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RESUMO

No Ceard, existem conflitos de identificagdo reportados para género Dasyatis.
Em um estudo, um exemplar de raia desembarcado no porto do Mucuripe, Fortaleza,
foi identificado como Dasyatis centroura. No entanto, esta identificacdo foi
questionada. A partir de uma re-andlise de marcadores RAPD o presente estudo teve
como objetivos: (1) Investigar a identidade do exemplar de Dasyatis identificado como
D. centroura e (2) Avaliar o potencial desses marcadores de RAPD para a
identificacdo de raias do género Dasyatis da regido, de um modo geral. A partir de
imagens de gel de reagdes de PCR obtidas, foi feita uma matriz de presenga/ auséncia
correspondente de cada um de cinco primers. Cada matriz foi submetida a analises
filogenéticas baseadas em parcimdnia méaxima. Os resultados sugerem que o individuo
em questdo se refere a Dasyatis americana. Este resultado foi corroborado pela
evidéncia morfolégica. Dessa forma, o registro de ocorréncia de D. centroura pode ser
considerado um erro de identificacdo. De um modo geral, a técnica de RAPD se
mostrou util para identificacdo de espécimes do género Dasyatis, especialmente os
primers OPC20, OPE 01, OPJ 08 e OPM 01.

Palavras-chaves: Dasyatis americana, Dasyatis centroura, Identificagdo de pescado



ABSTRACT

Conflicts regarding the identity of Dasyatis stingrays from Ceara have been reported. In
one study, a stingray landed by fisheries at Mucuripe Inlet, Fortaleza, CE, was identified
as Dasyatis centroura. However, this identification has been questionated. Based on a
re-analysis of RAPD markers, the present study had as goals: (1) to investigate the
identity of the refereed specimen previously identified as D. centroura and (2) to
evaluate the overall potential of the use of RAPD markers for identification of Dasyatis
stingrays in the region. Using obtained gel images of RAPD-PCR reactions,
presence/absence matrix for each of five primers. Each matrix was submitted to
phylogenetic analyses based on maximum parsimony. Results obtained suggest the
specimen under investigation is a Dasyatis americana. This result is supported by
morphological evidence. Therefore, the occurrence record of D. centroura may be
considered a misidentification. Overall, the RAPD technique may be considered useful
for identification of Dasyatis stingrays, specially the primers OPC20, OPE 01, OPJ 08 e
OPM 01.

Keywords: Dasyatis americana, Dasyatis centroura, fishery product identification
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1 INTRODUCAO

No programa de coleta de dados de desembarque pesqueiro no Brasil,
ESTATPESCA, todas as espécies de raias s@o classificadas em uma tnica categoria
(“arraias”) (IBAMA, 2005). No entanto, informagdes de capturas ao nivel de espécies
sdo necessarias para um gerenciamento desse recurso, pois vdrias espécies de modos de
vida diferentes estfo incluidas nesta categoria.

A produgdo pesqueira de raias possui grande importincia para o Estado do
Ceard (Furtado-Neto & Barros-Junior, 2006), com destaque para espécies de género
Dasyatis. No entanto, a identificacdo destas ndo ¢ trivial. Sendo que inclusive trés novas
espécies foram descritas nos ultimos anos para a costa brasileira, Dasyatis marianae
(Gomes et al. 2000), D. hipostigma (Santos et al. 2004) e D. colarensis (Santos et al.
2004)

A familia Dasyatidae é constituida por raias marinhas, de aguas doce ou
salobra, que apresentam o comprimento do disco igual ou superior & largura do disco, e
cauda maior do que a largura do disco. Raias dessa familia sfo conhecidas como raias de
espordo ou ‘“‘sting rays”, por possuirem um ou dois espordes na parte anterior da cauda
(BIGELOW & SCHROEDER, 1953), ocorrendo nos oceanos Atlantico, ndico e Pacifico
(SEZAKI et al., 1999).

Raias do género Dasyatis sdo comumente encontradas em fundos planos de
baias, desembocaduras de rios e em pequenas dreas arenosas entre bancos de corais.
Freqiientemente as raias enterram-se parcialmente no fundo arenoso ou lamacento,
deixando expostos apenas parte da cauda, olhos e espirdculos. Alimentam-se de
invertebrados bentonicos, principalmente moluscos, anelideos e crustdceos que encontram
vasculhando o fundo com a boca e nadadeiras. Podem também capturar pequenos peixes
(SPENDER, 2002). Por outro lado so presas de grandes tubardes. Realizam migrac¢des para
dguas mais aquecidas e se locomovem rapidamente pela zona peldgica através de
ondulagdes de suas nadadeiras peitorais (BIGELOW & SCHROEDER, 1953).

No Ceard, existem conflitos de identificacdo reportadas na literatura do
género Dasyatis. Vaz (2005) e Vaz et al. (2006) identificaram um exemplar de raia
desembarcado no porto do Mucuripe, Fortaleza, como Dasyatis centroura. No entanto,
Jucé-Queiroz et al. (2008) afirmaram que este na verdade se refere a Dasyatis
americana (Figura 1). Ainda, Charvet-Almeida et al. (2008) citam um possivel erro de

identifica¢do de outros exemplares de Dasyatis desembarcados no mesmo porto. Desta
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vez, exemplares de D. colarensis podem ter sido erroneamente identificados como D.
guttata por Silva ef al. (1998, 2001). Por fim, dois padrdes de coloragdo de raias D.
americana podem ser observados nos desembarques: verde escuro e amarelada, ndo se

sabendo se estes padrdes representam espécies diferentes.

Rhincbatos percellens

Dasyatis guttata

Dasyatis amevicana

Dasyatis centroura

Dasyatic marianae

Figura 1 - Arvore filogenética de raias Dasyatis amostrada no Porto do Mucuripe, Fortaleza, CE.

Técnicas moleculares podem ser uteis para identificacdo de espécies de
pescado (Carvalho & Pitcher, 1995; Kochzius, 2009). Nos estudos de Vaz (2005) e Vaz
et al. (2006), a técnica de marcador molecular RANDOM AMPLIFIED
POLYMORPHIC DNA (RAPD) foi utilizada para determinagdo de relagdes
filogenéticas de raias Dasyatis do Ceard. Dessa forma, compreender e averiguar o
conflito de identificagfio de espécie reportado por Juca-Queiroz ef al. (2008) se faz
relevante. Isto porque a técnica de RAPD pode ser considerada uma técnica rapida,
facil, de alto polimorfismo e de custo relativamente baixo (Grosberg et al. 1996). Estas
caracteristicas a colocam como potencialmente tuteis para uso em uma escala mais
ampla na regido. No entanto, esta mesma técnica possui limitagdes quanto a
reprodutibilidade de resultados, detecgdo de bandas em gel, dentre outros (Grosberg et
al. 1996). Dessa forma, se comprovado, um erro de identificagdo associado a esta
técnica, poderia langar diivida sobre este potencial.

A partir de uma re-anélise de marcadores RAPD obtidos por Vaz (2005) e
Vaz et al. (2006) o presente estudo teve como objetivo: (1) Investigar a identidade do
exemplar de Dasyatis identificado como D. centroura por Vaz (2005) e Vaz et al.
(2006); (2) Avaliar o potencial desses marcadores de RAPD para a identificagdo de

raias do género Dasyatis de um modo geral.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram obtidas imagens de gel de reacdo de PCR (Polymerase Chain
Raction) de cinco dos seis primers de RAPD utilizados por Vaz (2005) e Vaz et al.
(2006) (Apéndices A-E) (Tabela 1). Cada uma dessas reagées utilizou DNA extraido de
onze raias do género Dasyatis e uma Rhinobatos desembarcadas no Porto do Mucuripe,
Fortaleza, CE. Segundo identificagdo original, os exemplares foram os seguintes: D.
americana (n= 4), D. marianae (n= 4), D. guttata (n= 2), D. centroura (n= 1) e
Rhinobatos percellens (n= 1). No presente estudo o espécime identificado por Vaz

(2005) e Vaz et al. (2006) como Dasyatis centroura seré referido como Dasyatis sp.

Tabela 1 - Primers usados na amplificacdo de marcadores RAPD.

Primer Sequéncia 57 - 3’
OPC 20 ACTTCGCCAC
OPE 01 CCCAAGGTCC
OPJ 08 GAACACTGGG
OPK 11 AATGCCCCAG
OPM 01 GTTGGTGGCT

A: adenina; C: citosina; T: timina; G: guanina (Fonte: Operon Technologies, Inc.)

Para cada gel (correspondente a reacdo de PCR de um primer) foi criada uma
matriz de presenga/ausénecia de marcadores (APENDICE F-J). Com o objetivo de se
avaliar o potencial desses marcadores para identificacdo, foram realizadas analises de
parcimbnia maxima pelo software PAUP* (Swofford, 2000). Suporte para cada nodo
das 4rvores consenso de cada primer foi investigado através de 100 e 10000
pseudoreplicagdes de bootstrap. Estas foram realizadas para cada primer
individualmente e em conjunto.

Por dltimo, com fins de se investigar o conflito de identificagcdo na literatura
[Vaz (2005) e Vaz et al. (2006): D. centroura; Jucd-Queiroz et al. (2008): D.
ameriana), foi realizada uma revisdo da foto do espécime em questdo [Vaz (2005) pg
21] e das matrizes criadas por Vaz para cada um dos primers utilizados em Vaz (2005) e

Vaz et al. (2006).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacdo da raia

As andlises filogenéticas utilizando a técnica de RAPD mostraram que, quatro
dos cinco primers, tiveram resoluc@o quanto as inter-relagdes entre Dasyatis americana
¢ Dasyatis sp.. Em tré€s primers, D. americana e Dasyatis sp. formaram um grupo
monofilético. Na analise em que todos os cinco primers foram combinados, este padrédo
foi novamente obtido (Figura 2). Em apenas um primer, Dasyatis sp. foi basal em
relagio aos demais espécimes de D. americana (Tabela 2; APENDICE O-S).

As analises filogenéticas a partir das matrizes de Vaz (2005) e Vaz et al. (2006)
dos primers, individuais e combinados, foram similares as do presente estudo. Quatro
primers analisados e a combinagdo de todos mostraram a formagdo de um grupo
monofilético entre a D. americana e Dasyatis sp. (Figura 3). E, assim como, neste
estudo, apenas um primer o referido espécime ficou basal aos demais espécimes de

Dasyatis americana (Tabela 2; APENDICE O-S).

Tabela 2 - Relag#o filogenética entre Dasyatis americana e Dasyatis sp. por primer e pela combinagéo
dos mesmos para matrizes (1) geradas no presente estudo e (2) utilizadas por Vaz (2005) e Vaz et al.
(2006).

Clados Presente Estudo Vaz (2005) e Vaz et al
(2006)

Dasyatis sp. e OPC20; OPJ 08; OPE 01; OPC20; OPJ 08; OPE 01;

D. americana monofilético Todos primers combinados OPK 11; Todos primers
combinados

Dasyatis sp. basal a OPM 01 OPM 01

D. americana

Clado ndo formado OPK 11 o2
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Bootstrap
D marianae 1

95

D marianae 2

98

100 D marianae 3

D marianae 4

70 —————— D americana 1

D americana 2

100

D americana 3

D americana 4

Dasyatis sp

D guttata 1

92

D guttata 2

R percellens

Figura 2 - Arvore consenso de 10000 pseudoreplicatas de bootstrap a partir de analises de parciménia
méxima para de todos primers combinados.



Bootstrap

100

16

D marianae 1

63

82

100

D marianae 2

D marianae 3

D marianae 4

D americana 1

100

D americana 2

D americana 3

53

D americana 4

Dasyatis sp

D guttata 1

D guttata 2

R percellens

Figura 3 — Arvore consenso de 10000 pseudoreplicatas de bootstrap a partir de anélises de parciménia

méxima para todos primers combinados.
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Dois caracteres morfolégicos identificam o espécime Dasyaris sp. como
Dasyatis americana (Figura 4): (1) Possui pequenos espinhos no disco dorsal em cada
lado da linha mediana dos tubérculos. (Em D. centroura os tubérculos estdo espalhados
por todo o dorso e de forma aleatdria); (2) possui uma dobra cutdnea abaixo na cauda.
Esta dobra tem quase a mesma espessura da cauda. (Em D. centroura esta dobra cutdnea

possui uma espessura bem menor que a cauda) (Bigelow & Schroeder, 1953).

Figura 4 — Espécime identificado como Dasyatis centroura por Vaz (2005) e Vaz et al. (2006).

3.2  Avaliacio da técnica do RAPD

Em trés dos cinco primers, os grupos monofiléticos de cada espécie foram
recuperados. Este padrdo foi também predominante na analise incluindo todos os cinco
primers combinados. Para todos os primers, o clado de Dasyatis marianae foi
recuperado, serem estes uteis para identificac@o desta espécie (Tabela 2).

Em alguns casos, o julgamento de presenca/ auséncia de bandas € subjetivo, pois
a intensidade de brilhos dos marcadores pode variar (Grosberg et al. 1996). Os

resultados obtidos a partir de matrizes construidas no presente estudo e por Vaz (2005)

Esiow]
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e Vaz et al. (2006) foram semelhantes. Dessa forma duas pessoas tiveram interpretagdes
parecidas sobre presenca/ auséncia de bandas de forma independente. Isto refor¢a que,
apesar de suas limitagGes, a técnica de RAPD tem potencial para ao menos a realiza¢do

de trabalhos exploratorios.

Tabela 3 — Grupos monofiléticos formados por cada primer e pela combinagdo dos mesmos com
bootstrap de 10000 pseudoreplicagdes..

Grupos OPC20 |OPEO1 OPJ 08 OPK 11 OPM 01 | TODOS

monofiléticos | P.E | Vaz | P.E | Vaz |P.E [ Vaz |P.E |Vaz |P.E | Vaz | P.E | Vaz

D. mariange SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
D. americang SIM SIM SIM SIM SIM SIM NAO SIM SIM SIM SIM SIM

D. guttata SIM SIM NAO SIM SIM SIM NAO SIM SIM SIM SIM SIM

P.E: Anélises realizadas a partir da matriz do presente estudo; Vaz: Andlises realizadas a partir da matriz
de Vaz (2005) e Vaz et al. (2006)

Os resultados apés 10000 pseudoreplicagdes de bootstrap, tanto a partir das
matrizes geradas no presente estudo, quanto das geradas por Vaz (2005) e Vazet al.
(2006), mostraram que o referido espécime Dasyatis sp. forma predominante um clado
com outros individuos de D. americana de forma indistinta. Portanto, por que em Vaz
(2005) e Vaz ef al. (2006) o erro de identificacdo do espécime ndo foi identificado nas
analises genéticas? Isto pode, pelo menos em parte, se dever as andlises de dados
realizados por Vaz (2005) e Vaz et al. (2006), que ndo incluiram testes estatisticos
bootstrap de arvores filogenéticas obtidas.

No presente estudo, arvores ndo submetidas a bootstrap ou submetidas um
numero baixo de pseudoreplicagdes (100, ver APENDICES T- Z) também recuperaram
uma topologia préxima a apresentada por Vaz (2005) e Vaz et al. (2006) (Figura 1).
Dessa forma, os resultados do presente estudo demonstram que, qualquer polimorfismo
que indique o individuo Dasyatis sp. como basal a outros D. americana, ndo se sustenta
em analises de maior robustez.

Este trabalho atesta para a importdncia de andlises detalhadas de dados
moleculares e que os marcadores de RAPD utilizados foram capazes de

satisfatoriamente identificar as diferentes espécies amostradas.
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APENDICES

APENDICE A — Imagem de gel de reagfio de PCR-RAPD utilizando-se o primer OPC

20 (imagem cedida por Leticia Vaz).
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APENDICE B — Imagem de gel de reagdo de PCR-RAPD utilizando-se o primer OPE

01 (imagem cedida por Leticia Vaz).
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APENDICE C - Imagem de gel de reacdo de PCR-RAPD utilizando-se o primer OPJ
08 (imagem cedida por Leticia Vaz).
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APENDICE D — Imagem de gel de reagdo de PCR-RAPD utilizando-se o primer OPK

11 (imagem cedida por Leticia Vaz).
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APENDICE E - Imagem de gel de reagdio de PCR-RAPD utilizando-se o primer OPM

01 (imagem cedida por Leticia Vaz).
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APENDICE F - Arquivo tipo Nexus contendo matriz construida no presente estudo

utilizando-se imagem de gel de reagdo RAPD- PCR a partir do primer OPC 20.

#NEXUS

Begin DATA;

Dimensions ntax=12 nchar=42;
Format missing=N gap= - datatype= DNA symbols="10";

Matrix

D _marianae 1
D _marianae 2
D marianae 3
D marianae 4
D _americana 1
D_americana 2
D americana 3
D americana 4
Dasyatis_sp
D_guttata 1

D guttata 2
R_percellens

End;

011001001100100100101001000110101010000001
011001001010100100100001000110101000000001
011001001011100100100001000110101010000010
011001000011100100000001010011001010000010
000001001001110101000110000010001001111000
000001101011110101010100000010010001111000
000001100000110101010100000101011001101000
000001011011110101010110001100011001110100
100001001011110101000010001100010001001000
000100000000100101000000000001000000110000
000100000100110000100000000000000000100000
000010000001101010000100100000000111010000
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APENDICE H- Arquivo tipo Nexus contendo matriz construida no presente estudo
utilizando-se imagem de gel de reacdo RAPD- PCR a partir do primer OPJ 08.

#NEXUS

Begin DATA;
Dimensions ntax=12 nchar=43;
Format missing=N gap= - datatype= DNA symbols="10";

Matrix

D_marianae 1 0011110011101010110000010100100101000011000
D marianae 2 0011010011101010000000010100100101000011000
D_marianae 3 0011010011101010100000010100100101000011000
D _marianae 4 0011010011101010100000010100100101010010001
D _americana 1  0011010100110001000101101101011010010010000
D _americana 2  0011010100110101010101101101011010010010000
D_americana 3  0011010100110001010101101101011010010010010
D_americana 4 0011010100110101010101101001011010010110000

Dasyatis_sp 0010010100110101010101101101011010010110010
D_guttata 1 0010001000101111010010010101000010011010101
D_guttata 2 1010101000100111010000010101000010000110100

R_percellens 0110101001010011101000111010001000110000101

End;
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APENDICE H- Arquivo tipo Nexus contendo matriz construida no presente estudo
utilizando-se imagem de gel de reaco RAPD- PCR a partir do primer OPK 11.

#NEXUS

Begin DATA,;
Dimensions ntax=12 nchar=26;
Format missing=N gap= - datatype= DNA symbols="10";

Matrix

D_marianae 1 00100001100000001000100101
D_marianae 2 00100001100000001000100101
D _marianae 3 00100001100000001000100101
D_marianae 4 00100001100000001000100101
D americana 1  00110101100110100101010101
D _americana 2  00110101100110100101000111
D _americana 3  00110101100110100100000111
D _americana 4 00110101100110100100000111

Dasyatis_sp 00110101110111100101010111
D guttata_1 10101101111111101001000100
D _guttata 2 10101101111111101001000100

R percellens 01001010000000010010001100

End;
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APENDICE I - Arquivo tipo Nexus contendo matriz construida no presente estudo

utilizando-se imagem de gel de reacdo RAPD- PCR a partir do primer OPM 01.

#NEXUS

Begin DATA;
Dimensions ntax=12 nchar=27;
Format missing=N gap= - datatype= DNA symbols="10";

Matrix
D marianae 1 100010111101010000111100101
D marianae 2 100010111101010000111100101
D marianae 3 100010111101010000111100101
D marianae 4 000010111101010100111110101

D _americana 1 000010111101010101000011101
D_americana 2 000011111101010101000011101
D_americana_3 000010111101010101010010101
D _americana 4 000010111101010101000000101

Dasyatis sp 000000111001010101000001101
D_guttata 1 010001000000010010010000001
D _guttata 2 010001000000010010000000000
R percellens 011101000010101010100100010

End;
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APENDICE J - Arquivo tipo Nexus contendo matriz de Vaz (2005) e Vaz et al. (2006)

utilizando-se imagem de gel de reacdo RAPD- PCR a partir do primer OPC 20.

#NEXUS

Begin DATA;

Dimensions ntax=12 nchar=27;

Format missing=N gap= - datatype= DNA symbols="10";

Matrix

D marianae 1
D marianae 2
D marianae 3
D marianae 4
D _americana 1
D_americana 2
D_americana 3
D_americana 4
Dasyatis_ sp
D_guttata 1

D guttata 2

R percelllens

End;

0000101101001101000100001011
0000101101001101000100001011
0000101101001001000100001011
0001101101001001000100001011
0100100111001010100000001100
0110100111101010100000001100
0110110111101010100000001100
0000110111101010100000011100
0000110001001010100000001000
0000000001111000000000001000
0000001101110001000000001000
1001001101001000011011100000
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APENDICE K - Arquivo tipo Nexus contendo matriz de Vaz (2005) e Vaz ef al. (2006)

utilizando-se imagem de gel de reagio RAPD- PCR a partir do primer OPE 01.

#NEXUS

Begin DATA;

Dimensions ntax=12 nchar=28;

Format missing=N gap= - datatype= DNA symbols="10";

Matrix

D marianae 1
D marianae 2
D marianae 3
D_marianae 4
D _americana 1
D _americana 2
D americana 3
D _americana 4
Dasyatis_sp

D guttata 1

D _guttata 2

R percellens

End;

00110010101000011101110110000
00110010101000011101110110000
00110010101000011101110110000
00110010101000011101110110000
00011000111011011011010001010
00011000111011011011010001010
00011000111011011011010001010
00011000111011011011010001010
00011100111011011011010001011
01101010100010011001000000100
01101010100000011001000000100
11100001000100100000001011010
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APENDICE L - Arquivo tipo Nexus contendo matriz de Vaz (2005) e Vaz et al. (2006)

utilizando-se imagem de gel de reagdo RAPD- PCR a partir do primer OPJ 08.

#NEXUS

Begin DATA;

Dimensions ntax=12 nchar=36;
Format missing=N gap= - datatype= DNA symbols="10";

Matrix

D _marianae 1
D marianae 2
D marianae 3
D marianae 4
D _americana_1
D _americana 2
D americana 3
D americana 4
Dasyatis_sp

D guttata 1
D_guttata 2
R_percellens

End;

000110001011010000000110010101011010
000110001011010000000110010101011010
000110001011010000000110010101011010
000110001011010000000110010101011010
000111010011001001010010101101011000
000111010011001011010010101101011000
000111010011001011010010101101011000
000111010011001011010010101101011000
000111010011001011010010101101011100
100100110010110010100000110101011000
100100110010110010100000110101001000
011100110100010100001101000010111001
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APENDICE M - Arquivo tipo Nexus contendo matriz de Vaz (2005) e Vaz et al. (2006)

utilizando-se imagem de gel de reago RAPD- PCR a partir do primer OPK 11.

#NEXUS

Begin DATA;

Dimensions ntax=12 nchar=27;

Format missing=N gap= - datatype= DNA symbols="10";

Matrix

D_marianae 1
D marianae 2
D marianae 3
D marianae-4
D _americana 1
D _americana 2
D _americana 3
D americana 4
Dasyatis_sp

D guttata 1

D guttata 2

R _percellens

End;

000100101100000010001001011
000100101100000010001001011
000100101100000010001001011
000100101100000010001001011

000110101100101001010101111
000110101100101001010101111
000110101100101001010101111
000110101100101001010101111
000110101110111001010101111
010101101111111010100101110
010101101111111010100101010
101001010000001100100010000
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APENDICE N - Arquivo tipo Nexus contendo matriz de Vaz (2005) e Vaz et al. (2006)

utilizando-se imagem de gel de reacdo RAPD- PCR a partir do primer OPM 01.

#NEXUS

Begin DATA;

Dimensions ntax=12 nchar=30;

Format missing=N gap= - datatype= DNA symbols="10";

Matrix

D marianae 1
D marianae 2
D marianae-3
D _marianae 4
D americana 1
D americana-2
D _americana 3
D_americana-4
Dasyatis_sp

D guttata 1

D guttata 2

R percellens

End;

100101101010101010111111001010
100101101010101010111111001010
100101101010101010111111001010
100101101010101010111111101010
000101101010101011010110111011
000101101010101011010110111011
000101101010101011010110111011
000101101010101011010110111011

000101101010101011010110111011
000010011110101010111110100010
000010011110101010111110100000
111101001101010110001100100100
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APENDICE O — Arvore consenso de 10000 pseudoreplicatas de bootstrap a partir de
andlises de parcimdnia méxima para o primer OPC 20. Superior: Utilizando-se matriz

gerada no presente estudo; Inferior: Utilizando-se matriz de Vaz (2005) ¢ Vaz et al.
(2006).

Bootstrap

75

7 D 2
95 D i 3
D 4
D 1
D 2
67 D i 3
D 4
Dasyatis sp
D guttata 1
54
D guttata 2
Rp
Bootstrap
D 1
D 2
98
D 3
D 4
53
D 1
D 2
100 D i 3
D 4
Dasyatis sp
D guttata 1
72

D guttata 2
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APENDICE P — Arvore consenso de 10000 pseudoreplicatas de bootstrap a partir de
analises de parcimonia maxima para o primer OPE 01. Superior: Utilizando-se matriz
gerada no presente estudo; Inferior: Utilizando-se matriz de Vaz (2005) e Vaz ef al.
(2006).

Bootstrap

D 1
= D 2
99 D 3
D 4
D 1
D 2
28 D 3
D 4
Dasyatis sp
D guttata 1
D guttata 2
Rp
Bootstrap
D 1
D 2
98
D 3
D 4
75
D 1
D 2
99
D 3
56
D 4
Dasyatis sp
D guttata 1
99

D guttata 2
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APENDICE Q — Arvore consenso de 10000 pseudoreplicatas de bootstrap a partir de
anélises de parcimonia méxima para o primer OPJ 08. Superior: Utilizando-se matriz
gerada no presente estudo; Inferior: Utilizando-se matriz de Vaz (2005) e Vaz et al.
(2006).

Bootstrap
D 1
D 2
83
D 3
D 4
D 1
D 2
65 D > 3
D 4
85
Dasyatis sp
D guttata 1
99
D guttata 2
Rp
Bootstrap
D 1
D 2
94
D 3
D 4
51
D 1
D 2
83 D . 3
D 4
Dasyatis sp
D guttata 1
90
D guttata 2
R percellens




39

APENDICE R — Arvore consenso de 10000 pseudoreplicatas de bootstrap a partir de
analises de parcimonia maxima para o primer OPK 11. Superior: Utilizando-se matriz

gerada no presente estudo; Inferior: Utilizando-se matriz de Vaz (2005) e Vaz et al.
(2006).

Bootstrap

88

80

100

70

Dasyatis sp

Dguttata 1

D guttata 2

Bootstrap

63

80 D ? 3

76 D i 7

99

Dasyatis sp

D guttata 1

93

D guttata 2

R percellens
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APENDICE S — Arvore consenso de 10000 pseudoreplicatas de bootstrap a partir de
analises de parcimoOnia maxima para o primer OPM 01. Superior: Utilizando-se matriz
gerada no presente estudo; Inferior: Utilizando-se matriz de Vaz (2005) e Vaz ef al.

(2006).

Bootstrap

D 1
64
D 2
94
D 3
D 4
D 1
D 2
77
D 3
85
D 4
Dasyatis sp
D guttata 1
57
D guttata 2
Rp
Bootstrap
D 1
D 2
97
D 3
D 4
D q
D 2
54
D 3
93
D 4
74 Dasyatis sp
D guttata 1

94

D guttata 2
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APENDICE T — Arvore consenso de 100 pseudoreplicatas de bootstrap a partir de
andlises de parcimdnia méxima para o primer OPC 20. Superior: Utilizando-se matriz
gerada no presente estudo; Inferior: Utilizando-se matriz de Vaz (2005) e Vaz et al.
(2006).

Bootstrap

D 1
62
D 2
94
D 3
D 4
D 1
D 2
78 55
D americana 3
88
D 4
Dasyatis sp
D guttata 1
51
D guttata 2
Rp
Bootstrap
D 1
59
D 2
95

D marianae 3

D marianae 4

D 1

D 2

75 57
D 3
81

D a4

Dasyatis sp

D guttata 1

62
D guttata 2
Rp
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APENDICE U — Arvore consenso de 100 pseudoreplicatas de bootstrap a partir de
andlises de parcimdnia maxima para o primer OPE 01. Superior: Utilizando-se matriz
gerada no presente estudo; Inferior: Utilizando-se matriz de Vaz (2005) e Vaz ef al.
(20062.

Bootstrap
D marianae 1
59

D marianae 2

91

D marianae 3

D marianae 4

D americana 1

D americana 2

79 53

D americana 3

92

D americana 4

D guttata 1

55

D guttata 2

R percellens

Bootstrap

84

95

D marianae 3

D americana 2

83 54

89

Dasyatis sp

D guttata 1

D guttata 2
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APENDICE V — Arvore consenso de 100 pseudoreplicatas de bootstrap a partir de
anélises de parcimo6nia méxima para o primer OPJ 08. Superior: Utilizando-se matriz
gerada no presente estudo; Inferior: Utilizando-se matriz de Vaz (2005) e Vaz ef al.
(2006).

Bootstrap

63

96

D marianae 4

77 55

83

D americana 4

Dasyatis sp

D guttata 1
60

D guttata 2

Bootstrap
D marianae 1

66

93

D marianae 3

D marianae 4

D americana 2
71 50

93

Dasyatis sp

D guttata 1

D guttata 2




44

APENDICE X — Arvore consenso de 100 pseudoreplicatas de bootstrap a partir de
analises de parcimdnia méxima para o primer OPK 11. Superior: Utilizando-se matriz
gerada no presente estudo; Inferior: Utilizando-se matriz de Vaz (2005) e Vaz et al.
(2006).

Bootstrap

58

o7

73 53

84

Dasyatis sp

D guttata 1

63

D guttata 2

Bootstrap
D marianae 1

68

D marianae 2

94

D marianae 3

D marianae 4

D americana 1

D americana 2

82 58

D americana 3

79

Dasyatis sp

D guttata 1

59

D guttata 2

R percellens
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APENDICE Z — Arvore consenso de 100 pseudoreplicatas de bootstrap a partir de
andlises de parcimdnia méxima para o primer OPM 01. Superior: Utilizando-se matriz
gerada no presente estudo; Inferior: Utilizando-se matriz de Vaz (2005) e Vaz et al.
(2006).

Bootstrap

67

D marianae 2

93

D marianae 3

80 52

83

Dasyatis sp

D guttata 1
80

D guttata 2

R

Bootstrap
D marianae 1

D marianae 2

98

D marianae 3

D americana 2

53

93

D americana 4

71 Dasyatis sp

D guttata 1

94

D guttata 2

R percellens
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