.1.0 diverge de B1.2.0 em 4,5% para COI e 2%
para os genes nucleares. A divergéncia interna de B1.1.0 € de 1% para COI e 0% para os
genes nucleares, em B1.2.0 s6 hd um haplétipo. Como Luchetti (2011), esse trabalho encontrou
uma estreita relacao entre essas populacdes. Todas as andlises feita neste estudo corroboraram
a relacdo filogenética entre esses clados (veja Figuras A.17 e A.18, consensos estritos em
Anexo). As evidéncias apresentadas nao permitem diferenciar as duas linhagens como
espécies diferentes. Essa observac@o ndo é nova para grupos parasitas de Potamotrygonidae.
Cardoso (2010); Bueno (2010) e Machado (2012) ja haviam encontrado padrdes similares
para Acanthobothrium quinonesi € Rhinebothroides. Domingues & Marques (2010) também
reportaram essa distribuicdo para espécies de Potamotrygonocotyle monogendides parasitas de
arraias da mesma familia. As evidéncias até o momento sugerem que os dois clados fazem parte
do mesmo conceito da espécie Potamotrygonocestus sp. nov. 1 sensu Luchetti (2011).

O Clado B1 possui portanto quatro espécies putativamente novas, antes identificadas como
Potamotrygonocestus sp. nov. 1. A estruturagdo biogeogréfica evidenciada na hipétese
filogenética permitu delimitar populagdes dentro do Clado B1. No final, chegou-se a trés

espécies putativamente novas: Potamotrygonocestus sp. nov. 12 da Bacia do Orinoco,
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Potamotrygonocestus sp. nov. 13 do Rio Negro e Potamotrygonocestus sp. nov. 14
da Bacia do Tocantins-Araguaia. Além disso, os resultados indicam que a morfoespécie
Potamotrygonocestus sp. nov. 1 esta distribuida na Bacia do Prata (localidade tipo) e em parte

da Bacia Amazonica, como havia sugerido Luchetti (2011).

Potamotrygonocestus maurae Marques et al., 2003

O Clado B2 ¢ formado por haplétipos que possuem o mesmo morfotipo da espécie vélida
Potamotrygonocestus maurae (Figura 12). Marques et al. (2003) descreveram P. maurae para
abrigar espécimes coletados em Potamotrygon orbignyi do Rio Negro nos quais a viteldria
ultrapassa os limites posteriores dos lobos ovarianos, em contraste com as demais espécies
do género nas quais a viteldria se estende até no maximo o nivel do istmo ovariano. Luchetti
(2011) adicionou a diagnose desta espécie atributos relacionados a morfologia dos ganchos, pois
os espécimes analisados por Marques et al. (2003) possuiam ganchos quebrados e estavam mal
posicionados nas laminas. Segundo a autora, P. maurae possui os ganchos lateral e medial com
furcas simétricas e com angulacgdes, tornando-se retas logo apds essas angulacdes. A espécie,
portanto, possui pelo menos dois caracteres conspicuos que a distingue das demais.

O presente trabalho analisou haplétipos identificados como P. maurae do Rio Negro (Clado
B2.1.0) e Delta do Rio Orinoco (Clado B2.2.0). A hipdtese filogenética para esses haplotipos
indica que cada uma das populagdes forma um grupo monofilético. O cariter “extensao
da viteldria ultrapassando o nivel dos lobos ovarianos™ possibilitou a identificacdo desses
haplétipos.

Apesar da morfologia singular, o Clado B2 e seus subclados ndo possuem qualquer atributo
puro para COI. Apesar disso, o clado estd isolado filogeneticamente das outras linhagens de
Potamotrygonocestus com uma divergéncia em relacdo ao Clado B3 de 25% para COl e 12%
para os genes nucleares (Figura 2). Nio resta dividas de que o Clado B2 é bem sustentado por
dados morfolégicos e moleculares.

Dentro desse clado hd duas linhagens de bacias distintas e divergentes entre si. O Clados
B2.1.0 do Rio Negro diverge de B2.2.0 da Bacia do Orinoco em 12% para COI e 3,5% para
os genes nucleares, e os dois possuem divergéncias internas de 0,5% para COI e 0% para
os genes nucleares. Considerando que outras linhagens dentro de Potamotrygonocestus que
foram elevadas a nivel de espécie possuiam divergéncia média menor ou proxima a esses
valores (como P. oriconoensis que diverge das demais linhagens em 7,7% e 2,9% ou ainda
P. fitzgeraldae s.s. que divergem da linhagem nova do Tocantins em 13% e 4,2%, para

COlI e para os genes nucleares, respectivamente), essas distancias sdo relativamente altas. O
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P. maurae ex Po. orbignyi - Rio Negro - Brasil [7585]
P. maurae ex Po. orbignyi - Rio Negro - Brasil [7583] P. mayrae

B B2 5 o, orbiamyi - Rio N Bracil (7564 B2.1.0 - Rio Negro

. maurae ex Po. orbignyi - Rio Negro - Brasil
0[11,7135 oy 9 (ro84) 010,110,1
P. maurae ex Po. orbignyi - Rio Negro - Brasil [7582]
Potamotrygonocestus sp. nov. 15 ex Po. orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7735;
g P any 7739l Potamotrygonocestus sp. nov. 15
Potamotrygonocestus sp. nov. 15 ex Po. orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7734] A1.1.2 - Bacia do Tocantins
0 | 25 | 11,9 Potamotrygonocestus sp. nov. 15 ex Po. orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7733] 0]0,1]0,1

———— ] 3

Figura 12: Detalhe da estrutura filogenética para os haplétipos das linhagens do Clado B2. Os valores
em cada clado representam o niimero de atributos puros, divergéncia média para COI e divergéncia média
para os genes nucleares, respectivamente (divergéncias em porcentagem). Cada terminal representa um
haplétipo e seu respectivo niimero de tombo no MZUSP.

fato de que uma das populagdes é proveniente do Rio Negro poderia explicar a divergéncia
encontrada. Sendo essa drea uma regido de endemismo, as espécies ali presentes tendem a
ser molecularmenre distintas das outras linhagens residentes em outras localidades. Este foi
o caso de vdrias linhagens identificadas neste estudo: P. fitzgeraldae s.s. (Clado Al.1.1),
Potamotrygonocestus sp. nov. 9 (Clado A3.1.0) e do Potamotrygonocestus sp. nov. 13 (Clado
B1.3.0). O que indica que estas linhagens provenientes das dguas negras sdo distintas das
demais. A Bacia do Orinoco também é considerada drea de endemismo (Lima & Ribeiro,
2011). A semelhanca das linhagens do Rio Negro, todas as linhagens de Potamotrygonocestus
obtidas da Bacia do Orinoco também foram consideradas distintas molecularmente das demais
populacdes que estdo relacionadas filogeneticamente como Potamotrygonocestus sp. nov. 6
(Clado A2.2.3) e Potamotrygonocestus sp. nov. 12 (Clado B1.5.0), entre outros. Esses
exemplos ilustram que a diferenca molecular encontrada entre as linhagens do Clado B2
também foi encontrada em outras linhagens do mesmo género.

Nenhum outro clado dentro de Potamotrygonocestus possui uma sinapomorfia morfolégica
putativa tdo evidente quanto o Clado B2. Porém os espécimes da Bacia do Orinoco nio
foram exaustivamente examinados, apenas os vouchers, identificando o cardter j4 mencionado
acima. E possivel que haja diferencas morfolégicas entre a linhagem da Bacia do Orinoco e
linhagem do Rio Negro mas que ndo foram observadas no presente estudo. A Bacia do Orinoco

foi amostrada ha pouco tempo e ndo houve a oportunidade de montar 1aminas permanentes
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de todos morfotipos encontrados em formalina. O exame da morfologia dos exemplares,
recentemente coletados no Rio Orinoco, foge do escopo deste trabalho. Somente o estudo
detalhado deste material poderd revelar a existéncia de atributos discretos ou mesmo de algum
dado morfométrico e meristico que possa ser util na diferenciacdo destas populacdes. No
momento, a hipdtese filogenética indica que existem duas linhagens diferentes: uma que esta
coerente com o conceito de Potamotrygonocestus maurae Marques et al., 2003 e outra que deve

ser atribuida a uma nova espécie, Potamotrygonocestus sp. nov. 15.

Potamotrygonocestus sp. nov. 2 sensu Luchetti, 2011 e Potamotrygonocestus spp.

O ultimo clado abordado aqui € composto por linhagens cujos haplétipos sd@o provenientes
de quatro bacias distintas (Figura 13, Clados B3.1 e B3.2). Haplotipos provenientes da
Bacia do Orinoco e Alto Solimdes formam o Clado B3.1 (B3.1.1 e B3.1.2, respectivamente)
e haplétipos da Bacia do Prata e do Tocantins-Araguaia o Clado B3.2 (B3.2.1 e B3.2.2,
respectivamente). Esse grupo € formado por trés linhagens cujas espécies sdo putativamente
novas e Potamotrygonocestus sp. nov. 2 que aguarda descricdo formal (Luchetti, 2011).

O Clado B3.1.1 € formado por um morfotipo que nao foi recuperado em véalvulas da mesma
espécie hospedeira fixadas em formalina da mesma regido. Todo o trabalho de identificacdao
baseou-se nos espécimes destinados a analise de sequéncias nucleotidicas. Separou-se um tinico
individuo, MZUSP 7744, para identificacdo dos haplétipos obtidos para este clado (Figura 13,
Clado B3.1.1 e Figura 14 A, E, G). Todos os demais foram segmentados para extragdo de DNA
e preparacdo dos vouchers. O exemplar possui comprimento total 6,28 mm, 27 segmentos, 3
proglétides maduras, estrobilo acraspedoto e apolitico. O poro genital estd situado na regido da
extremidade distal (Figura 14 G). O morfotipo possui ganchos com a morfologia semelhante
as demais linhagens do Clado B, ou seja, furcas inseridas centro-lateralmente a base. Todos
os ganchos dos espécimes montados estdo quebrados. A fixagdo em etanol 100% desidrata
os ganchos, deixando-os friageis, quando comparados aos exemplares fixados em formalina.
Apenas um gancho medial do exemplar MZUSP 7736 est4 inteiro e paralelo a laminula (Figura
14 B). A furca desse gancho possui uma angulacio e sua largura ndo diminui imediatamente
apods sua insercao.

O morfotipo possui caracteristicas semelhantes a Potamotrygonocestus sp. nov. 2 sensu
Luchetti (2011). Consequentemente, distanciando-o das demais espécies/morfoespécies que
também possuem a inser¢do da furca centro-lateralmente a base do gancho. Até o momento,
além de Potamotrygonocestus sp. nov. 2, mais quatro espécies que possuem esse carater sao

conhecidas: P. magdalenensis, P. amazonensis, P. maurae e Potamotrygonocestus sp. nov. 1
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Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7742]

Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7737]

Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7736] Potamotrygonocestus Sp. nov. 16
[Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7741] B3.1.1 - Bacia do Orinoco
IPotamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7739] 0 | 03 | 03
Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7740] ’ ’
Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi - Bacia do Orinoco - Venezuela [7738]

Potamotrygonocestus sp. nov. 17 ex Po. cf. motoro - Alto Solimées - Brasil [7744] —— Potamotrygonocestus Sp; Nov. 17
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7616] B3.1.2 - Alto Solimdes
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7620] 0 | 0 | 0
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7599]

Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. cf histrix - Bacia do Prata - Brasil [7626]

[otamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7603]

B3.1
12113,2 5,1

Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7613]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7605]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7619]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7611]

B3
521,31 10,1

Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7612]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7596]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7614]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7602]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7604]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7610] POtamOtrygonoceStus Sp. nov. 2
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7607] B3.2.1 - Bacia do Prata
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7598] 11 | 02 | 0.1
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7618] ’ !

B3.2 Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7615]
? | ? | 5,1 Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7601]

Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7609]

Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7608]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7597]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7623]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7624]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7621]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7622]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7617]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7600]
Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix - Bacia do Prata - Brasil [7625]
LPotamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae - Bacia do Prata - Brasil [7606] Potamotrygonocestus Sp. nov. 18
Potamotrygonocestus sp. nov. 18 ex Po. sp. - Rio Tocantins - Brasil [7745] —— B3.2.2 - Bacia do Tocantins
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Figura 13: Detalhe da estrutura filogenética para os haplétipos das linhagens do Clado B3. Os valores
em cada clado representam o nimero de atributos puros, divergéncia média para COI e divergéncia média
para os genes nucleares, respectivamente (divergéncias em porcentagem). Cada terminal representa um
haplétipo e seu respectivo niimero de tombo no MZUSP.

(Luchetti, 2011). Nenhuma dessas quatro correspondem a morfologia do exemplar.

O exemplar ndo deve ser P. magdalenensis porque esta espécie € endémica da regido
do Rio Magdalena, Colombia (Brooks et al., 1981), e esta regido ndo foi amostrada neste
estudo. O exemplar diferencia-se de P. amazonensis porque esta espécie possui ganchos
com furcas simétricas e arredondados (Figura 14 C; Luchetti, 2011) e o exemplar amostrado
na topologia possui ganchos com éangulos na furca. O espécime diferencia-se também de
Potamotrygonocestus sp. nov. 1 pela auséncia de microtriquias conspicuas na regido de
crescimento do estrébilo (Figura 14 E, F) e a largura da furca ndo diminuiu imediatamente apos
insercdo a base, e porque esta morfoespécie € euapolitica enquanto o morfotipo encontrado
possui progldlites maduras. Este ultimo cardter ndo costuma ser usado para identificagdo,
porém entre os diversos espécimes de Potamotrygonocestus sp. nov. 1 examinados, nunca foi
encontrada uma proglélide madura fixa ao estrébilo (Luchetti, 2011). Finalmente, esse exemplar

ndo pode ser atribuido a P. maurae, porque a vitelaria do espécime ndo ultrapassa o nivel do
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istmo do ovério (Marques et al., 2003), diagnéstico para a espécie.

No entanto, o exemplar é semelhante a Potamotrygonocestus sp. nov. 2 pela morfologia dos
ganchos, posicdo do poro genital, atributos meristicos e por caracteres moleculares. Observando
a morfologia do gancho do morfotipo encontrado, € possivel notar que a furca é arredondada
logo apds a angulacao, assim como ocorre em Potamotrygonocestus sp. nov. 2 (Figura 14 B,
D). Nos dois morfotipos, o poro genital estd situado na extremidade distal (Figura 14 G, H). Os
dois também se assemelham quanto ao nimero de proglétides 9-27 (17 £ 5, n=47) e nimero de
testiculos 9-37 (24 + 4, n=235) em Potamotrygonocestus sp. nov. 2 (Luchetti, 2011) vs 27 (n=1)
e 23 (n=1) no exemplar da Bacia do Orinoco, respectivamente. No entanto o exemplar € maior
em comprimento, 6,28 mm (n=1) em relacdo a Potamotrygonocestus sp. nov. 2, 1,27-4,39 mm
(2,75 £ 0,79, n=50) (Luchetti, 2011). Adicionalmente, evidéncias obtidas pela andlise cladistica
das sequéncias nucleotidicas de haplétipos de ambas localidades sugerem que as duas linhagens
formam um grupo monofilético.

O Clado B3.1 € distinto molecularmente de B3.2. Evidéncias nucleotidicas sugerem que o
Clado B3.1 diverge de B3.2 em 20% para COI e 10% para os genes nucleares. Além disso,
a andlise de CAOS identificou 12 atributos puros para B3.1 e 11 para B3.2.1 (o haplétipo da
Bacia do Tocantins ndo possui sequéncia em COI, portanto ndo foi analisado por este programa).
Dado que essas linhagens sdo provenientes de regides biogeograficas distintas e as evidéncias
sugerem que essas linhagens sao molecularmente distintas, possivelmente essas linhagens nao
correspondem a simples distribui¢do de populacdes de uma mesma espécie.

H4 duas linhagens que compde do Clado B3.1. Os haplétipos da Bacia do Orinoco, Clado
B3.1.1, nao possui divergéncia genética relevante. O Clado B3.1.1 diverge de B3.1.2 do
Alto Solimdes em 13% para COI e 5% para os genes nucleares. Apesar desse estudo sé ter
amostrado um haplétipo dessa linhagem no Alto Solimdes, a hipdtese filogenética sugere que
esta linhagem ¢ diferente geneticamente dos haplétipos da Bacia do Orinoco. Esses haplétipos
sdo provenientes de regides biogeograficas distintas e a divergéncia encontrada indica que
teve seu fluxo génico interrompido com o isolamento dessas bacias ha 9 Ma (Albert et al.,
2006). Portanto, as duas linhagens devem ser consideradas como espécies putativamente novas,
aqui designadas como Potamotrygonocestus sp. nov. 16, haplétipos da Bacia do Orinoco e
Potamotrygonocestus sp. nov. 17, o haplétipo do Alto Solimdes.

A morfoespécie Potamotrygonocestus sp. nov. 2 proveniente da Bacia do Prata compde
o Clado B3.2.1 (Figura 13). Estes helmintos foram considerados uma nova espécie por
Luchetti (2011) por possuirem ganchos simétricos com pequena angulacdo na regido central

da furca, na altura da insercdo da base e forma arredondada até a regido distal. Além disso,
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Figura 14: Comparagdo morfoldgica entre o espécime identificado como Potamotrygonocestus sp.
nov. 16 coletado na Bacia do Orinoco e as outras espécies do Clado B. A. Individuo completo de
Potamotrygonocestus sp. nov. 16, MZUSP 7743; B. Detalhe do gancho medial (MZUSP 7736);
C. Detalhe do gancho de Potamotrygonocestus amazonensis, modificada de Luchetti (2011:27); D.
Detalhe do gancho de Potamotrygonocestus sp. nov. 2, MZUSP 7098, modificada de Luchetti
(2011:60); E. Detalhes das microtriquias do espécime MZUSP 7743; F. Detalhes das microtriquias
de Potamotrygonocestus sp. nov. 1, MZUSP 7592; G. Detalhe da progldtide terminal, evidenciando
o poro genital na extremidade distal do exemplar MZUSP 7743. H. Detalhe da proglétide terminal,
evidenciando o poro genital na extremidade distal de Potamotrygonocestus sp. nov. 2, MZUSP 7103,
modificada de Luchetti (2011:60)
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em Potamotrygonocestus sp. nov. 2 o poro genital estd na altura do limite posterior dos
lobos ovarianos. Os atributos acima podem ser usados para diferenciar Potamotrygonocestus
sp. nov. 2 de Potamotrygonocestus sp. nov. 1 porque nesta a largura da furca diminui
imediatamente apds sua inser¢do a base do gancho e o poro genital encontra-se na altura do
ovdrio. Potamotrygonocestus sp. nov. 1, assim como Potamotrygonocestus sp. nov. 2, é
encontrado na Bacia do Prata.

Os resultados de CAOS revelaram que essa linhagem possui 11 atributos puros em COI. A
divergéncia interna foi de 0,2% para COI e 0,1% para os genes nucleares. Essa morfoespécie
foi a tnica que possui gancho com a furca inserida na regido centro-lateral da base registrada
por Luchetti (2011) que € endémica da Bacia do Prata. A linhagem forma um clado isolado das
demais linhagens de B3. O Clado B3.2.1 diverge de B3.2.2 em 5% nos genes genes nucleares,
este dltimo clado ndo possui sequéncia nucleotidica de COI. A divergéncia encontrada nessa
matriz de dados genes nucleares entre os haplétipos de bacias diferentes corrobora que a
linhagem Potamotrygonocestus sp. nov. 2 estd restrita a Bacia do Prata.

Apenas um exemplar foi encontrado na Bacia do Tocantins-Araguaia, Clado B3.2.2. A
baixa representatividade desta linhagem € evidenciada pelo fato de que nem o trabalho
mais exaustivo em relacdo a amostragem de Luchetti (2011) registrou esse morfotipo para
esta bacia. Infelizmente, o estado de fixacdo do exemplar ndo permitiu a identificagdo do
terminal pois ndo foi possivel examinar com precisdo a morfologia dos ganchos. Soma-se
a isso o fato de que ndo foi possivel obter cromatogramas de COI passiveis de andlise. No
entanto, as sequéncias dos outros marcadores nucleares sdo boas e bem variadas, apresentado
divergéncia entre o Clado B3.2.2 e o Clado B3.2.1 de 5%, mesmo diante do fato de que esses
marcadores apresentam menor variagdo quando comparado aos genes mitocondriais. A maior
variabilidade dos marcadores mitocondriais acontecem porque eles possuem um Ne (tamanho
da populacido efetiva) menor do que os marcadores nucleares (Sunnucks, 2000). Outra evidéncia
¢ a presenca de 11 atributos puros no Clado B3.2.1, seu grupo-irmao, indicando que é uma
linhagem isolada desse haplétipo do Clado B3.2.2. Essas evidéncias moleculares somadas as
diferentes distribui¢cdes biogeogréficas das linhagens parecem ser suficientes para considerar
essa populacdo da Bacia do Tocantins como uma espécie putativamente nova, considerada aqui
Potamotrygonocestus sp. nov. 18.

O Clado B3 ¢ suportado morfologicamente e molecularmente. O clado possui uma
caracteristica morfoldgica tnica dentre os membros de Potamotrygonocestus. Trata-se da
angulacdo da furca e arredondamento logo em seguida, que sugere uma forma de “coracdo”

ao par de ganchos completos (semelhantes ao da morfoespécie Potamotrygonocestus sp. nov.
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2, veja a Figura 14 D). Isso sugere que o cardter em questdo possa ser uma sinapomorfia
para o grupo que inclui todas essas linhagens. Outra caracteristica interessante € a presenca
de 5 atributos puros em COI, o que possibilita dizer que esse grupo tem suporte molecular.
Independente das linhagens serem consideradas espécies diferentes, o clado que as contém €

bastante estruturado.

4.3 Biogeografia

A Bacia Amazdnica é subdividida em Amazodnia Ocidental e Oriental devido as suas origens
(Kullander, 1986; Albert et al., 2006). A justificativa para essa divisdao € que o Baixo Amazonas,
ou Amazonas Oriental, possui uma histdria geolégica recente que difere do resto da Amazonia.
Sua indexagdo a parte centro-ocidental do ecossistema Amazdnico s6 ocorreu depois do
rompimento do arco Purus, que teria ocorrido entre o final do Mioceno ou mesmo no final
do Plioceno (Lundberg et al., 1998; Costa et al., 2001; Campbell et al., 2006). Albert et al.
(2011) consideraram que a Bacia Amazonia Ocidental € representada por toda extensdo de
terras baixas desde o inicio do Rio Solimdes até a parte média do Rio Amazonas. A Bacia
Amazonica Oriental, para eles “Estudrio Amazonico”, estaria limitada pelos sistemas fluviais
existentes desde o Médio Amazonas até o Baixo Amazonas, onde desdgua no Oceano Atlantico.
Apesar da proximidade geografica entre estes dois componentes amazdnicos, muitos autores
apontam uma estreita relacdo entre a parte ocidental e a Bacia do Orinoco. Por exemplo,
Kullander (1986) foi o primeiro a registrar a relacdo da fauna de ciclidios entre a Bacia do
Orinoco e da Amazonia Ocidental. Albert ef al. (2006) notaram que os gimnotiformes da
Bacia do Orinoco sdo mais similares aos da Amazonia Ocidental do que os gimnotiformes
da Amazonia Oriental. Montoya-Burgos (2006) , que estudou as relacdes filogeograficas
entre membros do género de cascudo Hypostomus distribuidos por toda a extensao do sistema
hidrogréafico da América do Sul, concluiu que existe uma relacdo de parentesco entre animais
provenientes do Lago Maracaibo e Rio Magdalena com animais origindrios da Bacia do Orinoco
e Alto Amazonas. A explicacdo para todos esses dados, segundo Albert er al. (2006), € que a
distribui¢do encontrada deve-se a antiga unido da Bacia do Orinoco e Amazodnia Ocidental, a
que chamou “Proto-Orinoco” (ou “Proto-Orinoco/Amazonas” sensu Lundberg et al., 1998).
No presente trabalho, as observacdes acima sdo corroboradas por padrdes filogenéticos e
biogeograficos nos clados dos haplétipos procedentes da Amazdnia Ocidental e a Bacia do
Orinoco. Este trabalho considerou como Amazodnia Ocidental as regides de drenagens do Alto

Solimdes, relativas as coletas do Perd e do Rio Jutai (AM/Brasil). Os clados que servem de
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exemplo representam trés linhagens do Complexo P. travassosi, Clado A3; duas linhagens do
Clado A2.2; duas linhagens no Clado A2.1 e, finalmente, duas linhagens do Clado B3.2. O
Clado A2.2 possuiu um subclado com haplétipos provenientes da Bacia do Tocantins, mas como

esta linhagem foi considerada da mesma espécie da linhagem do Alto Solimdes, a relagdo deste

clado com a Bacia do Orinoco também foi considerada nessa discussdo. Em todos casos, os

grupos monofiléticos sdo compostos por haplétipos do Alto Solimdes + Bacia do Orinoco (veja

clados destacados com estrelas na Figura 15). A divergéncia entre as populacdes desses grupos

pode ter ocorrido com o isolamento das duas bacias a cerca de 9 Ma (Albert et al., 2006).
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Figura 15: Cladograma por areas amostradas. Cada terminal representa uma bacia e as setas apontam
para a regido correspondente no mapa. As cores correspondem as mesmas bacias. Os clados destacados
com estrelas representam as relagdes filogenéticas entre Alto Solimdes e Bacia do Orinoco.

O Clado A3.2 (Figura 15) nota-se uma relagdo extremamente proxima entre espécimes do

Baixo Solimdes e Baixo Amazonas (i.e. Amazdnia Oriental). Segundo Lima & Ribeiro (2011),

49



peixes de grande porte com pouca fecundidade e ovos grandes possuem distribui¢ao ao longo de
todo o Rio Amazonas, inclusive em sua parte baixa. Enquanto que diversas espécies de peixe
de pequeno porte e com alta fecundidade apresentam alta prevaléncia na Amazdénia Média-
Ocidental em relacdo ao Baixo Amazonas (Goulding et al., 2003). Os potamotrigonideos sdo
peixes cartiloginosos de grande porte e ocorrem em quase toda a extensao fluvial sul-americana,
com excec¢do apenas do Rio S@o Francisco e bacias costeiras, exceto Rio Parnaiba (Rosa, 1985).
Assim, ndo € de se estranhar que os parasitas desses hospedeiros de grande porte possam estar
distribuidos em toda essa extensdo das dguas brancas do Rio Amazonas. O Clado A3.2 é grupo-
irmdo das linhagens procedentes da Bacia do Orinoco e Alto Solimdes (Figura 15, Clado A3.3).
A conex@o entre estas bacias ja havia sido documentada em outros trabalhos como Lovejoy &
Aratjo (2000) e Turner et al. (2004), que propuseram que o Rio Essequibo seria uma via de
migragdo que explicaria a diversidade genética encontrada em alguns peixes como peixe-agulha
e caraciformes.

Alguns autores ainda sugerem que as relagdes de parentesco entre diversos membros da
Bacia do Orinoco e da Amazodnia Ocidental ndo incluem o Rio Negro. Segundo eles, o Rio
Negro apresenta barreiras quimicas para diversas espécies. Estas seriam diferencas do pH,
temperatura e condutividade entre as dguas negras do Rio Negro e o do Canal de Casiquiare
e as dguas brancas dos rios Orinoco e Amazonas. Além da barreira fisica na regido de Porto
Ayapucho e Sdo Gabriel da Cachoeira, tornando a conexao entre as duas bacias por meio do
sistema Rio Negro/Casiquiare impeditiva para vdrias espécies (Vari, 1988; Winemiller et al.,
2008). Segundo Lima & Ribeiro (2011), a por¢cdo média e baixa do Rio Negro drenam por
areas baixas possibilitando que muitas espécies de peixes que ocorrem na parte mais ao oeste
da Amazonia também ocorram nessa drea. Porém, apesar disso, muitas dessas espécies ndo sao
encontradas no Rio Negro, inclusive hé espécies de peixes que ocorrem nos tributdrios do Rio
Negro, mas sdo escassas ou mesmo ausentes neste rio (e.g. Pygocentrus nattereri € Colomesus
asellus; Lima & Ribeiro, 2011). Por essas razdes a hipdtese de barreiras quimicas encontra
suporte nos padroes de distribuicdo da ictiofauna neotropical.

Dentro do clado Complexo P. travassosi, hd um clado isolado pertencente aos haplétipos do
Rio Negro (Figuras 2 e 15, Clado A3.1.0) que é grupo-irmao do clado formado por haplétipos
da Bacia do Rio Amazonas e Bacia do Orinoco e Alto Solimdes. Atualmente, o Canal de
Casiquiare conecta o Alto Orinoco a Bacia Amazodnica através do Rio Negro. Porém essa
conexao nao parece ser a via de fluxo génico dessas populacdes pelas relacoes filogenéticas
apresentadas nesse complexo. Segundo Turner et al. (2004), se o Canal de Casiquiare

fornecesse uma via para o fluxo entre os genes, esperaria-se que as linhagens do Orinoco
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compartilhassem dados haplotipicos com o Rio Negro e ndo com os haplétipos da Amazodnia
Oriental, como foi observado por diversos autores. Os padrdes filogenéticos de Paratrygon
aireba também indicam que ha um clado do Rio Negro que € grupo-irmao do clado encontrado
para espécimes do Alto e Baixo Solimdes e Baixo Amazonas (Frederico et al., 2012). As
evidéncias apresentadas na hipdtese filogenética para Potamotrygonocestus corroboram as
observacdes desses autores, pois esses haplotipos do Rio Negro ndo compartilham ancestrais
comuns e exclusivos com os haplétipos da Bacia do Orinoco.

As dguas negras do Rio Negro/Casiquiare ndo sdo barreiras quimicas para todas as espécies.
Virias delas sdo capazes de transpassar as Bacias Amazonicas e Orinoco através deles. Isso
€ o que sugere o estudo de Hubert & Renno (2006), cuja topologia do cladograma de édrea
das bacias Neotropicais hipotetiza que o Rio Negro e a Bacia do Orinoco s@o dreas-irmas.
Os autores justificaram essa relagdo através da conexdo do Canal do Casiquiare. A hipdtese
filogenética para Potamotrygonocestus apresentou uma estreita relacdo entre as linhagens do
Rio Negro e Bacia do Orinoco (Figura 15, Clado B2). Apesar de ja haver sido discutido que
essas linhagens constituem espécies distintas, os haplétipos em questdo formam um grupo
monofilético. Luchetti (2011) registrou P. maurae para o Rio Abacaxis/AM, um tributdrio
do Rio Madeira. Como o presente trabalho nido conta com exemplares desta localidade, ndo
foi possivel contextualiza-lo dentro da hipdtese filogenética apresentada aqui, nem testar se
pertencem ao mesmo conceito de Potamotrygonocestus maurae aplicado. No entanto, é possivel
ao menos saber que existe uma linhagem dotada dos mesmos atributos morfoldgicos nas dguas
brancas da Bacia Amazonica. A inclusdo de haplétipos da Bacia Amazodnica deve alterar
essa relacdo existente entre hapldtipos do Rio Negro + Bacia do Orinoco. Isso baseado nas
demais observagdes deste estudo em que os haplétipos da Bacia Amazonica, mais precisamente
do Alto Solimdes, formam grupo monofilético com haplétipos da Bacia do Orinoco. Todas
as populagdes do Rio Negro e da Bacia do Orinoco foram consideradas linhagens distintas
das demais. Portanto, a relagdo filogenética encontrada entre as bacias do Rio Negro e do
Orinoco, apesar de ter sido encontrada por alguns autores (e.g. Hubert & Renno, 2006), deve
ser consequéncia de uma baixa amostragem geogréfica.

O isolamento entre os sistemas Amazonia/Orinoco e Parand ocorreu a aproximadamente
30 Ma (Lundberg et al., 1998). Porém vdrias espécies conhecidas possuem distribui¢do por
todas estas bacias. Esse € o caso da morfoespécie Potamotrygonocestus sp. nov. 1,
encontrada na Bacia do Prata e Alto Solimdes. Assim como este trabalho, Luchetti (2011)
também havia encontrado diversos exemplares distribuidos pela Bacia Amazodnica e Bacia

do Prata. Apesar de ndo identificar nenhum atributo morfolégico que diagnosticasse as duas
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populacdes foi a unica linhagem de Potamotrygonocestus para a qual isso foi observado.
Independentemente, esta observacdo € semelhante ao documentado para Acanthobothrium
quinonesi e algumas morfoespécies de Rhinebothroides que ocorrem em ambas bacias
(Cardoso, 2010; Bueno, 2010; Machado, 2012). Para monogendides, encontrou-se um padrao
similar para as espécies de Potamotrygonocotyle (i.e. P. tsalickisi, P. chisholmae, P. dromedarius
and P. rionegrense), caso raro, segundo Domingues & Marques (2010). Todos esses parasitas
citados, ou seja, Acanthobothrium quinonesi, Rhinebothroides, e Potamotrygonocotyle, sao
parasitas de Potamotrygonidae, assim como os membros de Potamotrygonocestus. Assim, esse
padrao de distribui¢do € congruente com as demais linhagens de parasitas de potamotrigonideos.

Além da ampla distribui¢do observada nas bacias do Prata e Alto Solimdes, os resultados
indicam que existe uma estruturagdo genética no Clado B1 correlacionado com a distribui¢do
biogeogréfica (Figura 15). Os ramos curtos, a presencga de atributos puros para alguns clados
isolados, mas ndo todos, e a semelhanca morfoldgica, sugerem que esses eventos cladogenéticos
sdo recentes. Esse conjunto de relagdes filogenéticas entre membros de diversas bacias € tnico
para Potamotrygonocestus. O fluxo génico que ocorre entre as diversas populacdes deve estar
associados a captura de nascentes de bacias vizinhas, ver discussio abaixo (Ribeiro, 2006).

Outro padrao filogenético e biogeografico que merece atencdo é o clado formado por
duas morfoespécies ainda nio descritas; uma proveniente da Bacia do Prata e outra do Rio
Tocantins. O padrao filogenético e biogeografico desses clados € similar ao documentado para
o lambari Jupiaba acanthogaster, que estd amplamente distribuido pelos rios que drenam o
escudo brasileiro do lado ocidental do Rio Tocantins, até o alto do Rio Madeira e alto da Bacia
do Paraguai (Lima & Ribeiro, 2011). Montoya-Burgos (2006) também encontrou a mesma
relac@o entre essas bacias, apesar de que em seu estudo o clado correspondente também havia
espécimes provenientes do Rio Sdo Francisco. Segundo Ribeiro (2006), diversas espécies
ultrapassam os limites de suas bacias originais, provavelmente devido as constantes capturas
de nascentes de bacias vizinhas associadas as atividades neotectonicas. O mesmo autor indica
que o Alinhamento Transbrasiliano seria o responsavel pela atual dinAmica fluvial e também
pela evolugdo das depressoes do Pantanal e Tocantins-Araguaia (Ribeiro, 2006).

As relagdes filogenéticas do Clado B3 incluem representantes das bacias do Orinoco,
Alto Solimdes, do Prata e do Tocantins-Araguaia. A nova espécie proposta por Luchetti
(2011), Potamotrygonocestus sp. nov. 2, e um terminal proveniente do Tocantins sdo
grupos-irmaos de haplétipos procedentes da Bacia do Orinoco e do Alto Solimdes. Os
comprimentos de ramos relativamente expressivos que suportam estes clados sugerem que o

evento que interrompeu o fluxo génico entre essas populacdes pode ser antigo. E possivel que a
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separacdo dessas linhagens representem o deslocamento das fronteiras entre os sistemas paleo-
Orinoco/Amazonas e Parand, ocorrido ha cerca de 11,8 a 10 Ma (Lundberg et al., 1998). Outra
possibilidade seria a existéncia de membros de Potamotrygonocestus nestas areas que ainda nao
foram amostrados.

Estudos filogenéticos que consideram a ictiofauna neotropical incluem representantes do
Rio Madalegna e Lago Maracaibo (e.g. Montoya-Burgos, 2006; Hubert & Renno, 2006). No
entanto, nao foi possivel obter representantes dessas localidades. A primeira regido ndo foi
amostrada, e a segunda, apesar de amostrada recentemente, ndo revelou qualquer espécime
de Potamotrygonocestus. Porém, Brooks (1992) amostrou a espécie Potamotrygonocestus
amazonensis em tributdrios do Lago Maracaibo. A auséncia deste género em nossas amostras
pode significar que os hospedeiros infectados ndo foram coletados ou mesmo a microregidao
amostrada ndo era propicia ecologicamente a presenca do parasita (alimentacdo das arraias,
presenca de um hospedeiro intermedidrio, etc.). Por isso, mais esfor¢os devem ser feitos para
amostrar a localidade haja vista que a obten¢do de exemplares de Potamotrygonocestus para
essa regido tem vdrias implicagdes, que vao desde o posicionamento de seus membros na

filogenia até interpretacdes biogeogréficas.

4.4 Relacao Hospedeiro/Parasita

Caira & Jensen (2001) impuseram alguns critérios para utilizar parasitas e seus hospedeiros em
estudo de co-evolugdo. Os critérios sdo: 1. ambos hospedeiros e parasitas sdo monofiléticos;
2. ambos devem ser corretamente identificados; 3. estimativas razodveis das filogenias de
ambos os grupos devem estar disponiveis; 4. os hospedeiros sdo infestados de forma abrangente
pelos parasitas e 5. os parasitas exibem um considerdvel grau de especificidade. Considerando
todos esses atributos como validos seria impossivel fazer qualquer andlise de co-evolugao entre
Potamotrygonocestus e seus hospedeiros potamotrigonideos. Essa impossibilidade é causada
pelo fato de ndo se conhecer a filogenia das espécies hospedeiras e de muitas morfoespécies
ainda carecerem de descri¢do, apesar dos ultimos esforcos de refinar a taxonomia e a sistemdtica
dos hospedeiros (Toffoli et al., 2008; de Carvalho & Lovejoy, 2011; de Carvalho et al., 2011;
de Carvalho & Ragno, 2011; Stepanek & Kriwet, 2012; Loboda & de Carvalho, 2013; entre
outros). Em relacdo aos Potamotrygonocestus, diversas descri¢des ainda necessitam ser feitas.
Outro problema que dificultaria essa andlise € a falta de especificidade de grande parte desses
parasitas.

Estudos que refinaram a sistemdtica e a taxonomia de cestoideos de potamotrigonideos
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indicaram que a maioria das espécies ndo parasitam exclusivamente um hospedeiro. Esse
padrao foi observado em Acanthobothrium, Rhinebothroides ¢ Rhinebothrium (Cardoso, 2010;
Bueno, 2010; Reyda & Marques, 2011; Machado, 2012) e também em Potamotrygonocestus
(Marques, 2000; Luchetti, 2011). Estas observagdes contrariam o padrdo observado para as
espécies de cestdideos de elasmobranquios marinhos que costumam ser considerados como
especialistas (Caira & Jensen, 2001; Healy, 2006; Caira & Jensen, 2009; Fyler, 2011; etc.).

Trés possibilidades podem explicar as discrepancias entre os padrdes de associagdo entre
cestoideos marinhos de de dgua doce. A primeira seria que a diferenca existe porque os
ambientes e sistemas sao diferentes; a segunda porque a taxonomia e a sisteméatica das espécies
de dgua doce ndo refletem a diversidade real das linhagens; enquanto a terceira seria que o
mesmo ocorre com as espécies marinhas. A tltima hipétese, no entanto, nio serd avaliada pois
foge do escopo deste trabalho.

Reyda & Marques (2011) identificaram inespecifidade nas espécies de dgua doce de
Rhinebothrium em comparagdo aos seus representantes marinhos. Para eles, a diferenca
observada entre a especificidade das linhagens marinhas e auséncia dela em sistemas de
agua doce deve ter sido influenciada por fatores ecoldgicos e histricos exclusivos para este
sistema de dgua doce. Poulin (2007) sugeriu que o baixo grau de especificidade pode ser
resultado de uma diversificacao da linhagem hospedeira sem a correspondente diversificagio
da fauna parasitdria associada. Outra possibilidade € que a baixa especificidade pode estar
relacionada a idade recente do sistema de dgua doce neotropical em comparacdo com 0s
sistemas marinhos (Reyda & Marques, 2011), pois a colonizacdo da América do Sul pelos
ancestrais potamotrigonideos deve ter acontecido durante o Mioceno (Lovejoy et al., 1998).

Este trabalho refinou a sistemdtica de Potamotrygonocestus e incluiu uma ampla
representacdo de bacias e hospedeiros, até entdo desconhecida. Os resultados mostram que a
maioria das espécies, ou morfoespécies, de Potamotrygonocestus nao sao especificas em relagao
ao hospedeiro (veja Tabela 4). De acordo com a Tabela 4, das 22 linhagens estudadas nesse
trabalho, 12 linhagens sdo generalistas, isso representa 54,5% das linhagens. Entre as linhagens
que foram amostradas em apenas uma espécie hospedeira, 18% foram encontradas em mais de
um exemplar. Os haplétipos das demais linhagens foram obtidos em apenas um exemplar de
hospedeiro. Apesar da aparente predominédncia de espécies generalistas sobre as especialistas
(considerando apenas as linhagens com mais de um exemplar hospedeiro), essas percentagem
jé foi bem menor.

Até o momento, onze linhagens eram reconhecidas para Luchetti (2011), veja Tabela 3.

Este estudo duplicou o nimero de linhagens reconhecidas como espécies. Luchetti (2011)
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havia sugerido que das onze linhagens, apenas uma poderia ser considerada especialista
(Potamotrygonocestus fitzgeraldae sensu lato), 9% das espécies até entdo conhecidas.
Considerando apenas as linhagens coletadas em mais de um exemplar hospedeiro, percentagem
daquelas consideradas especialistas encontradas nesse trabalho aumenta para 18%. O aumento
do namero de linhagens alterou a propor¢do que havia entre generalistas/especialistas, ou
seja a propor¢cdo foi duplicada. Isso significa que o refinamento taxondmico pode alterar
nosso conhecimento sobre os padrdes de associacdo parasita’hospedeiros dos sistemas de dgua
doce neotropicais, embora linhagens especialistas ainda sejam a minoria dentre as espécies de
Potamotrygonocestus.

Esse nimero de espécies especialistas para o género pode crescer em consequéncia de um
actimulo de conhecimentos adquiridos sobre seus membros ao longo da histéria taxondmica de
Potamotrygonocestus. Por exemplo, Luchetti (2011) amostrou diversos hospedeiros da espécie
Po. motoro do Rio Negro, encontrando uma niimero relativamente grande de parasitas de uma
mesma linhagem. Esses parasitas, foram designados aqui como uma nova espécie, porém todos
seus haplétipos foram obtidos de um unico exemplar de Po. motoro. Considerando que essa
linhagem é a mesma estudada por Luchetti (2011), esses dados podem ser extrapolados para este
trabalho e considerar, a0 menos por enquanto, que a nova espécie Potamotrygonocestus sp. nov.
9 € parasita exclusivo de Po. motoro. Outro exemplo € a espécie P. maurae que neste trabalho
foi encontrada parasitando Potamotrygon orbignyi, seu hospedeiro-tipo (Marques et al., 2003).
Luchetti (2011) registrou essa espécie para o Rio Abacaxis em Potamotrygon humerosa, porém
esta linhagem possivelmente € distinta de P. maurae sensu stricto provenientes do Rio Negro.
Assim, se esses argumentos sdo validos, o nimero de membros que parasitam exclusivamente
um hospedeiro aumentaria para outras duas espécies do género: Potamotrygonocestus sp. nov.
9 e Potamotrygonocestus maurae sensu stricto.

Além de P. fitzgeraldae sensu stricto, ha duas linhagens que parasitam exclusivamente
Paratrygon aireba (Tabela 4). Esta preferéncia por € interessante porque Pa. aireba possui
alimentacdo e habitos de vida muito caracteristicos. Shibuya ez al. (2009), trabalhando
com conteudo estomacal de diversos potamotrigonideos do Rio Negro, constataram que Pa.
aireba consome preferencialmente peixes teledsteos, comumente encontrados no canal do rio
(familias Cetopsidae e Doradidae) e em praias de areia (familias Engraulididae e Loricariinae),
onde ocorrem adultos e jovens destas arraias. Os mesmos autores estudaram outras espécies
como Potamotrygon motoro, Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon sp. (cururu), mas
concluiram que a alimentacdo deles é basicamente de larvas e adultos de diversos artrépodos,

diferentemente de Pa. aireba.
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Tabela 4: Sumario da relacdo dos tdxons de parasitas com seus respectivos hospedeiros, o valor entre
parénteses corresponde ao nimero de exemplares examinados no presente estudo.

Téaxon
P. magdalenensis

P. amazonensis

P. travassosi

P. oriconoensis
P, fitzgeraldae

P. maurae

Potamotrygonocestus sp.

Potamotrygonocestus sp.

Potamotrygonocestus sp.

Potamotrygonocestus sp.

Potamotrygonocestus sp.
Potamotrygonocestus sp.
Potamotrygonocestus sp.
Potamotrygonocestus sp.
Potamotrygonocestus sp.
Potamotrygonocestus sp.
Potamotrygonocestus sp.
Potamotrygonocestus sp.
Potamotrygonocestus sp.
Potamotrygonocestus sp.
Potamotrygonocestus sp.
Potamotrygonocestus sp.
Potamotrygonocestus sp.

Potamotrygonocestus sp.

nov.

nov.

nov. 3

nov.

nov.

nov.

nov.

nov.

nov.

nov.

nov.

nov.

nov.

nov.

nov.

nov.

nov.

nov.

O & 3 O W

10
11
12
13
14
15
16
17
18

Hospedeiros

# Potamotrygon magdalenae
# Po.

*Potamotrygon sp. toc3

orbignyi, “Po.  humerosa, "Potamotrygon sp.  (cururu),
#Po. orbignyi (1), PL. iwamae (4), Po. motoro (1), *Po. scobina,
*Potamotrygon cf. motoro, *Potamotrygon sp marl, $Potamotrygon cf.
orbigny

#Po.
#Pa.
#Po.
#Po. motoro (1), " Po. falkneri, * Potamotrygon cf. motoro, " Po. orbignyi
Po. histrix (5), Po. amandae (6), Po. cf. histrix (1), **Po. motoro, " Po.
falkneri

orbignyi (1), Potamotrygon sp.(7)
aireba (2), Po. schroederi (1)

orbignyi (1), *Po. humerosa

#Po. brachyura (4), Po. motoro (3), *Potamotrygon cf. motoro

Pa. aireba (2), Po. scobina (3), Po. cf. motoro (1), Po. orbignyi (1),
Potamotrygon cf. orbignyi (1), Potamotrygon sp. (3), ** Potamotrygon
sp.
Pa. aireba (8)

Pa. aireba(1)

Pa. aireba (3), Po. schroederi (1), Po. orbignyi (1)
Pa.
Po.
Po.
Pa.

jam, “Potamotrygon sp. 1 e 2, * Po. tatianae

aireba (1), Potamotrygon sp. (2)

motoro (1)

cf. motoro (1), Po. scobina (1)

aireba (1), Po. schroederi (1), Potamotrygon sp. (4)
Po. orbignyi (1)

Potamotrygon sp. (cururu) (4)

Potamotrygon sp. (2)

Po. orbignyi (1)

Po. orbignyi (2)

Po. cf. motoro (1)

Potamotrygon sp. (1)

# Hospedeiros-tipos das espécies contempladas * Outros hospedeiros identificados por Luchetti (2011)
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P. fitzgeraldae sensu stricto também foi coletada em Potamotrygon schroederi, assim
como outras duas linhagens. Esse € o primeiro trabalho que encontrou espécimes inteiros
de Potamotrygonocestus neste hospedeiro. Marques et al. (2003) haviam encontrado apenas
proglétides soltas na confluéncia dos Rios Negro e Solimdes Po. schroederi. Curiosamente,
essas trés linhagens também foram encontradas parasitando Pa. aireba. A espécie Po.
schroederi é endémica das drenagens dos rios Orinoco e Negro (Rosa et al., 2010), onde ocorre
em simpatria com Pa. aireba. A biologia dessa espécie € pouco conhecida, mas pelo fato
de ter infestacdes parecidas com Pa. aireba deve haver fatores ecoldgicos/comportamentais
semelhantes entre as duas espécies que expliquem essas ocorréncias. Independentemente disso,
o espécime encontrado de P. firzgeraldae era imaturo, e pelo fato de ter sido um caso isolado
no Rio Negro, pode ser uma infestacdo recente ou oportunista (Luchetti, 2011). Assim, como
a espécie P. fitzgeraldae apresenta preferéncia por Pa. aireba, pode ser considerada semi
especialista.

A deteccdo de linhagens cripticas de Potamotrygonocestus pela hipdtese filogenética
possibitou identificar um padrdo especialista que até entdo era desconhecido para os géneros
de parasitas de potamotrigonideos. A ampliagdo do nimero de espécies especialistas sugere
que a hipdtese do desconhecimento da taxonomia e sistemdtica de grupos de dgua doce
neotropicais pode ser vilida, pelo menos para Potamotrygonocestus. E possivel que a mesma
observacao ocorra para os demais géneros cestdideos quando suas taxonomias forem refinadas
no mesmo nivel deste trabalho. Como os padrdes de associagdo sdo totalmente dependentes
do reconhecimento de linhagens, tanto de parasitas quanto de hospedeiros, um refinamento
na taxonomia dos potamotrigonideos também pode alterar os padrdes de especializacdo

observados.

5 Conclusao

* Os quatro fragmentos nucleotidicos parecem ter sido suficientes para a busca de uma

hipétese filogenética robusta para membros de Potamotrygonocestus.

* O uso do programa CAOS possibilitou atribuir caracteres diagndsticos para algumas

linhagens potencialmente distintas dentro do género.

* A hipdtese filogenética corroborou a monofilia de Potamotrygonocestus e apresentou
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duas linhagens principais que correspondem a agrupamentos morfologicamente

diagnosticados com base na morfologia do gancho.
* Identificou-se 14 linhagens que podem ser consideradas espécies putativamente novas.

* A espécie Potamotrygonocestus travassosi esta restrita a bacia sedimentar do Amazonas

e recebeu duas espécies nominais como sindnimos (P. chaoi e P. marajoara).

* A espécie Potamotrygonocestus orinoensis, que antes era considerada sindnimo junior de

P. travassosi, foi validada no presente estudo.

* Entre as quatro morfoespécies ainda ndo descritas, apenas a Potamotrygonocestus sp.
nov. 4 ndo é monofilética. Este trabalho restringiu sua distribuic@o ao que se acredita ser

sua localidade tipo (Alto Solimdes).

* A hipétese filogenética revelou padrdes biogeograficos semelhantes a diversos membros
da ictiofauna neotropical. As relagdes histéricas entre Amazodnia Ocidental (Alto
Solimdes) e Bacia do Orinoco foram evidenciadas em diversos clados. Outras relagdes
biogeograficas conhecidas na literatura para os sistemas fluviais Neotropicais, tais como
entre Baixo Solimoes e Baixo Amazonas, Bacias do Prata e Alto Solimdes e entre Bacia
do Prata e Bacia do Tocantins-Araguaia sio espelhadas pelos padroes filogenéticos de

Potamotrygonocestus.

* As bacias do Orinoco e Rio Negro foram consideradas areas de endemismo para as

espécies de Potamotrygonocestus.

* Ap6s o refinamento taxondmico, os membros de Potamotrygonocestus apresentaram ser

mais especialistas do que se acreditava antigamente.
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Resumo

Arraias da familia Potamotrygonidae (Chondrichthyes: Myliobatoidei) sdo elasmobranquios
endémicos dos sistemas fluviais da regido Neotropical. Nestes hospedeiros residem uma
diversa fauna parasitaria que inclui varios géneros de cestéideos. Tanto as arraias como
seus cestoideos sdo derivados de ancestrais marinhos. A taxonomia e sistemadtica do sistema
hospedeiro/parasita, no entanto, € pouco conhecida. Neste contexto, este estudo documenta,
pela primeira vez a diversidade molecular das linhagens de Potamotrygonocestus empregando
a otimizacdo direta do genes 28S rDNA, ITS1 rDNA, Calmodulina e Citocromo Oxidase I.
Objetiva-se avaliar o posicionamento filogenético de seus membros dentro de uma andlise
cladistica. Os resultados corroboram a monofilia do género Potamotrygonocestus e recuperaram
dois clados principais que correspondem a agrupamentos morfologicamente diagnosticados
com base na morfologia do gancho. A hipétese filogenética apresentou indicios que P.
chaoi e P. marajoara sao sindbnimos junior de P. travassosi, € que P. orinoconoensis é uma
espécie valida. Adicionalmente, os resultados indicam a existéncia de 14 novas linhagens
que podem ser elevadas ao nivel de espécie. Os membros Potamotrygonocestus revelaram ser
mais especialistas aos seus hospedeiros do que se acreditava e, em relagdo a biogeografia, a
hipétese filogenética apresentou padrdes biogeograficos semelhantes a diversos membros da
ictiofauna neotropical. A ampliacdo da representatividade biogeografica bem como a inclusao
de dados moleculares a sistemética do género possibilitou reconhecer padrdes de distribuicdo
e de infestacdo que antes eram desconhecidos. Esse refinamento pode contribuir de forma

interessante para os outros géneros parasitas de potamotrigonideos.

Palavras-chave: Potamotrygonocestus, sistemética, otimizagao direta.
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Abstract

Stingrays of the Potamotrygonidae family (Chondrichthyes: Myliobatoidei) are endemic
elasmobranchs of river systems in the Neotropics. In these hosts a reside diverse fauna of
parasite which includes many genera of tapeworms (Cestoda). Both stingrays and their cestodes
are derived from marine ancestors. However, the taxonomy and systematics of this host/parasite
system is poorly known. This study documents, for the first time, the molecular diversity
of Potamotrygonocestus lineages by employing the direct optimization of 28S rDNA, ITS1
rDNA, Calmodulin and Cytochrome Oxidase I genes. The goal of this study is to understand
the phylogenetic position of its members within a cladistic analysis. The results support the
monophyly of the genus Potamotrygonocestus and recovered two main clades morphologically
diagnosed based on hook morphology hook. The phylogenetic hypothesis presented supports
the contention that P. chaoi and P. marajoara are junior synonyms of P. travassosi, and P.
orinoconoensis should be considered a valid specie. Additionally, the results suggest that there
are 14 new lineages that can be raised to the level of species. Members of Potamotrygonocestus
proved to be more host specific than previously thought and, in relation to its biogeography, the
phylogenetic hypothesis presented mirrors similar patterns of area association reported for many
members of the Neotropical ichthyofauna. The expansion of biogeographical representativeness
and inclusion of the molecular data in systematics of the genus allowed the recognition of
distribution and infestation patterns that were previously unknown. This refinement could be

interesting for other potamotrigonids genus parasites.

Keywords: Potamotrygonocestus, systematics, direct optimization.
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Anexos



1 Material de hospedeiros disponiveis para o estudo

Tabela A.5: Representatividade taxondmica e biogeografica dos hospedeitos amostrados.

Coédigo® Hospedeiro Localidade de Coleta LAT. LONG. Data
Bacia Amazonica

JU12-02  Potamotrygon cf. motoro Rio Jutai, Jutai, AM/Brasil -2,8494 -66,9299 21/09/2012
JU12-04  Paratrygon aiereba Rio Jutai, Jutai, AM/Brasil -2,8494 -66,9299 22/09/2012
JU12-05  Potamotrygon scobina Rio Jutai, Jutai, AM/Brasil -2,9235 -66,9521 24/09/2012
JU12-06  Potamotrygon cf. motoro Rio Jutai, Jutai, AM/Brasil -2,9235 -66,9521 24/09/2012
JU12-10  Potamotrygon sp. Rio Jutai, Jutai, AM/Brasil -2,9235 -66,9521 25/09/2012
JU12-11  Potamotrygon cf. orbignyi Rio Jutai, Jutai, AM/Brasil -2,9235 -66,9521 25/09/2012
JU12-12  Potamotrygon scobina Rio Jutai, Jutai, AM/Brasil -2,9235 -66,9521 25/09/2012
JU12-13  Potamotrygon scobina Rio Jutai, Jutai, AM/Brasil -2,9235 -66,9521 26/09/2012
JU12-16  Potamotrygon sp. Rio Jutai, Jutai, AM/Brasil -2,9235 -66,9521 27/09/2012
JU12-17  Potamotrygon sp. Rio Jutai, Jutai, AM/Brasil -2,9235 -66,9521 27/09/2012
JU12-18  Paratrygon aiereba Rio Jutai, Jutai, AM/Brasil -2,9235 -66,9521 27/09/2012
PAO7-15  Potamotrygon scobina Baia de Maraj6, Colares, PA/Brasil -0,9263 -48,2904 18/08/2007
PAO07-31  Plesiotrygon iwamae Baia de Marajo, Colares, PA/Brasil -0,9263 -48,2904 20/08/2007
PAO07-38  Plesiotrygon iwamae Baia de Marajo, Colares, PA/Brasil -0,9263 -48,2904 21/08/2007
PAO7-41  Potamotrygon orbignyi Baia de Marajo, Colares, PA/Brasil -0,9263 -48,2904 22/08/2012
PAO7-55  Potamotrygon motoro Igarapé do Urubu, Cachoeira do Arari, PA/Brasil -0,9995 -48,9646 28/08/2012
RN11-05 Potamotrygon sp. (cururu) Rio Negro, Barcelos, AM/Brasil -0,95844 -62,93742  09/01/2011
RN11-08  Potamotrygon sp. (cururu) Rio Negro, Barcelos, AM/Brasil -0,95844 -62,93742  09/01/2011
RN11-01  Potamotrygon sp. (cururu) Rio Negro, Barcelos, AM/Brasil -0,95844 -62,93742  09/01/2011

— continua na proxima pagina




Tabela A.5 — Continuacao.

Cédigo” Hospedeiro Localidade de Coleta LAT. LONG. Data
RN11-15 Potamotrygon sp. (cururu) Rio Negro, Barcelos, AM/Brasil -0,95844 -62,93742  09/01/2011
RN11-28  Potamotrygon orbignyi Rio Negro, Barcelos, AM/Brasil -0,95844 -62,93742  10/01/2011
RN11-37  Paratrygon aiereba Rio Negro, Barcelos, AM/Brasil -0,83308 -63,0427 12/01/211
RN11-39  Paratrygon aiereba Rio Negro, Barcelos, AM/Brasil -0,83308 -63,0427 12/01/211
RN11-55 Potamotrygon motoro Rio Negro, Barcelos, AM/Brasil -0,6635 -63,01689  14/01/2011
RN11-57  Potamotrygon motoro Rio Negro, Barcelos, AM/Brasil -0,6635 -63,01689  16/01/2011
RN11-61 Potamotrygon schroederi Rio Negro, Barcelos, AM/Brasil -0,95844 -62,93742  16/01/2011
SO11-01  Plesiotrygon iwamae Rio Solimdes, Careiro da Varzea, AM/Brasil -3,299167  -60,053055 29/10/2011
SO11-02  Paratrygon aiereba Rio Solimdes, Careiro da Varzea, AM/Brasil -3,299167  -60,053055 29/10/2011
SO11-03  Paratrygon aiereba Rio Solimdes, Careiro da Varzea, AM/Brasil -3,299167  -60,053055 29/10/2011
SO11-05  Plesiotrygon iwamae Rio Solimdes, Careiro da Varzea, AM/Brasil -3,299167  -60,053055 29/10/2011
SO11-07  Plesiotrygon iwamae Rio Solimdes, Careiro da Varzea, AM/Brasil -3,299167  -60,053055 29/10/2011
PU09-04  Potamotrygon orbignyi Rio Amazonas, Iquitos, Peru -3,74805 -73,2472 17/10/2009
PU09-10  Potamotrygon motoro Rio Puinahua, Iquitos, Peru -3,74805 -73,2472 16/10/2009
PU09-27  Paratrygon sp. Rio Navay, Iquitos, Peru -3,64277 -73,2138 18/10/2009
Bacia do Tocantins-Araguaia

TO13-02  Potamotrygon sp. Rio Tocantins, Ipueras, TO/Brasil -11,230097 -48,460878 06/10/2013
TO13-03  Potamotrygon sp. Rio Tocantins, Ipueras, TO/Brasil -11,230097 -48,460878 06/10/2013
TO13-05 Potamotrygon sp. Rio Tocantins, Ipueras, TO/Brasil -11,230097 -48,460878 06/10/2013
TO13-09  Paratrygon aiereba Rio Tocantins, Ipueras, TO/Brasil -11,230097 -48,460878 08/10/2013
TO13-11  Paratrygon aiereba Rio Tocantins, Ipueras, TO/Brasil -11,230097 -48,460878 08/10/2013
TO13-13  Paratrygon aiereba Rio Tocantins, Ipueras, TO/Brasil -11,230097 -48,460878 08/10/2013
TO13-15  Potamotrygon sp. Rio Tocantins, Ipueras, TO/Brasil -11,230097 -48,460878 08/10/2013
TO13-19  Potamotrygon sp. Rio Tocantins, Ipueras, TO/Brasil -11,230097 -48,460878 08/10/2013
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Cédigo® Hospedeiro Localidade de Coleta LAT. LONG. Data
Bacia do Prata

MS10-11  Potamotrygon histrix Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  11/07/2010
MS10-12  Potamotrygon motoro Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  11/07/2010
MS10-13  Potamotrygon histrix Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  11/07/2010
MS10-14  Potamotrygon amandae Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  11/07/2010
MS10-15 Potamotrygon amandae Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  11/07/2010
MS10-16  Potamotrygon amandae Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  11/07/2010
MS10-20 Potamotrygon amandae Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  07/07/2010
MS10-21  Potamotrygon amandae Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  12/07/2010
MS10-23  Potamotrygon cf. schuhmacheri Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  12/07/2010
MS10-24  Potamotrygon motoro Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  12/07/2010
MS10-27  Potamotrygon motoro Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  12/07/2010
MS10-29  Potamotrygon amandae Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  13/07/2010
MS10-30 Potamotrygon motoro Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  13/07/2010
MS10-34  Potamotrygon histrix Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  13/07/2010
MS10-40 Potamotrygon histrix Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  13/07/2010
MS10-41  Potamotrygon cf. histrix Rio Salobrinha, Miranda, MS/Brasil -20,21706  -56,49527  13/07/2010
MT12-06 Potamotrygon motoro Rio Mutum, Bariao de Melgaco, MT/Brasil -16,2988 -55,8037 17/07/2012
MT12-10 Potamotrygon motoro Rio Mutum, Barao de Melgaco, MT/Brasil -16,2988 -55,8037 17/07/2012
MTI12-13 Potamotrygon motoro Rio Mutum, Barao de Melgaco, MT/Brasil -16,2988 -55,8037 18/07/2012
MTI12-17 Potamotrygon brachyura Rio Mutum, Barao de Melgaco, MT/Brasil -16,2988 -55,8037 17/07/2012
MTI12-18 Potamotrygon brachyura Rio Mutum, Bardo de Melgaco, MT/Brasil -16,2988 -55,8037 17/07/2012
MTI12-20 Potamotrygon brachyura Rio Mutum, Bardao de Melgagco, MT/Brasil -16,2988 -55,8037 17/07/2012
MT12-21 Potamotrygon brachyura Rio Mutum, Bardo de Melgaco, MT/Brasil -16,2988 -55,8037 17/07/2012
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Cédigo® Hospedeiro Localidade de Coleta LAT. LONG. Data
Bacia do Orinoco
VZ13-21 Paratrygon aiereba Rio Tomo, Puerto Ayacucho, Venezuela 5,278083 -67,836389 23/01/2013
VZ13-22  Paratrygon aiereba Rio Tomo, Puerto Ayacucho, Venezuela 5,278083 -67,836389 23/01/2013
VZ13-25 Potamotrygon schroederi Rio Tomo, Puerto Ayacucho, Venezuela 5,278083 -67,836389 28/01/2013
VZ13-27  Potamotrygon orbignyi San Fernando de Apure, Apure, Venezuela 7,90925 -67,5385 30/01/2013
VZ13-28  Potamotrygon orbignyi San Fernando de Apure, Apure, Venezuela 7,90925 -67,5385 30/01/2013
VZ13-35  Potamotrygon sp. Tucupita, Delta Amacuro, Venezuela 9,07575 -62,0955 07/02/2013
VZ13-37  Potamotrygon sp. Tucupita, Delta Amacuro, Venezuela 9,07575 -62,0955 10/02/2013
VZ13-39  Potamotrygon sp. Pedernales, Delta Amacuro, Venezuela 9,870611 -62,361222 13/02/2013
VZ13-40  Potamotrygon sp. Pedernales, Delta Amacuro, Venezuela 9,870611 -62,361222 13/02/2013
VZ13-57 Potamotrygon orbignyi Rio Orinoco, Curiapo, Venezuela 8,597222 -60,934611 15/02/2013
VZ13-58  Potamotrygon sp. Rio Orinoco, Curiapo, Venezuela 8,597222 -60,934611 15/02/2013
VZ13-59  Potamotrygon sp. Rio Orinoco, Curiapo, Venezuela 8,597222 -60,934611 16/02/2013
VZ13-60 Potamotrygon sp. Rio Orinoco, Curiapo, Venezuela 8,597222 -60,934611 16/02/2013
VZ13-61  Potamotrygon sp. Rio Orinoco, Curiapo, Venezuela 8,597222 -60,934611 16/02/2013
VZ13-62  Potamotrygon sp. Rio Orinoco, Curiapo, Venezuela 8,597222 -60,934611 16/02/2013
VZ13-63  Potamotrygon sp. Rio Orinoco, Curiapo, Venezuela 8,597222  -60,934611 16/02/2013
VZ13-71  Potamotrygon orbignyi Rio Orinoco, Curiapo, Venezuela 8,597222  -60,934611 16/02/2013
VZ13-85 Potamotrygon orbignyi Rio Orinoco, Curiapo, Venezuela 8,597222  -60,934611 17/02/2013
VZ13-86 Paratrygon aiereba Rio Orinoco, Curiapo, Venezuela 8,597222 -60,934611 17/02/2013
Bacia do Maracaibo
VZ11-26  Potamotrygon orbignyi Rio Apure/Guaritico, Mufioz, Venezuela 7,892361 -68,8805 28/02/2011
Oceano Atlantico
EH-1 Prionace glauca Oceano Atlantico, Star Island, EUA 41,071388 -71,935277
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Cédigo” Hospedeiro Localidade de Coleta LAT. LONG. Data
Rio Ilistaya
RUS32 Trachysurus fulvidraco Rio Ilistaya, Chernigovka, Russia 44,44638 132,42222  20/06/2011

& . . ~ . P .
Dados sobre localidades e hospedeiros estio disponiveis em

http://tapewormdb.uconn.edu/index.php/hosts/specimen_search/elasmobranch.


http://tapewormdb.uconn.edu/index.php/hosts/specimen_search/elasmobranch

2 Material de cestoideos disponiveis para o estudo

Tabela A.6: Lista de individuos utilizados com seus respectivos niimeros moleculares, de campo e de tombo (MZUSP), seguido de suas identificacdes,
hospedeiros e procedéncias e os quatros fragmentos gendmicos sequenciados. Informagdes adicionais podem ser obtidas na Tabela A.5. Linha horizontal
no final da tabela representa delimitacdo dos terminais utilizados como grupos externos na andlise filogenética.

Codigo Codigode  MZUSP Exemplar sequenciado, hopedeiro e localidade de coleta Marcadores
Molecular Campof COI 28S ITS Calm
P038 SO11-1.1 7538 P. travassosi ex Pl. iwamae, Baixo Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P039 SO11-5-1 7539 P. travassosi ex Pl. iwamae, Baixo Solimdes/AM, Brasil ° ° °
P049 SO11-7.1 7540 P. travassosi ex Pl. iwamae, Baixo Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P041 SO11-7.2 7541 P. travassosi ex Pl. iwamae, Baixo Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P042 SO11-7.3 7542 P. travassosi ex Pl. iwamae, Baixo Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P043 SO11-7.4 7543 P. travassosi ex Pl. iwamae, Baixo Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P044 SO11-7.5 7544 P. travassosi ex Pl. iwamae, Baixo Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P045 SO11-7.6 7545 P, travassosi ex Pl. iwamae, Baixo Solimoes/AM, Brasil ° . ° °
PO46 SO11-7.7 7546 P, travassosi ex Pl. iwamae, Baixo Solimoes/AM, Brasil ° . ° °
P047 SO11-7.8 7547 P, travassosi ex Pl. iwamae, Baixo Solimoes/AM, Brasil ° . . °
P027 PA07-38.2 7548 P. travassosi ex Pl. iwamae, Delta do Amazonas/PA, Brasil ° ° ° °
P028 PA07-38.3 7549 P. travassosi ex Pl. iwamae, Delta do Amazonas/PA, Brasil ° ° ° °
P029 PA07-38.5 7550 P. travassosi ex Pl. iwamae, Delta do Amazonas/PA, Brasil ° ° ° .
P061 PAO07-41.9 7551 P. travassosi ex Po. orbignyi, Delta do Amazonas/PA, Brasil ° ° °
P063 PA07-55.2.3 7552 P, travassosi ex Po. motoro, Delta do Amazonas/PA, Brasil ° °

pP222 VZ13-39.1 7553 P oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela o ° ° °
P223 VZ13-39.2 7554 P oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
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Cadigo Cédigode  MZUSP Exemplar sequenciado, hopedeiro e localidade de coleta Marcadores
Molecular Campof COI 28S ITS Calm
P149 VZ13-58.1 7555 P oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P150 VZ13-59.2 7556 P, oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P151 VZ13-59.3 7557 P oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P153 VZ13-60.1 7558 P oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P154 VZ13-60.2 7559 P oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela o ° ° °
P155 VZ13-60.3 7560 P oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela o ° ° °
P156 VZ13-61.1 7561 P. oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P157 VZ13-61.2 7562 P. oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° °
P158 VZ13-61.3 7563 P. oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P159 VZ13-62.1 7564 P. oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P161 VZ13-62.3 7565 P. oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P162 VZ13-62.4 7566 P oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela . ° . °
P163 VZ13-62.5 7567 P oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° . °
P164 VZ13-63.1 7568 P oriconoensis ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela . o ° °
P167 VZ13-71.2 7569 P oriconoensis ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela . o ° °
P168 VZ13-71.3 7570 P, oriconoensis ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela . ° ° °
P169 VZ13-71.4 7571 P. oriconoensis ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
PO18 RN11-37.11 7572 P fitzgeraldae ex Pa. aiereba, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
PO19 RN11-37.12 7573 P. fitzgeraldae ex Pa. aiereba, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
P020 RN11-37.13 7574 P fitzgeraldae ex Pa. aiereba, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
P021 RN11-37.14 7575 P. fitzgeraldae ex Pa. aiereba, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
P022 RN11-37.15 7576 P fitzgeraldae ex Pa. aiereba, Rio Negro/AM, Brasil ° ° °
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Cadigo Cédigode  MZUSP Exemplar sequenciado, hopedeiro e localidade de coleta Marcadores
Molecular Campof COI 28S ITS Calm
PO13 RN11-39.21 7577 P fitzgeraldae ex Pa. aiereba, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
PO15 RN11-39.23 7578 P fitzgeraldae ex Pa. aiereba, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
PO16 RN11-39.24 7579 P fitzgeraldae ex Pa. aiereba, Rio Negro/AM, Brasil ° ° °
ok RN11-39 7580 P fitzgeraldae ex Pa. aiereba, Rio Negro/AM, Brasil

P023 RNI11-61.1 7581 P. fitzgeraldae ex Po. schroederi, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
P0OO1 RN11-28.2 7582  P. maurae ex Po. orbignyi, Rio Negro/AM, Brasil ° ° °
P002 RN11-28.3 7583 P. maurae ex Po. orbignyi, Rio Negro/AM, Brasil ° ° °
P0O03 RN11-28.4 7584  P. maurae ex Po. orbignyi, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
P004 RN11-28.5 7585 P. maurae ex Po. orbignyi, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
P188 PU09-10.1 7586  Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro, Alto Solimdes, Peru ° ° °

P0O86 MS10-12.4 7587  Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
PO87 MS10-12.5 7588  Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
P103 MS10-24.2 7589  Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° .

P104 MS10-27.1 7590  Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P106 MS10-30.1 7591 Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
P053 MT12-13.1 7592  Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° ° °
PO55 MT12-13.3 7593 Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° °
P058 MTI12-6.4 7594  Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° ° °
P059 MT12-6.5 7595 Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° ° °
PO81 MS10-11.1 7596  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
PO83 MS10-11.3 7597  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P0O84 MS10-11.4 7598  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
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Cadigo Cédigode  MZUSP Exemplar sequenciado, hopedeiro e localidade de coleta Marcadores
Molecular Campof COI 28S ITS Calm
PO8S8 MS10-13.1 7599  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
P089 MS10-13.2 7600  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P0O90 MS10-14.4 7601 Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P091 MS10-14.5 7602  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P092 MS10-15.1 7603 Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
P093 MS10-15.5 7604  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
P094 MS10-15.6 7605  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
P095 MS10-16.1 7606  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P096 MS10-16.3 7607  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
P182 MS10-16.4 7608  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
P183 MS10-16.5 7609  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P184 MS10-16.6 7610  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P185 MS10-20.1 7611 Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° . °
P097 MS10-21.4 7612  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P098 MS10-21.5 7613 Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
P099 MS10-21.6 7614 Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P100 MS10-23.1 7615 Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P101 MS10-23.2 7616  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
P102 MS10-23.3 7617  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P189 MS10-23.4 7618  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P190 MS10-23.5 7619  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P105 MS10-29.1 7620  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. amandae, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
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Cadigo Cédigode  MZUSP Exemplar sequenciado, hopedeiro e localidade de coleta Marcadores
Molecular Campof COI 28S ITS Calm
P192 MS10-34.2 7621 Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
P193 MS10-34.3 7622 Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P195 MS10-34.5 7623 Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° °
P107 MS10-40.1 7624 Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P108 MS10-40.2 7625 Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° °
P109 MS10-41.3 7626  Potamotrygonocestus sp. nov. 2 ex Po. cf histrix, Bacia do Prata/MS, Brasil ° ° ° °
PO50 MT12-10.1 7627  Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° °
PO51 MT12-10.2 7628  Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° ° °
P052 MT12-10.3 7629 Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° ° °
P054 MT12-13.2 7630  Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° ° °
P069 MTI12-17.1 7631 Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. brachyura, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° °
PO70 MT12-17.2 7632 Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. brachyura, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° ° °
PO71 MT12-17.3 7633  Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. brachyura, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° °
P072 MT12-18.1 7634 Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. brachyura, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° ° °
P0O73 MT12-18.2 7635  Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. brachyura, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° ° °
P0O74 MT12-18.3 7636  Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. brachyura, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° ° °
PO75 MT12-20.1 7637  Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. brachyura, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° ° °
PO76 MT12-20.2 7638  Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. brachyura, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° ° °
PO77 MT12-20.3 7639  Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. brachyura, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° ° °
PO78 MT12-21.1 7640  Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. brachyura, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ) ° °
PO79 MT12-21.2 7641 Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. brachyura, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ) ° °
PO80O MT12-21.3 7642  Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. brachyura, Bacia do Prata/MT, Brasil ° . ° °
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Cadigo Cédigode  MZUSP Exemplar sequenciado, hopedeiro e localidade de coleta Marcadores
Molecular Campof COI 28S ITS Calm
P056 MT12-6.2 7643  Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° ° °
PO57 MT12-6.3 7644 Potamotrygonocestus sp. nov. 3 ex Po. motoro, Bacia do Prata/MT, Brasil ° ° °
P127 JU12-10.1 7645  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. sp, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° °

P128 JU12-10.2 7646  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. sp, Alto Solimdes/AM, Brasil . ° ° °
P129 JU12-10.3 7647  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. sp, Alto Solimdes/AM, Brasil . ° ° °
P130 JUI12-11.3 7648  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. cf. orbignyi, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P132 JU12-11.5 7649  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. cf. orbignyi, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P133 JU12-12.1 7650  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po.scobina, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P134 JU12-12.2 7651 Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po.scobina, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P135 JU12-12.3 7652  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po.scobina, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P136 JU12-13.1 7653  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po.scobina, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P137 JU12-13.2 7654  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po.scobina, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P138 JU12-13.3 7655  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po.scobina, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° °
P139 JU12-16.1 7656  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. sp, Alto Solimdes/AM, Brasil . ° ° °
P140 JU12-16.2 7657  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. sp, Alto Solimdes/AM, Brasil . ° °
P141 JU12-17.1 7658  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. sp, Alto Solimdes/AM, Brasil ° °
P142 JU12-17.2 7659  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. sp, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P143 JU12-17.3 7660  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. sp, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P117 JU12-4.1 7661 Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Pa. aiereba, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° °

P120 JU12-4.4 7662  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Pa. aiereba, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° °

P122 JU12-5.2 7663  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po.scobina, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° °

P230 JU12-5.3 7664  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po.scobina, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° °
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Tabela A.6 — Continuacao.

Cadigo Cédigode  MZUSP Exemplar sequenciado, hopedeiro e localidade de coleta Marcadores
Molecular Campof COI 28S ITS Calm
P123 JU12-6.1 7665  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. cf. motoro, Alto Solimdes/AM, Brasil ° °
P124 JU12-6.2 7666  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. cf. motoro, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P125 JU12-6.3 7667  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. cf. motoro, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P229 JU12-6.5 7668  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. cf. motoro, Alto Solimbdes/AM, Brasil ° ° ° °
P186 PU09-27.1 7669  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Pa. aiereba, Alto Solimdes, Peru ° ° ° °
P187 PU09-4.1 7670  Potamotrygonocestus sp. nov. 4 ex Po. orbignyi, Alto Solimdes, Peru ° ° °

P144 JU12-18.1 7671 Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P145 JU12-18.2 7672  Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P146 JU12-18.3 7673 Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P118 JU12-4.2 7674  Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P119 JUu12-4.3 7675  Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P113 SO11-2.1 7676  Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Baixo Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P114 SO11-2.2 7677  Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Baixo Solimdes/AM, Brasil ° ° °
P115 SO11-2.3 7678  Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Baixo Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P111 SO11-3.2 7679  Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Baixo Solimdes/AM, Brasil ° ° °
P112 SO11-3.3 7680  Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Baixo Solimdes/AM, Brasil ° ° ° °
P240 TO13-11.1 7681 Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Bacia do Tocantins/TO, Brasil . ° ° °
pP242 TO13-13.1 7682  Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Bacia do Tocantins/TO, Brasil ° ° ° °
P243 TO13-13.2 7683 Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Bacia do Tocantins/TO, Brasil ° ) ° °
P244 TO13-13.3 7684  Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Bacia do Tocantins/TO, Brasil ° ° °
P246 TO13-13.5 7685 Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Bacia do Tocantins/TO, Brasil ° ° ° °
P238 TO13-9.1 7686  Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Bacia do Tocantins/TO, Brasil ° ° ° °
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Tabela A.6 — Continuacao.

Cadigo Cédigode  MZUSP Exemplar sequenciado, hopedeiro e localidade de coleta Marcadores
Molecular Campof COI 28S ITS Calm
P239 TO13-9.2 7687  Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba, Bacia do Tocantins/TO, Brasil ° ° ° °
P173 VZ13-86.1 7688  Potamotrygonocestus sp. nov. 6 ex Pa. aiereba, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° °
P204 VZ13-21.1 7689  Potamotrygonocestus sp. nov. 7 ex Pa. aiereba, Bacia do Orinoco, Venezuela ° °

P205 VZ13-21.2 7690  Potamotrygonocestus sp. nov. 7 ex Pa. aiereba, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° °
P206 VZ13-22.1 7691 Potamotrygonocestus sp. nov. 7 ex Pa. aiereba, Bacia do Orinoco, Venezuela ° °

P207 VZ13-22.2 7692  Potamotrygonocestus sp. nov. 7 ex Pa. aiereba, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P148 VZ13-57.2 7693 Potamotrygonocestus sp. nov. 7 ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P208 VZ13-25.1 7694  Potamotrygonocestus sp. nov. 7 ex Po. schroederi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P209 VZ13-25.2 7695 Potamotrygonocestus sp. nov. 7 ex Po. schroederi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P245 TO13-13.4 7696  Potamotrygonocestus sp. nov. 8 ex Pa. aiereba, Bacia do Tocantins/TO, Brasil ° ° °

P232 TO13-2.2 7697  Potamotrygonocestus sp. nov. 8 ex Po. sp., Bacia do Tocantins/TO, Brasil ° ° ° °
P233 TO13-2.3 7698  Potamotrygonocestus sp. nov. 8 ex Po. sp., Bacia do Tocantins/TO, Brasil ° ° ° °
P234 TO13-2.4 7699  Potamotrygonocestus sp. nov. 8 ex Po. sp., Bacia do Tocantins/TO, Brasil . ° .

P236 TO13-5.1 7700  Potamotrygonocestus sp. nov. 8 ex Po. sp., Bacia do Tocantins/TO, Brasil ° ° ° °
pP237 TO13-5.2 7701 Potamotrygonocestus sp. nov. 8 ex Po. sp., Bacia do Tocantins/TO, Brasil ° ° ° °
P0O05 RN11-57.18 7702  Potamotrygonocestus sp. nov. 9 ex Po. motoro, Rio Negro/AM, Brasil . ° ° °
PO07 RN11-57.20 7703 Potamotrygonocestus sp. nov. 9 ex Po. motoro, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
P0OOS8 RN11-57.21 7704  Potamotrygonocestus sp. nov. 9 ex Po. motoro, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
P0O09 RN11-57.22 7705 Potamotrygonocestus sp. nov. 9 ex Po. motoro, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
PO10 RN11-57.23 7706  Potamotrygonocestus sp. nov. 9 ex Po. motoro, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
PO11 RN11-57.24 7707  Potamotrygonocestus sp. nov. 9 ex Po. motoro, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
PO12 RN11-57.25 7708  Potamotrygonocestus sp. nov. 9 ex Po. motoro, Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
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Tabela A.6 — Continuacao.

Cadigo Cédigode  MZUSP Exemplar sequenciado, hopedeiro e localidade de coleta Marcadores
Molecular Campof COI 28S ITS Calm
P126 JU12-6.4 7709  Potamotrygonocestus sp. nov. 10 ex Po. cf. motoro, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° °

P121 JU12-5.1 7710  Potamotrygonocestus sp. nov. 10 ex Po.scobina, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° °

P174 VZ13-86.2 7711 Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Pa. aiereba, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P175 VZ713-86.3 7712 Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Pa. aiereba, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P176 VZ13-86.4 7713 Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Pa. aiereba, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P177 VZ13-86.5 7714 Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Pa. aiereba, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P210 VZ13-25.3 7715 Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Po. schroederi, Bacia do Orinoco, Venezuela o ° °
P217 VZ13-35.2 7716  Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela . ° ° °
P218 VZ13-35.3 7717  Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela . ° ° °
P219 VZ13-37.1 7718  Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela . ° . .
P220 VZ13-37.2 7719  Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P221 VZ13-37.3 7720  Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° °
P152 VZ13-59.4 7721 Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° . °
P165 VZ13-63.2 7722  Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P211 VZ13-27.1 7723 Potamotrygonocestus sp. nov. 12 ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° °

P212 VZ13-27.2 7724 Potamotrygonocestus sp. nov. 12 ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° °

P249 RNI11-1.1 7725 Potamotrygonocestus sp. nov. 13 ex Po. sp (cururu), Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
P250 RN11-1.2 7726  Potamotrygonocestus sp. nov. 13 ex Po. sp (cururu), Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
P252 RN11-15.1 7727  Potamotrygonocestus sp. nov. 13 ex Po. sp (cururu), Rio Negro/AM, Brasil ° ° °

P024 RN11-5.1 7728  Potamotrygonocestus sp. nov. 13 ex Po. sp (cururu), Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
P026 RN11-5.3 7729  Potamotrygonocestus sp. nov. 13 ex Po. sp (cururu), Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
P251 RN11-8.1 7730  Potamotrygonocestus sp. nov. 13 ex Po. sp (cururu), Rio Negro/AM, Brasil ° ° ° °
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Tabela A.6 — Continuacao.

Cadigo Cédigode  MZUSP Exemplar sequenciado, hopedeiro e localidade de coleta Marcadores
Molecular Campof COI 28S ITS Calm
pP247 TO13-15.1 7731 Potamotrygonocestus sp. nov. 14 ex Po. sp., Bacia do Tocantins/TO, Brasil ° ) °
P248 TO13-19.1 7732  Potamotrygonocestus sp. nov. 14 ex Po. sp., Bacia do Tocantins/TO, Brasil ° ° ° °
P170 VZ13-85.1 7733 Potamotrygonocestus sp. nov. 15 ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P171 VZ13-85.2 7734 Potamotrygonocestus sp. nov. 15 ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P172 VZ13-85.3 7735 Potamotrygonocestus sp. nov. 15 ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P213 VZ713-28.1 7736  Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P215 VZ13-28.3 7737  Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P225 VZ13-28.4 7738  Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P226 VZ13-28.5 7739  Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° °

P227 VZ13-28.6 7740  Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P228 VZ13-28.7 7741 Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
P147 VZ13-57.1 7742  Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela ° ° ° °
ok VZ13-28.2 7743 Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela

P116 JU12-2.1 7744  Potamotrygonocestus sp. nov. 17 ex Po. cf. motoro, Alto Solimdes/AM, Brasil ° ° °

P235 TO13-3.1 7745  Potamotrygonocestus sp. nov. 18 ex Po. sp., Bacia do Tocantins/TO, Brasil ° ° °
*k VZ13-74.3 7746 P, oriconoensis ex Po. orbignyi, Bacia do Orinoco, Venezuela

P203 VZ11-26.1 7747  Acanthobothrium sp. ex Po. orbignyi, Rio Apure, Venezuela . °

PO85 MS10-12.3 7748  Acanthobothrium sp. ex Po. motoro, Bacia do Prata/MS, Brasil . ° . °
P216 VZ13-35.1 7749  Acanthobothrium sp. ex Po. sp., Bacia do Orinoco, Venezuela ° °

P068 RUS32# 7750  Gangesia cf. oligonchis ex Trachysurus fulvidraco, Rio llistaya, Russia ° ° °
P064 EH-1# 7751 Platybothrium auriculatum ex Prionace glauca, Oceano Atlantico, EUA ° ° ° °
P065 EH-1# 7752 Platybothrium auriculatum ex Prionace glauca, Oceano Atlantico, EUA ° ° ° °
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Tabela A.6 — Continuacao.

Cadigo Cédigode  MZUSP Exemplar sequenciado, hopedeiro e localidade de coleta Marcadores

Molecular Campof COI 28S ITS Calm

P066 EH-1# 7753  Platybothrium auriculatum ex Prionace glauca, Oceano Atlantico, EUA ° ° ° °

+ Cédigos de campo correspondem as localidades na Figura 1.
Para mais informacgdes, veja http://tapewormdb.uconn.edu/index.php/hosts/specimen_search/elasmobranch.

** Exemplares ndo sequenciados. # Tecidos emprestados da colecao de Institute of Parasitology, Republica Checa.


http://tapewormdb.uconn.edu/index.php/hosts/specimen_search/elasmobranch
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Anexos

3 Meédias das distancias fenéticas das matrizes de sequéncias

nucleotidicas de COI e nucleares

Tabela A.7: Médias internas das distancias fenéticas por clado para as matrizes: COI e nucleares em

Megab

Clado Distancia Matriz COI Distancia Matriz Nuclear

G.E.
A3.3.1
A3.3.2
A3.33
A3.2.0
A3.1.0
A2.2.1
A22.2
A2.23
A2.1.0
Al.2.1
Al2.2
Al.1.1
Al.1.2
B1.1.0
B1.2.0
B1.3.0
B1.4.0
B1.5.0
B2.1.0
B2.2.0
B3.1.1
B3.1.2
B3.2.1
B3.2.2

0,1152445262
0,0048051906
0,0006631301
0,0013807814
0,0023148353
0,0026951528
0,0037125436
0,0004794539
n/c
0,0032726739
0,0006543441
0,0007290025
0,0042217536
0,0011934903
0,002474201
n/c
0,0002138516
0,0006031364
0,0026563783
0,0017358567
0,0016097611
0,0024606764
n/c
0,0007614807

n/c

0,2031882264
0,0109903653
0,0018416227
0,0037836921
0,0019133136
0,0076126166
0,0045547514
0,0012282024
n/c
0,0075602449
0,0020060613
0,0016156464
0,0120032449
0,0006205025
0,0071897899
n/c
0,0006415363
0,0018416227
0,0073963875
0,0046171397
0,0049240788
0,0026965481
n/c
0,0021148606

ndo existe




Tabela A.8: Médias das distancias fenéticas entre clados para a matriz de COI em Mega6

Clado

Distancia entre os clados

A33.1
A33.2
A3.3.3
A3.2.0
A3.1.0
A22.1
A222
A223
A2.1.0
Al.2.1
Al12.2
Al.1.1
Al.1.2
B1.1.0
B1.2.0
B1.3.0
B1.4.0
B1.5.0
B2.1.0

0,26

0,25 0,08

0,24 0,08 0,07

0,24 0,08 0,08 0,06

0,26 0,13 0,14 0,11 0,12

0,26 0,22 0,21 0,20 0,17 0,19

0,25 0,21 0,21 0,21 0,18 0,19 0,04

0,26 0,22 0,20 0,20 0,18 0,21 0,08 0,09

0,26 0,19 0,19 0,19 0,18 0,21 0,17 0,18 0,18

0,26 0,20 0,21 0,19 0,19 0,19 0,21 0,23 0,22 0,20

0,25 0,19 0,20 0,19 0,19 0,19 0,21 0,22 0,21 0,20 0,02

0,26 0,19 0,20 0,19 0,19 0,19 0,20 0,20 0,20 0,21 0,15 0,14

0,26 0,20 0,21 0,20 0,20 0,19 0,23 0,22 0,24 0,23 0,14 0,13 0,13

0,25 0,21 0,19 0,18 0,19 0,20 0,22 0,21 0,23 0,22 0,21 0,20 0,21 0,20

0,26 0,22 0,20 0,19 0,20 0,20 0,23 0,22 0,23 0,24 0,23 0,22 0,21 0,21 0,05

0,26 0,22 0,19 0,19 0,19 0,20 0,22 0,21 0,21 0,23 0,22 0,21 0,21 0,21 0,04 0,05

0,26 0,22 0,19 0,19 0,19 0,20 0,21 0,21 0,22 0,22 0,23 0,22 0,23 0,21 0,05 0,06 0,06
0,26 0,25 0,23 0,20 0,21 0,23 0,22 0,21 0,22 0,23 0,26 0,25 0,23 0,21 0,12 0,13 0,12 0,13
0,27 0,22 0,20 0,19 0,20 0,21 0,23 0,24 0,25 0,22 0,24 0,23 0,21 0,23 0,20 0,20 0,19 0,21 0,20
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Tabela A.8 — Continuacao.

Clado Distancia entre os clados

B2.2.0 0,28 0,23 0,22 0,22 0,21 0,21 0,22 0,22 0,24 0,21 0,23 0,23 0,22 0,23 0,21 0,21 0,21 0,23 0,23 0,12

B3.1.1 0,28 0,26 0,25 0,27 0,25 0,27 0,25 0,26 0,26 0,28 0,23 0,22 0,25 0,23 0,24 0,24 0,23 0,25 0,27 0,25 0,24

B3.1.2 0,29 0,29 0,27 0,28 0,26 0,29 0,25 0,26 0,25 0,28 0,23 0,23 0,26 0,27 0,25 0,26 0,27 0,26 0,30 0,25 0,27 0,13
B3.2.1 0,30 0,26 0,24 0,24 0,24 0,26 0,23 0,24 0,23 0,28 0,26 0,25 0,28 0,24 0,20 0,21 0,21 0,22 0,22 0,26 0,26 0,20 0,23

Tabela A.9: Médias das distancias fenéticas entre clados para a matriz de nucleares em Mega6

Clado Distancia entre os clados

A3.3.1 0,14

A3.3.2 0,13 0,03

A3.3.3 0,13 0,03 0,02

A3.2.0 0,14 0,04 0,04 0,03

A3.1.0 0,14 0,04 0,05 0,04 0,05

A2.1.0 0,13 0,08 0,08 0,07 0,08 0,08

A22.1 0,13 0,08 0,08 0,07 0,08 0,07 0,06

A2.2.2 0,12 0,08 0,07 0,07 0,08 0,07 0,06 0,02

A2.2.3 0,13 0,08 0,08 0,07 0,08 0,08 0,06 0,03 0,03
Al.2.1 0,14 0,08 0,08 0,07 0,09 0,07 0,07 0,07 0,07 0,08
Al1.2.2 0,14 0,09 0,09 0,08 0,10 0,08 0,08 0,09 0,08 0,09 0,01
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Tabela A.9 — Continuacao.

Clado

Distancia entre os clados

Al.1.1
Al.1.2
B1.1.0
B1.2.0
B1.3.0
B1.4.0
B1.5.0
B2.1.0
B2.2.0
B3.1.1
B3.1.2
B3.2.1
B3.2.2

0,14 0,08 0,08 0,07 0,09 0,07 0,08 0,07 0,07 0,08 0,04 0,05

0,14 0,08 0,08 0,07 0,09 0,07 0,08 0,08 0,08 0,09 0,04 0,05 0,04

0,14 0,11 0,10 0,10 0,11 O,11 0,12 0,11 0,10 O,11 0,11 0,11 0,11 0,11

0,15 0,11 0,10 0,09 0,12 0,10 0,12 0,11 0,11 0,12 0,11 0,12 0,11 0,11 0,02

0,15 0,12 0,11 0,10 0,12 0,11 0,12 0,11 O,11 0,11 0,12 0,12 0,11 0,11 0,02 0,02

0,14 0,11 0,10 0,10 0,11 O,11 O,11 0,11 0,10 O,11 0,11 0,12 0,12 0,11 0,02 0,02 0,02

0,15 0,12 0,11 0,10 0,12 0,11 0,12 0,11 O,11 O,11 0,12 0,13 0,12 0,11 0,04 0,04 0,04 0,04

0,16 0,12 0,11 0,11 0,12 0,11 0,12 0,12 0,12 0,13 0,12 0,13 0,12 0,12 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09

0,16 0,12 0,12 0,11 0,12 0,12 0,12 0,12 0,11 0,12 0,12 0,13 0,12 0,12 0,09 0,09 0,09 0,09 0,10 0,04

0,15 0,13 0,12 0,12 0,14 0,13 0,14 0,13 0,12 0,13 0,12 0,13 0,13 0,12 0,11 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,11

0,15 0,13 0,12 0,12 0,14 0,13 0,13 0,12 0,12 0,13 0,12 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,14 0,12 0,13 0,05
0,16 0,13 0,13 0,12 0,14 0,14 0,14 0,13 0,13 0,13 0,14 0,15 0,14 0,13 0,10 0,11 0,11 0,11 0,11 0,12 0,12 0,10 0,11
0,13 0,10 0,09 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,11 0,11 0,11 O,11 O,11 0,11 0,08 0,08 0,09 0,08 0,08 0,08 0,08 0,07 0,07 0,05




93 Anexos

4 Preparacao de laminas de hologené6foros

* Hologend6foros em etanol 100% foram hidratacdo em séries alcodlicas regressivas

Etanol 70%: 3 min
Etanol 50%: 3 min

Etanol 30%: 3 min

Agua destilada I: 3 min

Agua destilada II: 3 min
» Exemplares hidratados foram corados com Hematoxilina de Delafield por 30-120 min
* Amostras coradas foram hidratadas em séries alc6olicas progressivas

Etanol 30%: 3 min

Etanol 50%: 3 min

Etanol 70%: 3 min

Neste ponto, sempre que necessdrio, o excesso de corante foi removido
* Manter a amostra corada em solugao alcodlica (etanol 70%) de HCI 1% até a
remocao do excesso de corante
* Transferir para solugdo alcoolica (etanol 70%) de hidroxido de amonia 2% por
Imin

Etanol 100% I: 3min

Etanol 100% II: 3min

* Amostras coradas e desidratadas foram diafanizadas em Salicilato de Metila

— Salicilato de Metila 75%: 3min
— Salicilato de Metila 100% I: 3min
— Salicilato de Metila 100% II: 3min

* Hologend6foros foram montados em lamina e laminula com Bélsamo do Canada



94 Anexos

5 Protocolo otimizado para extracao de DNA gendomico com
DNAdvance ™

Diferentes métodos para isolar DNA gendmico de uma variedade de espécies de cestodas foi
testado. Dentre todos os métodos averiguados, o melhor rendimento foi obtido para o kit de
isolamento de DNA Agencourt® DNAdvance™, que forneceu extragdes mais limpas e com
maiores concentragdes de DNA.

Este protocolo foi otimizado para tubos eppendorf de 200uL. e pequenas amostras de tecidos
de cestodas (<3mm?). E altamente recomendado que o tecido seja cortado em pedacos pequenos
diretamente dentro dos eppendorfs de 200uL. O excesso de etanol deve entdo ser removido com
a ajuda de uma micropipeta ou por outros meios. Antes de dar inicio ao protocolo, deixe
as amostras secarem a temperatura ambiente ou a 37°C por aproximadamente 30 minutos.
Este protocolo empregaré a placa magnética Agencourt® SPRIPlate Super Magnet Plate (96-
well format, produto no. A32782, a mesma placa empregada para a purificagdo com o kit
Agencourt® AMPure® XP)

* Mix para digestdo (80uL por amostra).

— Prepare o mix conforme a tabela abaixo. Feito isso, misture gentilmente no vortex e

dé um spin para que o material que estiver na tampa va para o fundo do eppendorf.

Lysis Buffer 73ul
IM DTT Sul
Proteinase K (20mg/ mL) | 4ul
Volume Final 80ul

— E aconselhavel preparar o mix de digesto no gelo. O mix deve ser preparado apenas

em quantidade suficiente e ser usado imediatamente apds o preparo.

* Adicione 80ul do mix de digestdo em cada tudo. Deposite as amostras no vortex por

alguns segundos, em seguida centrifugue gentilmente.
* Incubar a 55°C

— Mexa as amostras s cada 15 minutos até a digestao total do tecido (o que geralmente

demora menos de uma hora mas depende da quantidade de tecido).
* Centrifugue a 15.7 RCF por 10s.

— Neste momento as amostras poderdo ser armazenadas a -70°C caso 0s passos

subsequentes nao forem ser realizados imediatamente.
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Adicione 50ul da solu¢do tamponante Bind1 e pipete até ficar homogéneo.

Misture o conteddo do frasco de Bind2 até que todas as particulas estejam suspensas e a

mistura esteja homogénea.

Adicione 80ul de Bind2 em cada amostra. Pipete até a mistura ficar homogénea.
Incube as amostra em temperatura ambiente por 3 minutos.

Posicione as amostras na placa magnética e aguarde 10 minutos.

Aspire e descarte o sobrenadante enquanto as amostras estao posicionadas sobre a placa

magnética.

— Ao aspirar, posicione a ponta da pipeta no centro do tubo e cuide para que o anel de

particulas magnéticas nao se desfaca.

Retire as amostras da placa. Adicione 150uL de etanol 70% e pipete até que as particulas

magnéticas estejam completamente suspensos.

— Sugere-se que novas solugdes de etanol 70% sejam preparadas a cada vez que for

repetir este protocolo.
Reposicione as amostras na placa magnética por 5 minutos.

Repita os trés passos anteriores até ter completado um total de trés lavagens com etanol
70%.

Remova o mdximo de etanol possivel antes de adicionar o Elution Buffer.
— Sugere-se secar a temperatura ambiente ou a 37°C por ndo mais que 15 minutes.

Retire as amostras da placa magnética. Adicione 100uL de Elution Buffer e misture com

a pipeta até que todas as particulas estejam em suspensao.
Reposicione as amostras sobre a placa magnética por 6 minutos.
Transfira 80uL do sobrenadante para uma placa limpa ou tubo de armazenamento.

Se as amostras forem ser armazenadas por um longo periodo antes do uso, mantenha-as

a -70°C. Armazene as amostras entre 4 e -20°C enquanto as estiver usando.
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6 Protocolo otimizado para purificacio de DNA genomico
com AMPure® kit

* Adicione um volume de Agencourt® AMPure® XP iqual a 1,8 vezes o volume de amostra

a ser purificada.

— O volume final ndo deve ser menor do que 25uL. ou a placa magnética ndo serd capaz

de separar as particulas magnéticas do retante da solucdo.

* Posicione as amostras no vortex brevemente. Em seguida, centrifugue-as brevemente

para que todo o material da tampa va para o fundo do tubo.
* Incube em temperatura ambiente por 5 minutos.

» Posicione as amostras na placa magnética (Agencourt® SPRIPlate Super Magnet Plate,

produto no. A32782) por 3 minutes.
* Ainda com as amostras sobre a placa magnética, aspire e descarte o sobrenadante.

— Enquanto estiver aspirando, posicione a pipeta no centro do tubo para evitar que o
anel de particulas magnéticas seja desfeito.

* Adicione gentilmente 150ul de etanol 70% para nao desfazer o anel.

— Recomenda-se fazer novas solucdes de etanol 70% a cada vez que se for repetir este

protocolo.
* Repita os dois passos anteriores até se completarem duas lavagens com etanol 70%.
* Remova o maximo de etanol possivel com a ajuda da pipeta.

— Ap6s ter removido o etanol com a pipeta, deixe as amostras secarem a 37°C por 15

minutos.
* Adicione 15ul de 4gua Milli-Q misture até que todas as particulas estejam em suspensao.

* Deixe as amostras descansarem a temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugue a
15,7 RCF por 3 minutos.

* Transfira o sobrenadante para um tubo novo e armazene a -20°C. Caso as amostras devam

ser armazenadas por um longo periodo antes do uso, mantenha-as a -70°C.



7 Hipotese Filogenética utilizada no estudo

- [Poss]
1 [Po64)
[Po68)
exPo )
exPo.sp. )
P. $
P
P. [7568]
P. Po
P
P ori [7562]
P. oriconoensis ex Po. sp.-Bacia do Orinoco-Venezuela [7565]
P. Po.sp.
P. Po
P
P. Po.
I
b
P
P [7570]
P. 7569]
P. s71]
P. Po.
P, Po.
10 exPo. 700]
10 ex Po. scobina-All 7710)
nov. 11 ex Po. )
nov. 11 ex Po. 19]
11exPo. 17)
A3.3. nov. 11 ex Pa, 2
'S nov. 1 exPa. Pl
- nov. 11 ex Po.
nov. 11 ex Po. )
nov. 11 ex Po. 18]
— nov. 11 exPo.
11exPa. 14]
A3.2 nov. 11 ex Pa. 13)
* S nov. 1 sp. i )
@] | 7. ravassosi ex P iwamae-Baixo Solimoes-8rasil [7539]
P. : )
P. travassosi ex PI. wamae-Baixo Solimoes-Brasil 7544]
P. travassosi ex P1. wamae-Baixo Solimoes-Brasil [7546]
A3 | P- ravassosi ex 1. iwamae Baixo Solimoes-Brasi [7542]
2 | P travassosi ox P1. wamao-Baixo Solimoes-Brasi [7543)
P. travassosi ex Pl. wamae-Baixo Solimoes-Brasil [7540]
P. travassosi ex Pl. iwamae-Delta do Amazonas-Brasi [7550]
P. travassosi ex P1. wamae-Baixo Solimoes-Brasi [7541)
P. travassosi ex Pl. wamae-Baixo Solimoes-Brasil 7545
P. travassosi ex Pl iwar imoes-Brasil [7538]
P. travassosi ex P1. wamae-Delta do Amazonas-Brasi [7548)
P. travassosi ex Po. motoro-Delta do Amazonas-Brasil [7552)
A3.1 P. travassosi ex PI. wamae-Baixo Solimoes-Brasil [7547)
e P. travassosi ex P1. wamae-Delta do Amazonas-Brasi [7549)
. nov.9 ex (7708)
n0v. 9 ex Po. [770s)
nov. 9 ex Po. )
nov.9 ex Po.
nov. 9 ex Po. 704)
9exPo
nov. 9 ex Po.

M Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. ajereba-Rio Tocantins-rasil 7681)
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba-Rio Tocantins-Brasi [7685]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba-Rio Tocantins-Brasil [7683]
Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba-Rio Tocantins-Brasil 7687)

|- Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba-Rio Tocantins-Brasi [7682)
Potamatrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba-Rio Tocantins-Brasil 7684]
_I_ Potamotrygonocestus sp. nov. 5 ex Pa. aiereba-Rio Tocantins-Brasil (7686]
nov. 5 ex Pa. (7675)
A2, sp.nov. 5 ex Pa. [7680]
g » nov. 5 ex Pa. 7678)
g 4 N nov. 5 ex Pa. r677]
£ $p.nov. 5 ex Pa.
3 nov. 5 ex Pa.
=3 A2 nov. 5 ex Pa. [7679)
3 N nov. 5exPa,
& Ja o5 x P o)
g . nov. 5 ex Pa. (7674)
- nov. 6 ex Pa. [7688]
g | m21, o
3 « nov. 3 ex Po. [
2 & nov.3 ex Po.
g 3 ool
nov. 3 ex Po.
nov. 3 ex Po.
nov. 3 ex Po. 17626]
3exPo.
nov. 3 ex Po. Brasil[7632]
nov. 3 ex Po.
nov. 3 ex Po.
nov. 3 ex Po. [7641)
A nov. 3 ex Po. [7640)
— nov. 3 ex Po.
exPo.
nov. 3 ex Po. 0
nov. 3 exPo. [7639)
5p.nov. 3 ex Po.
nov. 4 exPo. [7654]
nov. 4 ex Po.
nov. 4 ex Pa.
nov. 4 exPo.
nov. 4 ex Po. [7667)
nov. 4 ex Po.
. nov. 4 ex Pa. [7669]
nov. 4 ex Po. cf. [
nov. 4 ex Po.
nov. 4 exPo.
nov. 4 exPo. [7646]
nov. 4 ox Po.
A12 nov. 4 ex Po.
nov.4 exPo. [7670]
nov. 4 ex Po. )
nov. 4 ex Po. 7647
nov. 4 exPo.
nov.4 exPo. [
I nov. 4 exPo
nov. 4 ex Po.
nov. 4 exPo. [7659)
nov. 4 ox Po.
nov. 4 ex Po.
nov.4 exPo.
nov. 4 ex Po. 17657]
nov. 4 ex Pa.
L nov. 7 exPa. [7689]
nov. 7 exPo.
Al nov. 7 ex Pa.
nov. 7 ex Po. [7694]
nov. 7 exPo. [7695]
nov. 7 exPa. [7691)
nov. 7 ex Pa.
nov. 8 ex Po. sp.Rio
nov. 8 ex Po. sp.-Rio )
nov. 8 ex Po. sp.Rio
Potamalrygonocestus sp. nov. 8 ex Po. sp-Rio Tocantins-Brasil [7700]
Potamatrygonocestus sp. nov. 8 ex Pa. aiereba-Rio Tocantins-Brasil 7696)
Al nov. 8 ex Po. sp.-Rio 701}
P. fizgeraldae ex Pa. ajereba-Rio Negro-Brasil [7573]
P. fizgeraldae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil[7574]
P. ftzgoraldae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil [7579]
P. fizgeraldae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil[7576]
P. fizgeraldae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil [7577]
P. fzgeraldae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil[7578]
P. itzgeraldae ex Po. schroederi-Rio Negro-Brasil [7581)
P. fizgerakiae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil [7575]
P. fzgeraldae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil [7572]
nov. 1 ex Po.
nov. 1 exPo.
nov. 1 ex Po.
nov. 1 exPo, [7592)
. nov. 1 ex Po.
nov. 1 exPo. [7588)
nov. 1 ex Po.
nov. 1 exPo.
nov. 1 exPo. (7586]
nov. 13 ex Po. )
nov. 13 ex Po. 7725)
13exPo. [7730]
nov. 13 ex Po. 727)
nov. 13 exPo. [7726)
B1 nov. 13 ex P,
Potar tus $p. nov. 14 ex Po. sp.-Rio Tocantins-Brasil [7732)
Potamotrygonocestus sp. nov. 14 ex Po. sp.-Rio Tocantins-Brasil [7731]
nov. 12ex 7724)
nov. 12 ex Po. )
P. maurae ex Po. orbignyi-Rio Negro-Brasil [7585]
P.maurae ex Po. orbignyi-Rio Negro-Brasil [7583)
B2 P. maurae ex Po. orbignyk-Rio Negro-Brasil [7584]
B P. maurae ex Po. orbignyi-Rio Negro-Brasil [7582]
nov. 15 ex Po.
nov. 15 ex Po. 7734
nov. 15 ex Po. )
nov. 16 ex Po.
nov. 16 ex Po. 1
nov. 16 ex Po. 7736]
nov. 16 ex Po. [r7a1]
B3.1 $9.nov. 16 ex Po. 1
16.exPo.
nov. 16 ex Po.
nov. 17 ex Po. [7744]
nov. 2 ex Po.
exPo. [
nov. 2 ex Po.
nov. 2 ex Po.
exPo. [7603]
nov. 2 ex Po. )
B3 nov. 2 ex Po.
nov. 2 ex Po.
nov. 2 ex Po. Brasil[7611]
nov. 2 ex Po.
nov. 2 ex Po.
nov. 2 ex Po. I
nov. 2 ex Po. [7602)
nov. 2 ex Po. [7604)
nov. 2 ex Po.
nov. 2 ex Po.
nov. 2 ex Po.
=51 nov. 2 ex Po.
B3.2 nov. 2ex Po. s1s]
nov. 2 ex Po.
nov. 2 ex Po.
nov. 2 ex Po.
nov. 2 ex Po.
nov. 2 ex Po.
nov. 2 ex Po.
nov. 2 ex Po. ]
nov. 2 ex Po. 17622)
nov. 2 ex Po.
nov. 2 ex Po. 0
nov. 2 ex Po.
$p.nov. 2 ex Po.
Potamatrygonocestus sp. nov. 18 ex Po. sp.-Rio Tocantins-Brasil 7745]

Figura A.16: Hipdtese Filogenética com todos haplétipos, obtida sob o paramétro 0:1:1:1 com comprimento total 4846 em POY, os comprimentos de ramos sao
proporcionais ao nimero de transformagdes. Cada terminal representa um haplétipo e seu respectivo nimero de tombo no MZUSP.



8 Arvore de consenso estrito da analise completa em TNT
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Gangesi

)
Acanthobothrium sp. ex Po. sp.-Bacia do Ormow\/unlzue\a (7748)
—:: exPo 74n
ex Po. orbignyi-Rio Api (7746

sp-Bacia do O
sp.-Bacia do O
sp.-Bacia do O
sp-Bacia do O

7555

333
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Po.
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sp.-Bacia do Or
sp.-Bacia do Or
sp.-Bacia do Or
sp.-Bacia do Or

o. sp.-Bacia do Or

Po. Bacia d

PPV VVIIVIVIIVDTDDD
3

sp.-Bacia do Or [7562)
Po. sp.-Bacia do O
Po. sp-Bacia do O

sp. nov. 10 ex Po,
5. nov. 10 ex Po.

11 ex Po. sp.-Bacia do Orinoco-Venezuela [7721

11 ex Pa. aiereba-Bacia do Orinoco-Venezuela [7711)

11 ex Pa. aiereba-Bacia do Orinoco-Venezuela [7712)

11 ex Pa. aiereba-Bacia do Orinoco-Venezuela [7713]

11 ex Pa. aiereba-Bacia do Orinoco-Venezuela [7714]

11 ex Po. schroederi-Bacia do Orinoco-Venezuela [7715]
11 ex Po.
11 ex Po.
Pol 11 ex Po. sp.-Bacia do Orinoco-Venezuela [7718]
Potamolrygonccestussp. rov. 11 ex Po,sp-Bacia o Orinoco-Venezuea [7719)

Potamotrygonocestus sp. nov. 11 ex Po. sp.-Bacia do Orinoco-Venezuela [7722]

Potamolrygonocestus sp. nov. 11 o Pe sp.-Bacia do Orinoco-Venezuela [7720]
P. travassosi ex PI. iwamae-Baixo Solimoes-Bra
P. travassosi ex PI. iwamae-Baixo Sclm\oe»Bmsnl [7544)
P. travassosi ex P iwamae-Baixo Solimoes-Brasil [7546]
P Po. orvignyi Delta o 7551)

RR]

Potamotrygonocestus sp.

[7548)
P iwamae-Delta d [7549)
travassosi ex . iwamae-Baixo Solimoes-Brasil [7536]
travassosi ex P1. iwamae-Baixo Solimoes-Brasil 175411
travassosi ex PI. iwamae-Baixo Solimoes-Brasil [7542)
travassosi ex 1. iwamae-Baixo Solimoes-Brasil |75¢3|
travassosi ex . iwamae-Baixo Solimoes-Brasil [7545]
tavassosiex Pl wamae-Baixo Solimoos Brasi [7547]
P 7552)
2 Pl rwam:e-Dulla d [7550]
P. travassosi ex Pl. iwamae-Baixo Solimoes-Brasil [7540]
nov. 9 ex Po. motoro-Rio Negro-Brasil [ms]
ov. 9 ex Po.

PPPIIIDDD

Polrickygoncseis 9.

p. nov. 9 ex Po,
5. nov. 9 ex Po.

Potamolrygonacestus sp. nov. 9 ex Po. motoro-
p. nov. 9 ex Po.

ov. 9 ex Po.
nov. 5 ex Pa. aiereba-Rio Tocantins-Brasil [7686]
. nov. 5 ex Pa. aiereba-Rio Tocantins-Brasil [7687]
. nov. 5 ex Pa. aiereba-Rio Tocantins-Brasil [7681)
nov. 5 ex Pa. aiereba-Rio Tocantins-Brasil [7682]
nov. 5 ex Pa. aiereba-Rio Tocantins-Brasil [7683]
. nov. 5 ex Pa. aiereba-Rio Tocantins-Brasil [7684]
Potamotrygonacestus sp. . aiereba-Rio Tocantins-Brasil [7685)
B: 680)

[7702]
[7704]
Negro-Brasil [7707)
il [7703)

Potamotrygonocestus sp.

5p. nov. 5 ex Pa. B
. nov. 5 ex Pa. [7678)
Polamolrygonocestus sp.nov. § ex Pa. aereba-Baixo Solmoes-Brasi [7677)
5p. nov. 5 ex Pa.
5p. nov. 5 ex Pa. aiereba-B limoes-B
5p. nov. 5 ex Pa.
5p. nov. 5 ex Pa. 76
5p. nov. 5 ex Pa. 8
5p. nov. 5 ex Pa. aiereb 8
. nov. 6 ex Pa. Or [7688)
p. nov. 3 ex Po. Prata-Brasil [7627]
nov. 3 ex Po. Prata-By
nov. 3 ex Po.

7675)

7679)
1 (7676)
[7673)

)
[7674]
17671

o
2

8
2
K
E)
3

8
2
K
El
3

nov. 3 ex Po. ia do [7642)

do Prata-Br
do Prata-Brasil
p. nov. 3 ex Po. do
p. nov. 3 ex Po do
nov. 3 do Prata-By
nov 3¢ Pn bva:hyura Bacia do Prata-Brasil [764
ov. 3 ex Po. Prata-Brasil [7629)
p. nov. 3 ex Po. o Prata-Brasi 7644]
5. nov. 3 ex Po, Pva!a Brasil 7628
5p. nov. 3 ex Po. i [7634)
. nov. 4 ex Pa. |7se11
nov. 4 ex Pa [7662)
nov. 4 ex Po. scobi
nov. 4 ex Po. cf.
. nov. 4 ex Po.
nov. 4 ex Po. sp-Alto B
4 ex Po. sp-Alto Solimoes-Br
4 exPo. sp-Alto
4exPo.

7635

H[IHI]IIIIIIII

Potamotrygonocestus sp.

Fﬂ

ov.

Potamotrygonocestus sp.

Potamotrygonocestus sp.
Potamotrygonocestus sp.

p.
Potamotrygonocestus sp.

Potamotrygonocestus sp.

4 ex Po. cf orbignyi-Alto Solimoes-Brasil [7649]
4 exPo. scot ‘Solimoes-Brasil [7650]

4 ex Po. scobina-Alto Solimoes-Brasil [7651)

4 ex Po. scobina-Alto Solimoes-Brasil [7652)
v 4 ox Po.scainaAlo Solimoes Srasi 76531
nov. 4 ex Po. scobina-All

Potamotrygonocestus sp.

nov. 4 ex Po. scobina-Alto Solimoes-Brasil [7655]

A1.2]

A1

p. nov. 4 ex Po. sp-Alto
4exPo. sp-Alto 8
4 ex Po. sp-Alto Soli

4 ex Po. sp-Alto

4exPa P
4 exPo. orbig Peru [7670)
4exPo.c. i il [7668)
4 ex Po. scobina-Allo Solimoes-Brasi [7664]
4exPo.c

4 ex Po. sp-Alto Solimoes-Br
7exPo.

7TexPa. or
7exPa B:

7 ex Pa. alereba-Bacia do Orinoco-Venezuela [7692]
7exPo. [7694)
(7695]
(7691)

Potamotrygonocestus sp.
p.

il [7653]

[7693)
[7689)

p. nov.

.
Potamotrygonocestus sp.
p.

p.

.

do Or

3ggzgzgse 3333333

7exPa B: or
8 ex Po. sp.-Rio Tocantins-Brasil [7698]
Potamoirygonocestussp. nov. 8 ex Po. sp-Ri Tocanins-Bras [1636]

Potamotrygonocestus sp. nov. 8 ex Po. sp.-Rio Tocantins-Brasil [7697)
Potamolrygonocestus sp. nov. 8 ex Po. sp.-Rio Tocantins-Brasil [7700]
Potamotrygonacestus sp. nov. 8 ex Po. sp.-Rio Tocantins-Brasil [7701]
Potamotrygonacestus sp. nov. 8 ex Pa. aiereba-Rio Tocantins-Brasil [7696]
P. fitzgeraldae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil [7573]

P. fitzgeraldae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil [7574]

§§§§

nﬁ

snjseoouoBAiowejod +

1
P. fitzgeraldae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil [7579]
P. fitzgeraldae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil [7577]
P. fizgeraldae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil [7576]
P. fitzgeraldae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil [7578]
P. fitzgeraldae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil (7572]
P. fitzgeraldae ex Pa. aiereba-Rio Negro-Brasil (7575]
P. fizgeraldae ex Pe schroedertRio Negro-Brasi 75811
ov. 1 ex Po. Prata-Brasil [7592]
. nov. 1 ex Po. Prata-Brasil [7591)
— 5p. nov. 1 ex Po.
sp. nov. 1 ex Po. B: Prata-B;
L Fotamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro-Bacia do Prata-Brasil[7590]
5p. nov. 1 ex Po. Prata-Brasil [7588]

(7595)

p.
Potamolrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro-Bacia do Prata-Brasil [7593]
Potamotrygonocestus sp. nov. 1 ex Po. motoro-Bacia do Prata-Brasil [7594]
p. nov. 1 ex Po. [7586)

ov. 13 ex Po. Negro-Brasil [7728]

Potamolrygonocestus sp. nov.

13 ex Po. sp (cururu)-Rio Negro-Brasil [7729)
13 ex Po. sp (cururu)-Rio Negro-Brasil [7725)
13 ex Po. sp (cururu)-Rio Negro-Brasil [7726]
13 ex Po. sp (cururu)-Rio Negro-Brasil [7730]

X PO,
5. nov. 15 ex Po. B:
B maurae ex Po. orbignyi-Rio Negro-Brasil [7583]
P maurae ex Po. orbignyi-Rio Negro-Brasil 7584
P maurao ox Po. ortignyi-Ro Negro-Brasi [7565]

Potamolrygonocestus sp. nov. 13 ex Po. sp (cururu)-Rio Negro-Brasil [7727]
)

Potamotrygonocestus sp. nov. 14 ox Po. sp-Rio Tocantins-Brasl (7732]

Polamo!rygmmcesms 5. nov. 12 ex Po. orbigny-Bacia do Orinoco-Venezuela [7724]
p. nov. 15 e
p. nov. 15 ex Po.

735)

733)
734)

P. maurae ex Po. (7582

nov. 16 ex Po. i i
Potamolrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. rbigny-Bacia do Orinoco-Venezuela [7736]
Potamotrygonocestus sp. nov. 16 ex Po. orbignyi-Bacia do Orinoco-Venezuela (7737]
Potamolrygonacestus oo 16 ex Po. orbignyi-Bacia do Orinoco-Venezuela [ms]
ov. 16 ex Po. 740)
w nov. 16 ex Po. [7739]
5. nov. 16 ex Po. o Or [7741)
nov. 17 ex Po. cf.motoro-Al Brasil [7744]

p. nov. 2 ex Po. [759%)

p. nov.
5. nov.
sp. nov.
p. nov.
p. nov.
sp. nov.

nov.
p. nov.
p. nov.
5. nov.

nov.
p. nov.
5. nov.

2exPo. [7597)
2exPo. B Prata-Br 98]
2 exPo, hi Brasil [7599]
2exPo.

[7600]
Prata-Brasil [7601]
Prata-Brasil [7602]
Prata-Brasil [7603]
Prata-Brasil [7604]
Prata-Brasil [7605]
Prata-Brasil [7606]
Prata-Brasil [7607)
Prata-Brasil [7612]
Prata-Brasil [7613]

2
3
3
o
2

Figura A.17: Arvore de consenso estrito de
seu respectivo niimero de tombo no MZUSP.
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todos os terminais em TNT, analise completa.

Cada terminal representa um hapldtipo e
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Potamotrygonocestus sp. nov. 8 ex Po. sp.-Rio Tocantins-Brasil [7698]
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Figura A.18: Arvore de consenso estrito dos terminais que apresentaram sequéncias em todos os fragmentos gendmicos em TNT,
analise parcial. Cada terminal representa um haplétipo e seu respectivo nimero de tombo no MZUSP.
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