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RESUMO

A presente tese contribuiu para ampliar o conhecimento sobre a diversidade da malacofauna
dulcicola neotropical. Através do emprego de diferentes metodologias de analise de dados
moleculares e de ocorréncia geografica abordamos importantes questdes taxondmicas e
mostramos novos caminhos para futuras pesquisas taxondmicas da familia Physidae. Familia
essa que por muito tempo teve propostas de classificagdo embasadas apenas em caracteres
morfologicos da concha e, posteriormente, na anatomia das partes moles. A aplicagdo de
métodos de delimitagdo molecular baseados em coalescéncia, evidenciou a insuficiéncia dos
critérios morfologicos em discriminar a variabilidade intraespecifica (superestimando a
diversidade da familia) e, em detectar a existéncia de complexos de espécies cripticas
(subestimando a diversidade da familia). A abordagem de busca intensiva por dados de
ocorréncia junto a utilizacdo de ferramentas de georreferenciamento, modelagem e analises de
nicho ecologico aplicadas as espécies de fisideos sul-americanos, indicaram a possibilidade de
erros de identificacdo de espécies e a necessidade de reavaliar a distribuicao desses fisideos
usando outros critérios operacionais, incluindo abordagens moleculares, para acessar a

diversidade e distribuicdo reais da familia para o continente.

Palavras-chave: Physidae, delimitacao molecular, taxonomia reversa, distribui¢do de espécies,

modelagem de nicho, malacofauna neotropical.



ABSTRACT

The present thesis contributed to increasing the knowledge about the diversity of the neotropical
freshwater mollusks. Through the use of different methodologies for analyzing molecular and
geographical occurrence data, we address important taxonomic issues and show new paths for
future taxonomic research on the Physidae family. This family for a long time had classification
proposals based only on morphological characters of the shell and, later, on the anatomy of the
soft parts. The application of molecular delimitation methods based on coalescence showed the
inadequacy of morphological criteria in discriminating intraspecific variability (overestimating
family diversity) and in detecting the existence of cryptic species complexes (underestimating
family diversity). The data on the occurrence along with the use of georeferencing tools,
modeling, and ecological niche analyses applied to South American physid species, indicated
the possibility of errors in species identification and the need to reassess the distribution of these
physids using other operational criteria such as molecular approaches to access the actual family

diversity and distribution for the continent.

Keywords: Physidae, molecular delimitation, reverse taxonomy, species distribution, niche
modeling, neotropical molluscs.



RESUMO PARA DIVULGACAO CIENTIFICA

Identificar a qual espécie um organismo pertence, ¢ fundamental para conhecer a biodiversidade
existente em um ambiente e para estabelecer planos e estratégias de conservacdo e manejo.
Durante muito tempo, as espécies de caramujos de d4gua doce foram identificadas com base na
analise de caracteristicas de suas conchas (tamanho, formato, coloracdo, textura) e,
posteriormente, algumas caracteristicas anatdmicas também passaram a ser utilizadas (tamanho
e forma da borda do manto; tamanho, forma e composicao de estruturas do sistema reprodutor;
caracteristicas da radula). Com o passar do tempo, os pesquisadores foram percebendo que nem
sempre individuos que apresentavam diferengas nessas caracteristicas, pertenciam a espécies
diferentes, ou seja, havia uma variagdo das caracteristicas dentro das espécies. O contrario
também ocorria, as vezes, individuos com caracteristicas muito similares pertenciam a espécies
bem diferentes. Desde entdo, diferentes métodos e ferramentas de analises tém sido
desenvolvidos e empregados para compreender as variagdes existentes nos diversos grupos de
caramujos de agua doce, objetivando estabelecer quais seriam os melhores critérios para
delimitar as espécies. Nessa tese, investigamos critérios e ferramentas de analise molecular (que
utilizam fragmentos de DNA), geografica (informagdes sobre a distribuicdo de espécies em
determinado espaco geografico) e ecologica (caracteristicas ambientais e climdticas que podem
determinar areas adequadas ao estabelecimento e sobrevivéncia das espécies) para delimitar
espécies sul-americanas pertencentes a familia Physidae. Nosso estudo amplia o conhecimento
sobre a diversidade de caramujos de a4gua doce dessa familia na América do Sul, aponta espécies
e localidades que necessitam de estudos mais aprofundados, empregando técnicas e ferramentas
de analises modernas, objetivando delimitar a real diversidade e distribuigdo das espécies de

fisideos.



APRESENTACAO

Durante muito tempo, as propostas de classificagdo para Physidae foram embasadas
apenas em caracteres morfoldgicos da concha e do complexo peniano. A variabilidade desses
caracteres gerou erros na identificag@o e descri¢do das espécies, originando muitas sinonimias.
Nos ultimos anos, o uso de técnicas moleculares e de georreferenciamento ¢ modelagem
associadas as abordagens tradicionais na identificacao de espécies, t€m ajudado a esclarecer as
relagdes e definir a real diversidade da familia, principalmente na América do Norte.
Considerando os esclarecimentos que a implementacdo de ferramentas de delimitagdo
computacional de espécies e modelagem de nicho ecologico tém trazido aos estudos de diversos
grupos zoologicos que apresentam alta plasticidade fenotipica e diversidade criptica, propomos
a aplicagdo dessas metodologias na resolu¢do de problemas relacionados a taxonomia e
conservagao de fisideos, com enfoque nas espécies nativas da América do Sul. A presente tese

estéd estruturada em trés capitulos, apresentados a seguir:

Capitulo 1 — Avaliando os limites de espécies na familia de caramujos de agua doce
Physidae, usando métodos de delimitacio baseados em coalescéncia: nesse capitulo
propomos a aplicagdo de metodologias de delimitacdo de espécies de locus Unico (single e
multiple-GMYC, PTP e mPTP), para elucidar a diversidade oculta em physidae. As linhagens
cripticas apontadas poderdo guiar estudos morfologicos e taxondmico mais aprofundados
desses organismos. OBS: Artigo aceito para publicagdo no periddico Malacologia, com

publicacdo prevista para o volume 65, em dezembro de 2022.

Capitulo 2 — Desvendando a distribuicio geografica de Stenophysa marmorata e outras
espécies pouco conhecidas de Physidae (Gastropoda: Hygrophila) na América do Sul,
usando uma abordagem de busca intensiva de dados: empregando uma abordagem de busca
intensiva de dados, atualizamos o conhecimento sobre a distribui¢ao de espécies de fisideos
sul-americanos. Nos mapas de distribuicdo das espécies foram consideradas as camadas de
limites geopoliticos, de bacias e redes hidrologicas da América do Sul. Os resultados obtidos
indicaram a possibilidade de erros de identificacdo das espécies e a necessidade de acessar
novamente a distribuicdo dos fisideos sul-americanos utilizando critérios operacionais

alternativos para a delimitacao das espécies.



Capitulo 3 — Divergéncia de nicho como evidéncia de diversidade criptica em um
caramujo de agua doce amplamente distribuido na América do Sul: considerando as
incertezas sobre a aparente ampla distribuicao geografica de S. marmorata na América do Sul
e a ineficiéncia dos critérios operacionais existentes para reconhecimento da maioria das
espécies nominais de caramujos neotropicais da familia Physidae. Utilizamos a modelagem de
nicho ecologico como uma ferramenta para detectar nichos ecologicos divergentes entre oito

taxons (duas espécies nominais e sete espécies candidatas) de fisideos.
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1 INTRODUCAO GERAL

O CONCEITO DE ESPECIE E A PROBLEMATICA DOS CRITERIOS OPERACIONAIS

Durante muito tempo, diversos conceitos de espécie foram formulados, cada um
considerando diferentes caracteristicas bioldgicas dos organismos como critérios definidores da
espécie (DE QUEIROZ, 1998). Consequentemente, um mesmo grupo de organismos poderia
ou nao, ser considerado como uma espécie sob um ou mais dos diferentes conceitos adotados
(DE QUEIROZ, 1998, 2005a, 2005b, 2007).

Apesar das diferencas entre os diversos conceitos, todos eles tratam as espécies como
segmentos de linhagens (linha direta ancestral-descendente) de metapopulagdes evoluindo
separadamente. Essa unidade conceitual, forneceu a base para estabelecer um conceito
unificado de espécie (DE QUEIROZ, 1998, 2005a). Tal conceito ndo representa um novo
conceito de espécie, mas uma separagdo entre a definicdo primaria de espécie (linhagens
metapopulacionais em evolugdo separada) e os critérios operacionais (linhas de evidéncias)
comumente utilizados para delimita-las, ou seja, para diagnosticar a separagcdo das linhagens
(ex: isolamento reprodutivo, diferenciacdo de nicho, caracteres morfoldgicos, citogenéticos,
moleculares etc.) (DE QUEIROZ, 2007).

Com o estabelecimento de um conceito geral, propondo o fim das discussdes em torno
da defini¢ao dessa categoria taxondmica, as discussdes passaram a girar em torno da questao
metodoldgica sobre como delimitar as espécies, quantos e quais critérios operacionais
constituiriam evidéncias da separacdo das linhagens e como integrar as informagdes fornecidas

por diferentes métodos.

A DELIMITACAO MOLECULAR DE ESPECIES

O avango no desenvolvimento das técnicas de obtencdo e analise de DNA e a
disponibiliza¢ao de sequéncias moleculares em bancos de dados de acesso publico como o
GenBank (CLARK et al., 2016) propiciaram a inser¢ao, cada vez maior, de dados moleculares
em estudos taxondmicos, principalmente na identificacdo de linhagens cripticas, nas quais os
caracteres morfoldgicos sdo pouco divergentes (SITES & MARSHALL, 2004; KNOWLES &
CARSTENS, 2007; LEAVITT et al., 2015).
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Vérios métodos de delimitagdo molecular de espécies tém sido elaborados

possibilitando a analise de conjuntos de dados com um tnico marcador sequenciado (conjuntos
de dados de /ocus inico), com varios marcadores (conjuntos de dados de locus multiplo) e
também para conjunto de dados concatenados (FONTANETO et al., 2015). Os métodos de
locus Gnico sao eficientes na analise exploratoria de grupos pouco conhecidos, mas apresentam
limitagdes quando as linhagens apresentam divergéncia recente (KNOWLES & CARSTENS,
2007, DELLICOUR & FLOT, 2018). J& os métodos de locus multiplo tendem a fornecer
delimitagdes mais robustas pois combinam marcadores moleculares que apresentam diferentes
taxas evolutivas e estdo sujeitos a diferentes pressdes seletivas (ZHANG et al., 2011;
DELLICOUR & FLOT, 2018). Para alguns grupos de organismos ha situagdes em que as
abordagens de locus Ginico sdo a unica opcao disponivel, pois a maioria (ou todos) os dados
moleculares disponiveis nos bancos de dados podem ser oriundos sequenciamento de um unico
fragmento de gene, podendo-se aplicar apenas essas andlises.

A delimitacao preliminar de espécies putativas/candidatas também chamadas de OTUs
(Unidades Taxonomicas Operacionais), MOTUS (OTU molecular) (BLAXTER et al., 2005) ou
ESUs (Unidades Evolutivas Significativas) (RYDER, 1986; MORITZ, 1994) pode ser obtida
analisando dados de locus tinico de regides gendmicas adequadas, como a subunidade I do
citocromo c oxidase mitocondrial (o codigo de barras de DNA ou DNA Barcode) (HEBERT et
al., 2003). Esse processo acelera o desenvolvimento de trabalhos taxondmicos devido a
eficiéncia em reconhecer espécies putativas/candidatas e expor possiveis espécies cripticas,
diminuindo o risco de sinonimias (KEKKONEN & HERBERT, 2014).

Dentre os métodos de delimitagdo de espécies comumente utilizados destacam-se os
que sdo baseados em distancia genética como o ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery)
(PUILLANDRE et al., 2012) e o recentemente desenvolvido ASAP (Assemble Species by
Automatic partitioning) (PUILLANDRE et al., 2020). E os que sdo baseados em arvores
filogenéticas e coalescéncia como GMYC (General Mixed Yule-coalescent) de limite unico
(PONS et al., 2006) e multiplo (MONAGHAN et al., 2009) e o PTP (Poisson Tree Processes)
de limite unico (ZHANG et al., 2013) e mPTP (multiple Poisson Tree Processes) de limite
multiplo (KAPLI et al., 2017).

O método ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery) agrupa as sequéncias em
espécies hipotéticas com base na lacuna do cédigo de barras (barcode gap), que é o valor em
que a divergéncia entre organismos pertencentes a mesma espécie € menor que a divergéncia

entre organismos de espécies diferentes. A analise parte de uma distancia intraespecifica prévia
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maxima aproximada (P) determinada pelo usuario. O método entdo calcula e ranqueia a

distancia genética entre cada par de sequéncias, utilizando o primeiro pico detectado apds o
barcode fornecido pelo usuéario, como limiar para agrupar as sequéncias. Em seguida, sdo
realizadas mais rodadas de agrupamento aumentando o valor da lacuna dentro de um limite (X),
que ¢ a largura relativa do gap, também estabelecido pelo usudario, as rodadas se encerram
quando nao for mais possivel estabelecer novos agrupamentos (PUILLANDRE et al., 2012).

Recentemente, os mesmos autores do método ABGD, propuseram um novo método
denominado Assemble Species by Automatic Partitioning (ASAP), que supera as duas
principais limitacoes do ABGD: a necessidade de definir a priori a divergéncia maxima da
diversidade intraespecifica (P), e a auséncia de escores associados as particdes, o que deixava
a cargo do usuario a escolha da “melhor” parti¢ao resultante (PUILLANDRE et al., 2020). O
ASAP ¢ um algoritmo de agrupamento hierdrquico que mescla sucessivamente, as sequéncias
dos organismos em grupos, com base no ranqueamento das distdncias genéticas pareadas. Para
cada nova particdo, o ASAP calcula a probabilidade de panmixia (valor p) e a largura relativa
do intervalo do c6digo de barras (W). A pontuagdo ASAP ¢ a média das classificagdes de ambas
as métricas, quanto menor a pontuagdo, melhor a particdo (PUILLANDRE et al., 2020).

Os métodos de delimitagdo baseados em coalescéncia, combinam a teoria da
Coalescéncia de Kingman, que a partir de uma amostra rastreia os alelos de um gene que sao
compartilhados por todos os membros da populagdo, até chegar em uma tnica cdpia ancestral,
conhecida como ancestral comum mais recente (MRCA) (TAVARE et al., 1997). Com modelos
de diversificagdo para inferir o ponto de transi¢do entre a populacdo e os processos de nivel de
espécie em uma arvore de genes. Esses métodos sdo considerados mais objetivos na inferéncia
do limiar de delimitacdo, constituindo uma alternativa aos métodos de distancia que se baseiam
em limites arbitrarios de similaridade de sequéncias (BARRACLOUGH et al., 2009; TANG et
al., 2014).

Os métodos baseados em coalescéncia mais utilizados sao o GMYC e o PTP, em ambos
¢ necessario entrar com uma arvore filogenética que sera utilizada para estimar as taxas de
eventos de ramificacdo para inferir qual parte da arvore segue, mais provavelmente, um modelo
de especiacdo e qual parte segue um modelo de coalescéncia. A particdo de espécies ¢
encontrada maximizando a probabilidade de transi¢do entre essas duas taxas de ramificacdo
(KAPLI et al., 2017; MONAGHAN et al., 2009).

O método GMYC (General Mixed Yule-coalescent) (PONS et al., 2006) requer uma

arvore ultramétrica para analisar as diferengas entre a taxa de ramifica¢do intraespecifica,
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determinada pelo modelo de coalescéncia (KINGMAN, 1982) e a taxa de ramificagdo
interespecifica, determinada pelo modelo de especiacao (YULE, 1924). Assumindo como ponto
de transicdo aquele de maior verossimilhanga. O método em sua implementacdo inicial com
limiar Unico (single threshold) considera uma Unica transi¢cdo entre eventos de especiacao e
coalescéncia para toda a arvore filogenética (PONS et al., 2006). MONAGHAN et al. (2009)
implementaram ao método o limiar multiplo (multiple threshold) que reanalisa as espécies que
foram definidas no single threshold, considerando a possibilidade de variacdo da transi¢do
especiacao-coalescéncia ao longo da arvore. Nessa reandlise pode ocorrer divisdo ou fusdo de
espécies.

Apesar de ter se mostrado estavel sob ampla gama de circunstancias do conjunto de
dados, como a presenca de alto nimero de singletons (espécies representadas por apenas uma
sequéncia molecular), alto nimero de espécies amostradas e presenca lacunas na amostragem
intraespecifica (TALAVERA et al., 2013), o GMYC pode ser propenso a delimitagao excessiva,
particionando clados formados por haplotipos bem suportados em ESU’s distintas (linhagens
independentes) (MIRALLES & VENCES, 2013; HAMILTON et al., 2014; LEAVITT et al.,
2015).

O método PTP (Poisson Tree Processes) (ZHANG et al., 2013) modela em uma arvore
filogenética nao ultramétrica, a taxa de especiagdo a partir do numero de substitui¢des por sitio
nas sequéncias moleculares. Ele assume que a quantidade de substitui¢des entre as espécies é
maior que dentro das espécies, essa diferenca ¢ refletida no comprimento dos ramos. O método
em sua implementag¢ao inicial, assume apenas uma distribuicdo exponencial para os eventos de
especiacdo e de coalescéncia, para todas as espécies da filogenia. Uma das vantagens do PTP
sobre 0 GMYC ¢ o de evitar o processo computacionalmente intensivo e, potencialmente
propenso a erros de geragdo de arvores ultramétricas, requerido pelo GMYC (LEAVITT et al.,
2015).

Considerando que em alguns casos, apesar de a taxa de especiacdo ser constante entre
espécies relacionadas, a taxa de coalescéncia e a diversidade genética podem sofrer variagdes
significativas dentro das espécies, KAPLI et al. (2017) propuseram o multirate-PTP (mPTP)
que incorpora a divergéncia da diversidade genética intraespecifica, ajustando os eventos de
ramificag¢do de cada espécie delimitada a uma distribui¢do exponencial distinta. Além disso, o
mPTP trabalha com um algoritmo mais rapido que o do PTP, produzindo delimitagdes mais

precisas (BLAIR et al., 2017; THANOU et al., 2020).
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E importante ressaltar que a eficiéncia e as delimitagdes resultantes de cada método

podem variar dependendo das caracteristicas do conjunto de dados (nimero de amostras,
nimero de espécies, tamanhos de populacdes etc.) (BLAIR & BRYSON, 2017). Sendo
recomendavel a aplicagcdo conjunta e analise comparativa das delimitagdes apresentadas pelos
diferentes métodos, bem como a comparagao com resultados obtidos por outras abordagens
(morfoldgicas, ecoldgicas etc.) e/ou usando a mesma abordagem, porém outros marcadores
genéticos (DELLICOUR & FLOT, 2018; DUCASSE et al., 2020).

As metodologias de delimitagdo molecular de espécies vém sendo implementadas em
diversos estudos que visam a resolucao de incertezas taxondmicas, especialmente para taxons
com linhagens cripticas ou com muitas subespécies descritas, nos mais diversos grupos de
gastropodes (SAUER & HAUSDORF, 2012; FALNIOWSKI & SZAROWSKA, 2012;
RAZKIN et al., 2017; VINARSKI et al., 2017; NANTARAT et al., 2019; PILAR ¢t al., 2021;
ZHAO et al., 2020; YOUNG et al., 2021; KNUTSON & GOSLINER, 2022).

O USO DE MODELOS DE DISTRIBUICAO DE ESPECIES (MDE) NA DELIMITACAO DE
ESPECIES

Fontes adicionais de informagao como os dados de distribuicao geografica e os modelos
de nicho ecologico vem sendo utilizados na delimitagcdo de espécies, principalmente devido a
facilidade de acesso aos registros de ocorréncia (coordenadas geograficas do local de coleta dos
espécimes) disponiveis em acervos de colecdes de museus, em publicacdes cientificas e em
bases de dados de biodiversidade (GRAHAM et al., 2004; ELITH & LEATHWICK, 2007,
RISSLER & APODACA, 2007; SCHLICK-STEINER et al., 2010).

Os modelos de distribui¢ao de espécies (MDE) sao modelos empiricos, que relacionam
os dados de ocorréncia de uma espécie (coordenadas geograficas das localidades) com as
varidveis ambientais (varidveis preditoras) modelando quais sdo as condi¢des abidticas nas
quais as populagdes podem ser mantidas, determinando assim as chamadas areas de
adequabilidade da espécie que sdo projetadas no espaco geografico (GUISAN & THUILLER,
2005). Tais modelos tém sido amplamente empregados em estudos de conservagdo da
biodiversidade (ARAUJO et al., 2019) auxiliando na compreensio da agdo das mudangas
climaticas sobre a distribui¢ao futura das espécies (ARAUJ O etal., 2005; ANDERSON, 2013),
na estimativa das areas de expansdo de espécies invasoras (BROENNIMANN et al., 2007,

TINGLEY et al., 2014) e na determinag¢do de areas adicionais para amostragem em espécies
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com distribui¢do pouco conhecida (ARAUJO & PETERSON, 2012; GUISAN et al., 2013).

Além disso, os MDE possibilitam avaliar a diferenciagdo de nicho entre linhagens
putativas/espécies candidatas auxiliando na delimitagdao de espécies (SITES & MARSHALL,
2003; RAXWORTHY et al., 2007; RISSLER & APODACA, 2007; FLORIO et al., 2012).

No processo de especiacdo, o isolamento genético e ecoldgico entre duas populagdes
pode anteceder a diferenciagdo morfoldgica entre as linhagens, de modo que as diferencas nos
nichos ecologicos podem constituir barreiras causando isolamento reprodutivo entre os
individuos de uma populacgao, favorecendo o processo de especiacdo (WIENS, 2004; PYRON
et al., 2015). Diante disso, os MDE tém sido tuteis para comparar a adequabilidade de habitats
geradas nos MDE de diferentes espécies/ populacdes, verificando o grau de diferenciacao de
nicho entre elas e, auxiliando na delimitagdo de espécies (HEIDARI, 2019).

Para avaliacdo da diferenciacdo de nicho entre duas espécies/ linhagens, tém sido
empregadas métricas e testes de sobreposi¢do e identidade de nicho, baseados nos scores
gerados pelos MDE (WARREN et al., 2010). A sobreposi¢ao de nicho pode ser quantificada
usando duas métricas de similaridade de nicho introduzidas por WARREN et al. (2008): a
medida D de Schoener ¢ a medida I derivada da distancia de Hellinger, ambas as medidas
variam de 0 (quando ndo ha sobreposi¢cao das condi¢des ambientais previstas para as espécies)
a 1 (quando ocorre a sobreposigdo total). E importante ressaltar, que a diferenca entre as duas
esta no fato de a medida D assumir que uma premissa ecoldgica, considerando a abundancia
das espécies modeladas, o que ndo ocorre com a medida I (WARREN et al., 2010).

Os MDE tém servido como ferramenta para orientar a tomada de decisdes no ambito da
conservacdo e reduzir os déficits de conhecimento bioldgico, que podem causar grandes
problemas para a conservagdo da diversidade em moluscos gastropodes (CORDELLIER &
PFENNINGER, 2009; CORDELIER et al., 2012; VOGLER et al., 2013; RAZKIN et al., 2017;
HAURDOREF et al., 2021).

A IMPORTANCIA DAS INFORMACOES REUNIDAS EM BANCOS DE DADOS
BIOLOGICOS

Embora o desenvolvimento de catdlogos eletronicos do acervos de espécimes de
colecdes biologicas tenha comecado durante a década de 1970, o acesso as informagdes se
intensificou mais recentemente, com o estabelecimento das bases de dados acessiveis que

permitiram conectar varias cole¢des, como a base de dados internacional GBIF (Global
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Biodiversity Information Facility) e as nacionais SpeciesLink e SibBr (Sistema de Informacgao
sobre a Biodiversidade Brasileira) (GRAHAM et al., 2004; ROBERTSON et al., 2014).

As colecdes digitais de historia natural oferecem oportunidades de colaboragdo entre
disciplinas e instituicdes (MENEIKE et al., 2018). E, nos tltimos anos, estudos com abordagem
transdisciplinar utilizando os dados de colegdes bioldgicas (principalmente de museus e
herbarios publicos ou universitarios), tem expandido a compreensdo sobre como os fatores
ambientais, geograficos e ecoldgicos estdo envolvidos na distribuicdo da biodiversidade
(GRAHAM et al., 2004; WINSTON et al., 2007; WEN et al., 2015; MENEIKE et al., 2018).

Além dos bancos de dados de colecdes biologicas, outra importante fonte de informagao
para os estudos de diversidade ¢ encontrada nos bancos de dados moleculares de acesso publico,
como o GenBank, que ¢ um banco de dados abrangente contendo 15,3 trilhdes de pares de bases
de mais de 2,5 bilhdes de sequéncias de nucleotideos para 504.000 espécies formalmente
descritas (BENSON et al., 2013).

Assim, as informagdes depositadas em bases de dados de colegdes bioldgicas e
moleculares, constituem uma rica fonte de informagdes, que ao serem analisadas com novas
metodologias e ferramentas, possibilitam a visualizagdo e o preenchimento de lacunas no
conhecimento ecoldgico e taxondmico de muitos grupos de organismos, com otimizacdo de

tempo e de recursos financeiros.

A FAMILIA PHYSIDAE

Durante a maior parte dos dois ultimos séculos, a identificagdo e classificacao de
gastropodes de dgua doce restringia-se a analise de caracteres morfoldgicos, sendo a maioria
deles relacionada aos aspectos da concha (PEREZ & MINTON, 2008). Essa abordagem
taxondmica tradicional acarretou alguns problemas na delimitagdo das espécies em virtude da
grande plasticidade fenotipica das conchas, dificultando a detec¢do de espécies cripticas
(HELLER et al., 2005; HOLOMUZKI & BIGGS, 2006; HERSHLER et al., 2007; PEREZ &
MINTON, 2008).

Recentemente, o reconhecimento da ampla presenca de espécies cripticas de
gastropodes pulmonados tem revelado a necessidade de obtengdo de material para estudos
taxondmicos, visando a caracterizagao morfoldgica mais detalhada das espécies (PARAENSE,
1986, 1995; PARAENSE & POINTIER, 2003) e confirmagdo da identidade especifica através
da utilizagao de marcadores moleculares (VELASQUEZ et al., 2002; VIDIGAL et al., 2002;
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CALDEIRA et al., 2004; AGUIAR-SILVA et al., 2014). Tais abordagens t€m possibilitado a

redescricdo de espécies originalmente caracterizadas com base na morfologia da concha
(PARAENSE & POINTIER, 2003; GATES et al., 2013) e descrigdes de espécies novas
(VELASQUEZ et al., 2002), mesmo em localidades amplamente estudadas, cuja fauna de
moluscos era considerada definitivamente conhecida (WETHINGTON et al., 2009).

A familia Physidae (Fitzinger, 1833) retine gastropodes pulmonados dulcicolas
caracterizados morfologicamente por apresentarem concha sinistrogira com espira alta, radula
com fileiras de dentes em forma de V, mandibula simples sem processo lateral, auséncia de
hemoglobina e pseudobranquia, além disso a maioria das espécies possui a borda do manto
extensa, podendo cobrir a concha parcialmente (WETHINGTON & LYDEARD, 2007). Esses
gastropodes apresentam distribuicao holartica que se estende pela América Central e do Sul,
mas com diversidade centrada na América do norte (TAYLOR, 2003; WETHINGTON &
LYDEARD, 2007).

Desde o séc. XIX surgiram diversas propostas de classificacao taxonomica de Physidae,
a maioria delas embasadas em caracteres morfoanatdmicos (concha e complexo peniano).
WALKER (1918) estabeleceu dois géneros para a familia Aplexa ¢ Physa. Com Aplexa
diferenciando-se de Physa por possuir concha alongada e auséncia de digita¢cdes no manto. E,
também estabeleceu dois géneros em Physa, Costatella, caracterizado por apresentar concha
com estriagdes longitudinais e Physa s.s. (stricto senso) com auséncia de estriagdoes. BAKER
(1928) baseando-se nas diferengas em caracteristicas do manto entre as espécies europeias e
norte-americanas, estabeleceu os géneros Physella e Physa. Em Physella alocou todos os
fisideos norte-americanos e, baseado na morfologia do complexo peniano e em caracteristicas
da concha e columela, estabeleceu os subgéneros, Physella s.s € Physodon. Ja em Physa alocou
todos os fisideos europeus. THIELE (1931-1935) E ZILCH (1959-1960) reconheceram apenas
os dois géneros mais antigos na familia Aplexa e Physa. Aplexa contendo os subgéneros Aplexa
s.s e Stenophysa e, Physa contendo com os subgéneros: Physa s.s, Alampetista, Costatella e
Petrophysa. STAROBAGATOV (1967) dividiu Physidae nas subfamilas Aplexinae e Physinae.

TE (1978) examinou 85 taxons de fisideos (78 espécies nominais € sete que
representavam populagdes que ele considerou como unicas) e estabeleceu agrupamentos
primdrios baseando-se quase que exclusivamente em caracteres do complexo peniano. O grupo
Aplexa caracterizado por apresentar complexo peniano do “tipo Aplexa” (com 6 variagdes), o
grupo fontinalis caracterizado por apresentar complexo peniano “Physa tipo-a” (sem variagdes),

0 grupo gyrina caracterizado por apresentar complexo peniano “Physa tipo-b” (com 5
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variagdes), o grupo acuta caracterizado por apresentar complexo peniano “Physa tipo-c” (com
4 variagoes) e o grupo cubensis caracterizado por apresentar complexo peniano “Physa tipo-bc”
(com 3 variagdes). Ainda, o autor estabeleceu um sistema de classificagdo fenética com
Physidae apresentando as subfamilias: Aplexinae, contendo os géneros Aplexa e Stenophysa e
Physinae, contendo os géneros Physa e Physella, esse Gltimo com os subgéneros Physella,
Petrophysa, Costatella, Alampetista e Costatella). Posteriormente, Burch e Totenham (1980)
e Burch (1988) adotaram a classificacao de Te (1978) em guias de identificacdo de caramujos
limnicos da América do Norte.

TAYLOR (2003) estabeleceu um sistema de classificacdo considerando apenas a
morfologia do complexo peniano. Ele considerou que as mudangas no complexo peniano
seriam progressivas e classificou a familia em grados e clados baseados no fato de o grupo
possuir caracteristicas primitivas ou especializadas. Assim, Taylor considerou que Physidae
seria formada por duas subfamilias (Aplexinae e Physinae) subdivididas em tribos e, estas
seriam divididas em géneros muitos deles descritos no trabalho. Em seu trabalho, Taylor
apresentou uma proposta de filogenia para a familia, que era um diagrama dicotdmico, mas nao
um cladograma.

As relagdes evolutivas dentro de Physidae foram investigadas usando métodos
filogenéticos modernos, no trabalho de WETHINGTON & LYDEARD (2007). Esses autores
investigaram as relagdes evolutivas dentro de Physidae através da analise da por¢do dos genes
mitocondriais 16S rRNA e COI de representantes dos seis grupos morfoldgicos estabelecidos
por TE (1978). A filogenia molecular suportou a monofilia de Physidae, a qual havia sido
presumida previamente na combinacao de caracteres anatdomicos (borda do manto, mandibula
e radula) e, também, suportou os 6 grupos morfologicos baseados na morfologia do complexo
peniano estabelecidos por Te. Os autores também verificaram que o nimero de espécies de
fisideos na América do Norte tem sido superestimado, pois das 28 espécies nominais incluidas
nas analises, 12 representavam linhagens filogenéticas independentes e, uma linhagem
representava uma nova espécie.

A partir de entdo, varios estudos empregando o uso de ferramentas moleculares tem
propiciado o esclarecimento de diversas questdes envolvendo a diversidade dos fisideos.
WETHINGTON et al. (2009) objetivando caracterizar genética e morfologicamente os fisideos
da Carolina do Sul (EUA), descobriram uma nova espécie, Physa carolinae Wethington, Wise
& Dillon, 2009, que era criptica e frequentemente identificada como P. acuta. GATES et al.

(2013), integrando morfologia tradicional e técnicas moleculares, validaram a identidade
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taxondmica de Physa natricina Taylor, 1988, ameacada de extingao, que havia sido considerada
sindnimo junior de P. acuta. LYDEARD et al. (2016) verificaram através da analise integrada
de dados do registro fossil, morfologia tradicional e sequenciamento genético (genes
mitocondriais16S, rDNA e COI), que a espécie mundialmente distribuida Physella acuta
(Draparnaud, 1805), considerada nativa da Europa, € na verdade nativa da América do Norte.

YOUNG et al. (2021), empregaram métodos de delimitagdao de espécies de 16cus tnico
(mPTP, ASAP e SPN) para resolver a incertezas sobre a diversidade de fisideos da subfamilia
Physinae na América do Norte. Os resultados indicaram 18 espécies candidatas, revelando
diversidade criptica dentro de taxons reconhecidos e falta de suporte para outros tdxons
nomeados. Além disso, a delimitacdo de espécies de um Unico loco foi um primeiro passo
efetivo para entender a diversidade e distribuicdo de espécies em Physinae e para orientar
futuras investigacdes de amostragem e analises de hipdteses de espécies.

Neste cenario, em que a taxonomia da familia Physidae tem sido frequentemente
debatida e, considerando as elucidagdes que as ferramentas e analises de dados moleculares,
ecoldgicos e de distribuicao geografica, disponibilizados por diversas base de dados biologicos,
tém trazido aos estudos de diversos grupos zooldgicos, incluindo os fisideos da América do
Norte e, propomos aqui a aplicagdo dessas metodologias na resolucdo de problemas
relacionados a taxonomia e conservagdo de fisideos, com enfoque nas espécies nativas da

América do Sul.
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2 CAPITULO 1: AVALIANDO OS LIMITES DE ESPECIES NA FAMILIA DE

CARAMUJOS DE AGUA DOCE PHYSIDAE, USANDO METODOS DE
DELIMITACAO BASEADOS EM COALESCENCIA

2.1 RESUMO

Um problema comum a varias familias de caramujos de agua doce ¢ o fato de que, para alguns
géneros, os critérios de delimitacdo das espécies sdo escassos, sujeitos a variagdes
intraespecificas e ontogenéticas ou insuficientemente discretos para permitir uma clara
distin¢do entre as espécies. Para esses géneros, o uso de abordagens moleculares ¢ decisivo no
reconhecimento de espécies validas. Aqui, aplicamos métodos baseados em coalescéncia para
delimitar unidades evolutivas significativas (ESUs) em Physidae, uma familia de caramujos de
agua doce que apresenta diversos problemas relacionados ao reconhecimento dos limites das
espécies. Foram utilizadas 496 sequéncias do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade
I (COI) disponiveis no GenBank, atribuidas a seis géneros e 25 espécies nominais, ¢ aplicados
os métodos GMYC (General Mixed Yule-Coalescent) com dois critérios (single-threshold e
multiple-threshold), PTP (Poisson Tree Process) e mPTP (multi-rate Tree Poisson Process). O
método que apresentou melhor desempenho foi o mPTP. Esse método apresentou a maior
frequéncia de recuperagao de espécies taxondmicas e delimitou menos ESUs (25 ESUs de um
conjunto de dados atribuido a 25 espécies nominais). O uso de métodos de delimitacao baseados
em coalescéncia permitiu abordar importantes questdes taxondmicas, abrindo novos caminhos
para futuras pesquisas na area. Os resultados mostraram que os critérios operacionais
morfologicos usados para delimitar varias espécies validas estdo dentro dos limites da
variabilidade intraespecifica, demonstrando inflagdo taxondmica dentro desta familia. Nossos
resultados demonstraram, ainda, a presenga de diversidade criptica sob as espécies nominais
Physella acuta (Draparnaud, 1805), Beringophysa jennessi (Dall, 1919), Physella pomilia
(Conrado, 1834) e Physella gyrina (Say, 1821).
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2.2 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o campo da taxonomia passou por profundas mudancgas
impulsionadas pelo refinamento das metodologias baseadas na biologia molecular, juntamente
com a aceleragdo da perda de biodiversidade e a necessidade urgente de estratégias de tomada
de decisdo relacionadas a conservacdo das espécies (DAYRAT, 2005; PEREZ & MINTON,
2008; PADIAL et al., 2009, 2010). Essa tendéncia foi amplamente baseada na percepgao de que
os taxonomistas deveriam ser capazes de reconhecer a real diversidade das espécies por meio
da identificacdo de linhagens evolutivas independentes (RANNALA, 2015), o que acabou
exigindo o aprimoramento dos métodos de delimitacdo (CARSTENS et al., 2013; FUIISAWA
& BARRACLOUGH, 2013; ZHANG et al., 2013).

Em consonancia com essas mudangas conceituais, observamos na malacologia de agua
doce o uso crescente da taxonomia molecular e a busca por abordagens integrativas na tarefa
de delimitacdao das espécies (DILLON & WETHINGTON, 2004; PIP & FRANCK, 2008;
WETHINGTON et al., 2009; CORREA et al., 2011; BARGUES et al., 2012; WETHINGTON
et al., 2012; GATES et al., 2013; STANDLEY et al., 2013; GREGORIC & de LUCIA, 2016;
VINARSKI et al., 2016; CAMPBELL et al., 2017; PALASIO et al., 2017; AKSENOVA et al.,
2018; SCHINIEBS et al., 2018; COLLADO et al., 2019, 2020; ALDA et al., 2020; ARIAS et
al., 2020; VERHAEGEN & HAASE, 2021). Critérios de delimitagdo baseados em evidéncias
moleculares sdo usados principalmente nos casos em que as espécies nao sao morfologicamente
discretas ou claramente reconheciveis (BARGUES & MAS-COMA, 1997; PIP & FRANCK,
2008; PEPE et al., 2009; WETHINGTON et al., 2009; CORREA et al., 2011; GATES et al.,
2013; STANDLEY et al., 2013; PALASIO et al., 2017; AKSENOVA et al., 2018; EBBS et al.,
2018; SCHNIEBS et al., 2018; PALASIO et al., 2019; ALDA et al., 2020).

A identificagdo de diferentes linhagens genéticas tem resultado na deteccao de espécies
cripticas (WETHINGTON et al., 2009; STANDLEY et al., 2013; CAMPBELL et al., 2017;
AKSENOVA et al., 2018) e validacdo de espécies previamente sinonimizadas com base na
morfologia (GATES et al., 2013); por outro lado, o uso dessa abordagem também tem resultado
na diminui¢do do numero de espécies nominais aceitas (WETHINGTON & GURALNICK,
2004; DILLON & WETHINGTON, 2006; WETHINGTON & LYDEARD, 2007; ALBRECHT
et al., 2009; AKSENOVA et al., 2017; VINARSKI et al., 2020). Isso demonstra que o uso do

conceito filogenético de espécie ndo resulta necessariamente em inflagdo taxondmica, como
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discutido por alguns autores (ISAAC et al., 2004) mas, pelo contrario, pode representar uma
forma de resolver essa questao (KNAPP et al., 2005; TENORIO et al., 2020).

A andlise fornecida por VINARSKI (2018) mostra que, antigamente, os critérios
diagnosticos para a identificagdo de espécies de caramujos de dgua doce eram puramente
conquiliologicos. Com o tempo, as espécies foram revisitadas e os dados acumulados sobre a
anatomia das partes moles permitiram a revisao da validade das espécies, a descricdo de novas
espécies e a redefinicdo dos sistemas de classificagdo (MIQUEL, 1986; PARAENSE, 1986,
1987; PARAENSE & POINTIER, 2003; TAYLOR, 2003; AKSENOVA et al., 2018). No
entanto, uma parte consideravel das espécies nominais de caramujos de dgua doce ainda sao
conhecidas apenas por caracteristicas da concha (HAYES et al., 2015; VINARSKI, 2018),
tornando sua validade questionavel.

Os estudos de taxonomia molecular e taxonomia integrativa de caramujos de agua doce
sdo principalmente restritos a algumas familias de Hygrophila, particularmente aquelas familias
de importancia médica: Acroloxidae (SHIROKAYA et al., 2012); Chilinidae (GREGORIC et
al.,, 2014; GREGORIC & de LUCIA, 2016); Lymnaeidae (PFENNINGER et al., 2006;
BARGUES et al., 2011; CORREA et al., 2011; SCHNIEBS et al., 2011, 2013; STANDLEY et
al., 2013; PUJADAS et al., 2015; DAR et al., 2016; VINARSKI et al., 2016; AKSENOVA et
al., 2017, 2018; MORNINGSTAR et al., 2018; ALDA et al., 2020; OHARI et al., 2020;
PEREIRA et al., 2020); Planorbidac (ESTRADA et al., 2006; PLAM et al., 2008; CALDEIRA
et al., 2009, 2016; COLLADO & MENDEZ, 2012; PALASIO et al., 2017,2019; HABIB et al.,
2018; OHLWEILER et al., 2020) e Physidae (WETHINGTON et al., 2009; GATES et al., 2013;
NG et al., 2015; LYDEARD et al., 2016; COLLADO et al., 2020). A busca por sequéncias de
nucleotideos em bancos de dados evidencia essa assimetria [ex.: Planorbidae (450.960
sequéncias recuperadas do GenBank e 2.681 sequéncias do Bold Barcode); Lymnaeidae
(13.572 e 3.595); Physidae (3.391 e 911); Acroloxidae (354 e 122); Chilinidae (44 e 10) e
Latiidae (9 e 0); dados pesquisados em 3 de margo de 2021].

Um problema comum a varias familias de caramujos de dgua doce ¢ o fato de que, para

alguns géneros, os critérios conquiliolégicos e anatdomicos potencialmente Uteis para a

delimitagdo das espécies sdo escassos, sujeitos a variagdes intraespecificas e ontogenéticas ou
insuficientemente discretos para permitir uma distin¢do clara entre as espécies (BARGUES &
MAS-COMA, 1997; BERAN, 2004; SORENSEN et al., 2005; DILLON & WETHINGTON,
2006; CORREA et al., 2010,2011; BARGUES et al., 2011; GATES et al., 2013; VINARSKI et
al., 2017a; AKSENOVA et al., 2019; PEREIRA et al., 2020). Assim, para esses géneros, 0 uso
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de abordagens moleculares ¢ um fator decisivo no reconhecimento e validacao de espécies
(DILLON & WETHINGTON, 2006; WETHINGTON et al., 2009; GATES et al., 2013; ALDA
et al., 2020). Considerando os niveis taxondmicos supra especificos, as evidéncias moleculares
tém permitido a reconfiguracdo dos sistemas de classifica¢do, a partir do reconhecimento da
monofilia dos taxons (BARGUES & MAS-COMA, 1997, WETHINGTON & LYDEARD,
2007; CORREA et al., 2010; VINARSKI et al., 2011; BARGUES et al., 2012; CAMPBELL et
al., 2017; AKSENOVA et al., 2018; SAITO et al., 2018; SAADI et al., 2020).

Physidae ¢ uma familia de caracois de dgua doce cuja distribuicdo € principalmente
holartica, estendendo-se ao sul até a América Central ¢ América do Sul (TAYLOR, 2003;
WETHINGTON & LYDEARD, 2007; NG et al., 2015). Os principais sistemas de classificacao
propostos para essa familia foram baseados em dados morfoldgicos (WALKER, 1918; TE, 1980;
BURCH, 1982; TAYLOR, 2003). E a histéria taxondmica da familia mostra uma multiplicidade
de subespécies, cujas descrigdes sdo baseadas em diferencas sutis na coloragdo da concha,
transparéncia, espessura, dentre outras caracteristicas (TAYLOR, 2003).

Ha ainda um nivel consideravel de subjetividade no reconhecimento dos limites entre
as espécies de fisideos. Historicamente, at¢ mesmo a informagdo sobre o local de coleta,
comparada com a distribui¢dao geografica da espécie, tem sido utilizada como tnico critério de
identificacao (SAY, 1821; CLENCH, 1925; TURNER & CLENCH, 1974), desconsiderando,
por exemplo, o potencial invasivo de algumas espécies de fisideos (BERAN, 2004; BONY et
al., 2008; ALBRECHT et al., 2009; NG et al., 2018; TRIPATHY & SAJAN, 2018; COLLADO
et al., 2020).

Assim, os impactos da abordagem molecular aplicada aos estudos sobre fisideos estdo
principalmente relacionados a delimitagdo das espécies (WETHINGTON & LYDEARD, 2007;
PIP & FRANCK, 2008; ALBRECHT et al., 2009; WETHINGTON et al., 2009; GATES et al.,
2013; GUSTAFSON et al., 2014; NG et al., 2015; COLLADO, 2017; EBBS et al., 2018;
COLLADO et al., 2020). Os resultados desses estudos mostram tanto a superestimac¢do do
nimero de espécies quanto a presenca de espécies que sdo irreconheciveis quando apenas
critérios morfoldgicos sdo aplicados (espécies cripticas). Os resultados dos estudos moleculares
disponiveis para Physidae também sugerem a simplificagdo da classificagao taxonomica nessa
familia (WETHINGTON & LYDEARD, 2007; PIP & FRANCK, 2008), através da reducao dos
géneros validos (WETHINGTON & LYDEARD, 2007).

Os métodos de delimitagdo molecular mais utilizados nas tltimas décadas sao baseados

na distancia genética (KAPLI et al., 2017); sendo o principal exemplo o DNA barcoding. No
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entanto, sua eficacia na delimitagcdo de espécies tem sido questionada (MORITZ & CICERO,

2004; MEYER & PAULAY, 2005; PILGRIM et al., 2011). As principais criticas estao
relacionadas a baixa precisdo do marcador de DNA mitocondrial (COI) em detectar os limites
entre a variabilidade intra e interespecifica em espécies com divergéncia recente (MEYER &
PAULAY, 2005); a dificuldade de conhecer a variabilidade morfologica, comportamental e
ecologica das espécies, que passam a ser reconhecidas unicamente por conjuntos de sequéncias
de DNA (BLAXTER, 2004) e, a grande quantidade de parafilias e polifilias recuperadas, devido
ao uso de genes mitocondriais, somente (FUNK & OMLAND, 2003).

Nas ultimas décadas, o aprimoramento das bases teodricas e técnicas dos métodos de
delimitacdo de espécies resultou no desenvolvimento de algoritmos que superaram as
limitagcdes dos métodos baseados em distancia genética (FUIISAWA & BARRACLOUGH,
2013; ZHANG et al., 2013; RANNALA, 2015; KAPLI et al., 2017, LUKHTANOYV, 2019). O
uso de métodos de delimitagdo de locus tinico, como 0 GMYC e o PTP e suas implementagdes,
tem ajudado a abordar diversas questdes relacionadas a taxonomia em estudos sobre
gastropodes, como a reavaliagdo de grupos com morfologia ambigua (ZHAO et al., 2020), a
corroboragdo ou rejeicdo de hipdteses sobre endemismo (VINARSKI et al., 2017a) e a
investigagdo de polimorfismos (PREVOT et al., 2013). Esses métodos tém sido frequentemente
mais “lumping” do que os sistemas taxondmicos atuais, dependendo das caracteristicas do
conjunto de dados e da historia evolutiva do grupo taxonémico abordado (LINSCOTT et al.,
2020; ZAHARIAS et al., 2020; ZHAO et al., 2020). Alternativamente, esses métodos também
tém sido usados de forma exploratéria, sugerindo varias espécies putativas (PREVOT et al.,
2013; MODICA et al., 2014; PUILLANDRE et al., 2017; ABDELKRIM et al., 2018).

Considerando algumas caracteristicas da familia Physidae, como a presenca de espécies
com ampla distribuicao geografica devido a introdugdo em 4areas nao nativas (ANDERSON,
2003; BONY et al., 2008; LYDEARD et al., 2016; VINARSKI, 2017b; EBBS et al., 2018;
LAWTON et al., 2018; NG et al., 2018); um numero significativo de espécies que nao foram
validadas por meio de dados anatdomicos e moleculares (TAYLOR, 2003; WETHINGTON &
GURALNICK, 2004); a presenca de plasticidade ecofenotipica (BRITTON & MCMAHON,
2004; GUSTAFSON et al., 2014; DILLON & JACQUEMIN, 2015); a historia da
superestimacdo da diversidade nominal (DILLON et al., 2002, 2005; PARAENSE &
POINTIER, 2003; WETHINGTON & GURALNICK, 2004; WETHINGTON & LYDEARD,
2007; LYDEARD et al., 2016); e a disponibilidade de um grande niimero de sequéncias de
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DNA em bancos de dados publicos (GenBank), essa familia pode ser considerada uma
candidata adequada para o uso de métodos computacionais de delimitagcdo de espécies.

No presente estudo, aplicamos métodos de delimitagdo baseados em coalescéncia a
representantes da familia Physidae. Tal abordagem nos possibilitou levantar algumas questdes
taxondmicas importantes, mostrando novos caminhos para futuras pesquisas taxondmicas.
Nossos resultados mostraram que os critérios operacionais morfoldgicos utilizados para
delimitar varias espécies validas, caem nos limites da variabilidade intraespecifica,
evidenciando a presenca de inflacdo taxondmica dentro da familia. Também evidenciamos a
presenca de diversidade criptica nas espécies nominais Physella acuta (Draparnaud, 1805),
Beringophysa jennessi (Dall, 1919), Physella pomilia (Conrad, 1834) e Physella gyrina (Say,
1821).

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Composicao do conjunto de dados e reconstrucao filogenética

A reconstrucao filogenética foi realizada usando um conjunto de dados contendo 496
sequéncias do gene citocromo oxidase subunidade I (COI) de representantes de seis géneros e
25 espécies nominais de Physidae disponiveis no GenBank (BENSON et al., 2015) em
abril/2019 (Apéndice A). Sequéncias de Pseudosuccinea collumela (Say, 1817) (Hygrophila:
Lymnaeidae) foram incluidas como grupo externo.

Optamos por incluir apenas as sequéncias do gene COI do DNAmt no conjunto de dados
porque elas representam 71,3% das sequéncias disponiveis no GenBank, enquanto outros
marcadores representaram apenas 0,18—16,79% das sequéncias existentes. As sequéncias do
gene COI do DNAmt também foram taxonomicamente mais inclusivas em comparag@o com os
outros marcadores. Além disso, o uso de um unico marcador de DNA possibilita acessar um
conjunto maior de linhagens sequenciadas disponiveis em bancos de dados publicos e,
empregar métodos de analise de l6cus Unico, que sdo computacionalmente menos exigentes,
apresentam bom desempenho em grandes conjuntos de dados e, sdo particularmente
importantes em estudos de estimativa de diversidade em familias e niveis taxonomicos

superiores.
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Analisamos a saturacao de substituicdes das sequéncias, com o software DAMBE, um
programa do Windows com uma variedade de métodos analiticos para andlise de sequéncia
molecular (XIA & LEMAY, 2009), que apontou pouca saturacao e suficiéncia de informagdes
filogenéticas nas sequéncias incluidas no conjunto de dados.

As sequéncias foram alinhadas no MAFFT (KATOH et al., 2017) com as configuracdes
default e depois inspecionadas visualmente. Apds a remogao de posi¢des mal alinhadas pelo
Gblocks (TALAVERA & CASTRESANA, 2007), obteve-se uma matriz com 657 pb. A
filogenia foi conduzida sob uma estrutura de maxima verossimilhanga (ML). A topologia ML
foi inferida via RAXML (STAMATAKIS, 2014), usando o modelo JC +1 (JUKES & CANTOR,
1969), esse modelo foi escolhido por ser o melhor modelo de substituicdo no JModelTest,
implementado no MEGA7 (KUMAR et al., 2016). O suporte do clado foi determinado com o

critério de convergéncia bootstrap do RAXML com 1.000 pseudo-réplicas.

2.3.2 Métodos computacionais de delimitacio de espécies

Como a maioria das sequéncias disponiveis para Physidae se refere ao gene COI,
utilizamos metodologias que mostraram bom desempenho e rapidez na delimitacdo de espécies
com base nas informag¢des de um tnico locus: 0 GMYC (General mixed Yule-coalescent) com
dois critérios (single-threshold e multiple-threshold), PTP (Poisson tree process) ¢ mPTP
(multi-rate Tree Poisson Process). Esses métodos sdo baseados no conceito filogenético de
espécie (FSC) e definem espécie como um grupo de organismos com padrdes de ancestralidade
e descendéncia que diferem de outros grupos (ELDREDGE & CRACRAFT, 1980). Em
consonancia com essa premissa, algoritmos desenvolvidos recentemente, utilizam modelos
baseados em coalescéncia como base tedrica para inferir mudangas intraespecificas nas
linhagens (KINGMAN, 1982). De acordo com esses modelos, as linhagens existentes, que sao
filogeneticamente relacionadas, coalescem a um ancestral comum mais recente, em um
determinado periodo. Esses métodos aplicam a teoria da coalescéncia para detectar diferencas
significativas entre as relagdes recuperadas, dentro e entre as espécies, inferindo em uma arvore
filogenética, o ponto de transi¢do entre 0s processos intraespecificos € 0s processos
interespecificos, fornecendo limites de divergéncia especificos aos clados, para delimitar as
unidades evolutivas significativas (ESUs) (FUIISAWA & BARRACLOUGH, 2013; ZHANG
etal., 2013; KAPLI et al., 2017).
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O algoritmo GMYC ¢ baseado no critério de maxima verossimilhanca e requer uma
arvore ultramétrica para o processo de delimitagdo. Esse método identifica linhagens evolutivas
assumindo uma transicao entre os padrdes de ramificacdo dentro das linhagens, refletidos pelo
processo de coalescéncia (KINGMAN, 1982) e, os padrdes de ramificacdo entre linhagens,
refletidos pelo processo de especiacao (YULE, 1924). Em seguida, ele explora a diferenca na
taxa de ramificacdo sob esses dois modelos evolutivos, acessando o ponto de transi¢cao de maior
verossimilhanga. Além disso, o algoritmo implementa dois métodos, o single threshold, que
considera que a mudanca entre eventos de especiagdo e coalescéncia € unica; e o multiple
threshold, onde a transicdo especiagao-coalescéncia varia ao longo da arvore filogenética
(MONAGHAN et al., 2009). As estimativas de tempo de divergéncia para obtengdo da arvore
ultramétrica, exigidas pelo GMYC, foram realizadas no programa RelTime (TAMURA et al.,
2012) a partir da filogenia estimada por maxima verossimilhanga, descrita anteriormente. Esse
programa utiliza um algoritmo que calcula o tempo de divergéncia relativo, sem exigir
informacgoes temporais. As andlises do GMYC foram realizadas no ambiente R (R CORE
TEAM 2017) com o pacote SPLITS (http://r-forge.r-project.org/projects/splits).

O algoritmo PTP também ¢ baseado na teoria da coalescéncia e visa encontrar diferengas
significativas entre as relagdes reconstruidas entre e dentro das espécies, refletidas pelo
comprimento dos ramos na topologia, mas nao precisa de uma arvore ultramétrica para o
processo de delimitagdo. Assim, o comprimento do ramo representa o nimero médio esperado
de substituigdes por sitio, ou seja, o nimero de substituigdes que entre as espécies € maior do
que o niumero de substitui¢des dentro das espécies (ZHANG et al., 2013). A principal melhoria
no mPTP, em comparacdao com o PTP, € o ajuste das divergéncias intraespecificas as distintas
distribuicdes exponenciais implementadas pelo mPTP. Isso torna esse método mais flexivel e
ajustavel as caracteristicas especificas da amostragem (ex.: amostragem desigual com espécies
altamente amostradas em um local e espécies amostradas em varios locais) e das populacdes
(numero de espécies, numero de sequéncias por espécie e divergéncia de nucleotideos)
(ZHANG et al., 2013; KAPLI et al., 2017). Os métodos PTP e mPTP foram empregados a partir
da filogenia enraizada estimada por maxima verossimilhanga, descrita anteriormente. Ambos
os métodos foram implementados no Webservice mPTP (http://mptp.h-its.org/#/tree), usando
as configuracdes default. O grupo externo foi removido antes de todas as andlises.

Para verificar as distancias genéticas intra e interespecificas para as ESUs delimitadas
por cada método, calculamos a matriz de distdncia usando o modelo Kimura-2-pardmetros.

Consideramos como limiar de distancia interespecifica o valor de 5% conforme definido por
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YOUNG et al. (2021) para Physidae. A analise foi realizada no MEGA 11 (TAMURA et al.,

2021).

2.4 RESULTADOS

O desempenho dos métodos de delimitagao empregados € apresentado nas Tabelas 1 e

Tabela 1 - Desempenho dos métodos usados para delimitagdo das Unidades Evolutivas Significativas
(ESUs), baseado na quantidade de ESUs, porcentagem de espécies taxondomicas recuperadas (RST) e
numero de casos splitters, lumpers ¢ macthes entre a taxonomia tradicional e as ESUs delimitadas.
*Match = gupo formado por espécies concordantes com a classificagdo taxondémica. * Lumper = grupo
formado por mais de uma espécie taxonomica. *Splitter = grupo formado quando espécies definidas
taxonomicamente foram recuperadas em diferentes ESUs.

Algoritmos ESUs | RST % | Match* | Splitter* |Lumper*
PTP 35 0 6 10 9
mPTP 25 0 7 6 12
GMYC-single 131 0 6 17
GMYC-muliple 189 0 2 19 4

As matrizes de distancia genética geradas para cada método de delimitagdo mostraram

que, das 300 combinagdes pareadas de ESUs do mPTP, apenas seis (2%) [ou seja, ESU 3 - ESU
4 (4,82%); ESU 8 - ESU 7 (3,98%); ESU 9 - ESU 8 (3,51%); ESU 15 - ESU 16 (3,97%); ESU
15 - ESU 17 (4,08%); ESU 16 - ESU 17 (0,20%)] apresentaram distancias interespecificas <

5%, demonstrando que as distdncias genéticas observadas entre a maioria das combinagdes

pareadas de ESUs (98%) podem ser interpretadas como limites interespecificos € ndo como

variabilidade intraespecifica. Além disso, a variagdo intraespecifica foi < 5% (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distancia intraespecifica e suporte bootstrap (BS) das unidades evolutivas significativas
(ESUs) delimitadas pelo mPTP. A distancia intraespecifica ¢ baseada no modelo Kimura-2-parametros;
um traco indica que a ESU foi representada por uma tinica sequéncia ou espécime.

ESU Intraspecific Distance BS ESU Intraspecific Distance BS
1 0.15% 100 14 0.77% 100
2 0.33% 100 15 - 46
3 2.02% 61 16 0.10% 46
4 0.17% 98 17 0 97
5 4.97% 100 18 0 100
6 1.73% 97 19 0.82% 100
7 - 92 20 1.18% 99
8 0.27% 89 21 2.55% 83
9 0.75% 79 22 - 30
10 1.06% 100 23 - 90
1 - 94 24 - 80
12 3.50% 77 25 1.93% 74
13 0.54% 100

Da mesma forma, das 595 combinagdes pareadas de ESUs do PTP, 28 (4,7%)
apresentaram distancia interespecifica < 5%, também demonstrando forte suporte para a
maioria das ESUs delimitadas por este método e os correspondentes resultados taxondmicos
relativos aos limites das espécies.

Das 8.256 combinagcdes parecadas de ESUs do GMYC-single, 2.464 (29,84%)
apresentaram distancias interespecificas < 5%. Similarmente, para o GMYC-multiple,
observamos que das 17.766 combinag¢des pareadas, 4.516 (25,41%) apresentaram distancia <
5%.

As sequéncias agrupadas em oito ESUs delimitadas pelo mPTP com altos valores de
suporte (BS > 85) e distancias genéticas > 5% foram divididas em vérias ESUs pelos outros
métodos. Essas ESUs resultantes mostraram distancias genéticas que se enquadraram nos
limites intraespecificos, conforme descrito a seguir. A ESU 1 (BS: 100; distancia: 0,15%) do
mPTP (idéntica a ESU 1 do PTP) foi delimitada como ESUs 130 ¢ 131 do GMYC-single ¢
ESUs 188 e 189 do GMYC-multiple. A ESU 2 (BS: 100; distancia: 0,34%) do mPTP (idéntica
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a ESU 2 do PTP) foi delimitada como ESUs 125, 126 ¢ 127 do GMYC-single e ESUs 183, 184

e 185 do GMYC-multiple. A ESU 4 (BS: 98; distancia: 0,17%) do mPTP (o mesmo que para
ESU 5 do PTP) foi delimitado como trés ESUs distintas pelo GMYC-single (ESUs 1, 121 e
122) e GMYC-multiple (ESUs 55, 179 e 180). A ESU 5 (BS: 100; distancia: 4,9%) do mPTP
foi delimitada como duas ESUs distintas pelos outros métodos (ou seja, ESUS 128 ¢ 129 do
GMY C-single, ESUs 186 ¢ 187 do GMY C-multiple, ESUs 6 ¢ 7 do PTP). A ESU 6 (BS: 97;
distancia: 1,73%) do mPTP (idéntica a ESU 8 do PTP) foi delimitada como trés ESUs distintas
pelo GMY C-single (ESUs 2, 60 ¢ 61) e GMYC-multiple (ESUs 1, 110 e 111). A ESU 10 (BS:
100; distancia: 1,06%) do mPTP (idéntica a ESU 12 de PTP) foi delimitada como dois ESUS
distintos por GMYC-single (ESUs 118 ¢ 119) e GMY C-multipe (ESUs 176 e 177).

A ESU 13 (BS: 100; distancia: 0,53%) do mPTP (igual a ESU 16 do PTP) foi delimitada
como duas ESUs distintas pelo GMYC-single (ESUs 5 e 117) e GMYC-multiple (ESUs 2 e
175). AESU 19 (BS: 100; distancia: 0,81%) do mPTP (igual a ESU 22 do PTP) foi delimitada
como duas ESUs distintas pelo GMY C-single (ESUs 115 e 116) e GMY C-multiple (ESUs 173
e 174). A ESU 20 (BS: 99; distancia: 1,18%) do mPTP (idéntica a ESU 23 do PTP) foi
delimitada como duas ESUs difstintas pelo GMYC-single (ESUs 9 e 111) e como cinco ESUs
pelo GMY C-multiple (ESUs 7, 8, 9, 10 e 168).

Além disso, duas ESUs delimitadas pelo mPTP com valores de suporte mais baixos (BS:
83 e 74) e distancia interespecifica < 5% foram divididas em varias ESUs diferentes pelos
outros métodos. A ESU 21 (BS: 83; distancia: 2,55%) do mPTP foi subdividida em varias ESUs
pelos outros métodos (74 ESUs pelo GMY C-single, 93 ESUs pelo GMY C-multiple, 9 ESUs
pelo PTP), a maioria apresentando distincias interespecificas < 5%. A ESU 25 (BS: 74;
distancia: 1,93%) delimitada pelo mPTP também foi dividida em varias ESUs pelo GMYC-
multiple ¢ GMYC-single (19 e 37 ESUs, respectivamente), varias delas com distancias
interespecificas < 5%.

Os métodos GMY C-single e GMY C-multiple apresentaram baixo desempenho devido
ao baixo nimero de casos do tipo lumper (dois e quatro, respectivamente), ou seja, grupos com
mais de uma espécie definida taxonomicamente sob um Unico nome. Esses métodos também
apresentaram altos numeros de casos do tipo splitter, ou seja, quando espécies definidas
taxonomicamente sdo recuperadas em diferentes ESUs e, consequentemente, superestimaram
o numero de ESUs; 131 ESUs delimitadas pelo GMYC-single e 189 ESUs delimitadas pelo
GMY C-multiple.
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Os métodos mPTP e PTP apresentaram alta frequéncia de casos do tipo match, com sete
e seis matches, respectivamente. O método PTP apresentou mais casos splitter (10) e delimitou
maior nimero de ESUs (35) do que o mPTP (25).

O mPTP apresentou o menor nimero de casos splitter, delimitando 25 ESUs de um
conjunto de dados atribuido a 25 espécies nominais, mostrando a melhor performance. Por esta
razdo, apresentamos aqui os resultados deste método. A maioria dos clados recuperados na
reconstrucao filogenética correspondeu as ESUs delimitadas pelo mPTP, com altos valores de

suporte (Figura 1).

Figura 1- Arvore filogenética inferida por maxima verossimilhanga com base em 657 pb do gene da
subunidade 1 da citocromo oxidase mitocondrial (COI) de espécies de fisideos. Pseudosuccinea collu-
mela foi o grupo externo.

&
N
QQ

B
N
N
&

P b, -S
’ e elongata
Pomig,. ”g’sfn,

1

ESy 44
£ pomiyg
P natricina. ESU 14

P. zionis
P. zionis - ESU 15—

ESU 3 -S. elongata

ESU 2- A, hypnorum
ESU 1 - P acuta

P. zionis- ESU 16

S ESUB T340
p. acuta peac“‘a ;ES“

Bootstrap
030-50
®51.70
®71-90
®91.100

As espécies nominais que corresponderam a ESUs e também foram recuperadas como
linhagens filogenéticas independentes com alto valor de suporte foram Aplexa hypnorum

(Linnaeus, 1758) (ESU 2; Alemanha e Peru; bootstrap: 100), Physa fontinalis (Linnaeus, 1758)
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(ESU 6; Alemanha, Peru e Holanda; bootstrap: 97), Physella hendersoni (Clench, 1925) (ESU

13; EUA; bootstrap: 100), Physella natricina D. W. Taylor, 1988 (ESU 14; EUA; bootstrap:
100), Physa vernalis Taylor & Jokinen, 1984 (ESU 10; EUA; bootstrap: 100), Physella
spelunca Turner & Clench, 1974 (ESU 19; EUA; bootstrap: 100) e Stenophysa marmorata
(Guilding, 1828) (ESU 5; Guadalupe; bootstrap: 100), confirmando o status taxonomico dessas

espécies (Figuras 1, 2 e 3).
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Figura 2- Casos match em Physidae usando o método de delimitagdo multi-rate Tree Poisson Process
(mPTP). ESU: Unidade Evolutiva Significativa.
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Figura 3-Distribuigdo geografica das unidades evolutivas significativas (ESUs) recuperadas usando o
método de delimitagdo coalescente multi-rate Tree Poisson Process (mPTP).
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A divisdo das sequéncias COI atribuidas a Sibirenauta elongata (Say, 1821), recuperada
na ESU 3 (Canada e EUA; bootstrap: 61) e ESU 4 (Canadé; bootstrap: 98), bem como Physella
zionis (Pilsbry, 1926), recuperada na ESU 15 (EUA; bootstrap: 46), ESU 16 (EUA; bootstrap:
46) e ESU 17 (EUA; bootstrap: 97), apresentaram baixo valor de suporte (< 60) (Figuras 1, 3 e
4). As espécies nominais Beringophysa jennessi, Physella pomilia, Physella acuta e Physella
gyrina nao foram recuperadas como grupos monofiléticos na reconstrugao filogenética (Figuras
1, 3 e 4). Sequéncias COI atribuidas a Beringophysa jennessi (Canada) foram recuperadas em
trés grupos irmaos bem suportados (bootstrap: 92), delimitados como ESU 7 (bootstrap: 92),
ESU 8 (bootstrap: 89) e ESU 9 (bootstrap: 79). A ESU 9 também incluiu sequéncias COI
atribuidas a Physa skinneri D. W. Taylor, 1954 (Canadd), além de B. jennessi (Figuras 1, 3 e 4).
Sequéncias de COI atribuidas a Physella pomilia (EUA) foram recuperadas, com alto valor de
suporte (bootstrap: 94), em duas ESUs distintas: ESU 11 (bootstrap: 94) e ESU 12 (bootstrap:
77) (Figuras 1, 3, 4). As sequéncias de COI atribuidas a Physella acuta foram recuperadas em
sete ESUs distintas (ESU 1, 18, 20, 21, 22, 23 e 25; Figuras 1, 3 e 4). O clado delimitado como
ESU 1 (bootstrap: 100), contend sequéncias COI do Novo México (EUA), foi o primeiro grupo
a divergir na arvore filogenética, evidenciando que essa linhagem apresenta mais substitui¢des
ao longo do tempo, e provavelmente ¢ geneticamente mais distante e mais antiga que as outras

linhagens. A ESU 18 incluiu sequéncias COI atribuidas a Physella acuta de Angola, formando
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também um clado distinto (bootstrap: 100), geneticamente d7istante dos outros clados que
recuperaram sequéncias dessa espécie (Figuras 1, 3 e 4).

A ESU 21 apresentou alto valor de suporte (bootstrap: 83) e incluiu 201 sequéncias COI
atribuidas a Physella acuta de 22 paises da América, Europa e Asia, juntamente a sequéncias
atribuidas a Physa anatina 1. Lea, 1864, Physa cupreonitens Cockerell, 1889, Physa
heterostropha (Say, 1817), Physella integra (Haldeman, 1841) e Physa winnipegensis (Pip,
2004) dos Estados Unidos, € Physella virgata Gould, 1855, do Canada (Figuras 1, 3 e 5). Outras
trés ESUs incluiram sequéncias COI atribuidas a Physella acuta, ou seja, ESU 22 (México),
delimitada com baixo suporte (bootstrap: 30), ESU 23 (Canada; bootstrap: 90) e ESU 25 (Japao;
bootstrap: 74).

As sequéncias de COI atribuidas a espécie nominal Physella gyrina foram recuperadas
em trés grupos distintos, delimitados como trés ESUs: ESU 20 (Canada e EUA, bootstrap: 99),
ESU 24 (EUA; bootstrap: 80) e ESU 25 (Canada e EUA; bootstrap: 74). Além das sequéncias
de Physella gyrina, a ESU 20 também incluiu uma sequéncia atribuida a Physella acuta (EUA)
(Figuras 1,3 e 5).

Para as analises de delimitagdo, usamos 496 sequéncias de COI atribuidas a 25 espécies
nominais. Ap0s verificar o status taxondmico dessas espécies nominais na MOLLUSCABASE
(2021), observamos que algumas delas foram sinonimizadas e, assim, as sequéncias foram
atribuidas a 15 espécies validas. Os resultados do mPTP confirmaram o status de sindnimos de
algumas dessas espécies nominais e sdo descritos abaixo.

A ESU 25 incluiu sequéncias COI atribuidas a Physella gyrina (Canada e EUA), Physa
aurea 1. Lea, 1838 (EUA), Physa wolfiana 1. Lea, 1869 (EUA) e Physella wrighti Te & A. H.
Clarke, 1985 (Canada) (sinobnimos de Physella gyrina de acordo com MOLLUSCABASE,
2021), além de sequéncias de Physella johnsoni (Clench, 1926) (Canad4d e EUA), Physella
ancillaria (Say, 1825) (Canada e EUA), Physella acuta (Japao) e Sibirenauta elongata (Canada)
(Figuras 1,3 e 5). AESU 21 incluiu sequéncias de COI atribuidas a Physella acuta (de 22 paises
na América, Europa e Asia) e seus sindnimos Physella integra (Canadd), Physa anatina (EUA),
Physa cupreonitens (EUA), Physa heterostropha (EUA), Physella virgata (EUA) e Physa
winnipegensis (Canadd) (Figuras 1, 3 e 5).



Figura 4 - Casos splitter em Physidae usando o método de delimitagdo multi-rate Tree
Poisson Process (mPTP). ESU: Unidade evolutiva Significativa.
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Figura 5- Casos lumper em Physidae utilizando o método de delimitacio multi-rateTree
Poisson Process (mPTP). ESU: Unidade Evolutiva Significativa.
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Os resultados dos métodos mPTP e PTP foram congruentes. Ambos os métodos
recuperaram unidades evolutivas significativas que incluiram todas as sequéncias atribuidas a
Physella hendersoni; esses métodos também foram congruentes na delimitagdo de uma mesma
ESU, incluindo sequéncias atribuidas a Physella gyrina, Physa aurea, Physella wrighti, Physa
wolfiana, Physella ancillaria e Physella johnsoni. Em relagdo a ESU 21 do mPTP, sua
composicdo ¢ praticamente a mesma da ESU 31 delimitada pelo PTP, exceto pela inclusdo de
sequéncias atribuidas a Physa cupreonitens. Os dois métodos também recuperaram, como ESUSs,
as espécies nominais Aplexa hypnorum, Physa fontinalis, Physa vernalis, Physella hendersoni,
Physella natricina e Physella espelunca; e dividiram no mesmo nimero de ESUs diferentes,
com a mesma composicao de sequéncias, a espécie Beringophysa jennessi, Physella pomilia e
Physella zionis. Similaridade na composicao também foi observada para a ESU 18 do mPTP e
ESU 21 do PTP (Physella acuta); e para ESU 20 do mPTP e ESU 23 do PTP (Physella acuta +
Physella gyrina).

Nossa analise filogenética recuperou trés géneros como grupos monofiléticos, com altos
valores de suporte: Aplexa J. Fleming, 1820 (BS: 100, uma espécie representada por trés
sequéncias), Sibirenauta Starobogatov & Streletzkaja, 1967 (BS: 100, uma espécie
representada por 23 sequéncias) e Beringophysa Starobotagov & Budnikova, 1976 (BS: 92,
uma espécie representada por 82 sequéncias). Stenophysa E. von Martens, 1898 foi recuperada
com baixo suporte (BS: 31, uma espécie representada por duas sequéncias). Physa Draparnaud,
1801 foi recuperada como um grupo polifilético (nove espécies representadas por 28
sequéncias) e Physella Haldeman, 1842 foi recuperado como um grupo parafilético (10 espécies

representadas por 357 sequéncias).
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2.5 DISCUSSAO

O presente estudo permitiu afirmar que o multi-rate Poisson Tree Processes (mPTP) foi
o meétodo de delimitacdo que representou uma alternativa mais precisa para resolver
inconsisténcias no reconhecimento e delimitagdo de unidades evolutivas significativas em
Physidae. A maioria das inferéncias de ESUs usando o mPTP mostrou alto suporte de bootstrap.
As matrizes de distdncia genética geradas para o mPTP mostraram que a maioria das
combinagdes pareadas de ESUs apresentou distancia interespecifica > 5%, considerada como o
limiar de distancia interespecifica para Physidae (YOUNG et al., 2021). O mPTP apresentou a
maior frequéncia de casos matches e apresentou o menor numero de casos splitter. Algumas
ESUs delimitadas pelo mPTP com altos valores de suporte e distincias genéticas
intraespecificas < 5% foram divididas em diferentes ESUs pelos outros métodos, com baixo
suporte. Todos estes resultados demonstram o forte suporte para a maioria das ESUs delimitadas
por mPTP e as correspondéncias taxonomicas relativas aos limites de espécies.

Considerando nosso conjunto de dados, a quantidade de sequéncias geograficas do gene
COI do DNAmt disponiveis foi maior para algumas espécies do que para outras. Esse ¢ o
resultado da distribuicdo mais restrita de algumas espécies, do menor numero de sequéncias
disponiveis para outras e da introdu¢do em areas nao nativas, como € o caso de Physella acuta,
para a qual existem sequéncias de espécimes coletados em 22 paises diferentes. Nosso conjunto
de dados também apresentou um nimero assimétrico de sequéncias disponiveis por espécie.
Essas assimetrias, no entanto, nao influenciam no resultado das analises de delimita¢ao das
espécies. As melhorias metodologicas presentes no mPTP, particularmente o ajuste das
divergéncias intraespecificas a distribuicdes exponenciais distintas, tornam este método flexivel
e ajustavel as caracteristicas especificas da amostragem (como: amostragem desigual com
espécies altamente amostradas em um local e espécies amostradas em varios locais) e
populagdes (como: nimero de espécies, nimero de sequéncias por espécie e divergéncia de
nucleotideos) (ZHANG et al., 2013; KAPLI et al., 2017). O mPTP ¢ uma versao do PTP que
melhora a estimativa em filogenias que apresentam diferentes taxas inter e intraespecificas. A
taxa de especiagdo pode ser constante entre espécies irmas, mas a taxa de coalescéncia
intraespecifica e a distancia genética podem variar significativamente, mesmo entre espécies
irmas; assim, o mPTP ¢ responsavel pelas diferentes taxas de eventos de ramificagcdo em cada
espécie delimitada (KAPLI et al., 2017). Quando uma espécie nominal apresenta limites

evolutivos bem delimitados, o algoritmo a considera como uma ESU.
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Por outro lado, espécies nominais filogeneticamente relacionadas podem compor uma
unica ESU (modelo lumper), ou sequéncias de diferentes espécies nominais podem ser
separadas em varias ESUs (modelo splitter).

O uso de sequéncias de DNA disponiveis em bancos de dados publicos pode ocasionar
alguns problemas relacionados a rotulagem das sequéncias quando os dados ndo estdo
publicados, ou quando os critérios utilizados para identificagdo dos espécimes ndo sao
mencionados nos estudos associados. Erros na identificacdo das espécies e, a consequente
rotulagem incorreta das sequéncias podem levar a erros na interpretacdo das reconstrugdes
filogenéticas. Esse problema, no entanto, pode ser mitigado com o uso de sequéncias obtidas
de espécimes identificados com base em critérios operacionais reconhecidos para o grupo
taxondmico em analise. Todas as sequéncias utilizadas no presente estudo, foram originalmente
rotuladas com base na identificagdo morfoldgica e/ou molecular das espécies. A maioria das
sequéncias estava associada a estudos disponiveis e, dentre essas sequéncias, 56% foram
rotuladas com base na identificagdo morfologica, 32% foram rotulados com base na
identificacdo molecular e 12% foram rotulados com base em ambos os tipos de identificagdo
de espécies (morfologica e molecular).

A interpretacdo dos nossos resultados foi baseada nas informagdes sobre o método de
identificacao das espécies para cada sequéncia do gene COI do DNAmt. Na maioria dos casos,
a rotulagem das sequéncias foi congruente com o agrupamento em ESUs que recuperaram
espécies nominal e ESUs que incluiram sequéncias atribuidas a espécies nominais consideradas
sindnimas em estudos moleculares anteriores. A rotulagem incorreta foi detectada para apenas
trés sequéncias, que foram KM612096, erroneamente atribuidas a Physa (agora Beringophysa)
Jjennessi e incluidas na ESU 9 (PIP & FRANCK, 2008); LC429395 atribuida a Physella acuta
do Japao, incluida na ESU 25); e MG421132 atribuida a Sibirenauta elongata, incluida na ESU
25.

Os resultados da delimitagcdo das ESUs do mPTP revelam trés cenarios. O primeiro foi
a recuperagao de espécies nominais como unidades evolutivas significativas (casos match); o
segundo foi a recuperacdao de ESUs formadas por diferentes espécies nominais (casos /umper)
e, no terceiro cenario espécies nominais foram divididas em diferentes ESUs (caso splitter).
Esses cendrios sdo discutidos abaixo.

Sete espécies nominais foram recuperadas como ESUs tunicas, ou seja, a taxonomia
atual foi consistente com a delimitagdo das ESUs (4plexa hypnorum, Stenophysa marmorata,

Physa fontinalis, Physa vernalis, Physella natricina, Physella spelunca, Physella hendersoni).
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Além disso, Sibirenauta elongata ¢ Physella zionis foram recuperadas em diferentes ESUs,
porém, com baixo suporte. Assim, nossos resultados corroboram linhas de evidéncia anteriores
que sustentam a validade dessas nove espécies. Todas essas espécies foram recuperadas como
clados monofiléticos bem suportados em estudos anteriores: Physella natricina (GATES et al.,
2013; YOUNG et al., 2021), Physella spelunca (WETHINGTON & GURALNICK, 2004;
YOUNG et al., 2021), 4. hypnorum (VINARSKI et al., 2011), Stenophysa marmorata
(WETHINGTON & LYDEARD, 2007; YOUNG et al, 2021), Physa fontinalis
(WETHINGTON & LYDEARD, 2007; ALBRECHT et al., 2009; YOUNG et al., 2021), Physa
vernalis (WETHINGTON & LYDEARD, 2007; YOUNG et al., 2021), Sibirenauta elongata
(WETHINGTON & LYDEARD, 2007) e Physella zionis (WETHINGTON & LYDEARD,
2007; YOUNG et al., 2021).

A validade de Physella natricina e Physella spelunca foi questionada por GATES et al.
(2013). Usando a morfologia e filogenia molecular com os marcadores mitocondriais COI e
168S, esses autores observaram que a distancia genética entre Physella natricina e outros grupos
era significativamente maior do que a distancia genética dentro de Physella natricina. Ainda,
ambas as espécies foram delimitadas como espécies candidatas por YOUNG et al. (2021),
usando mPTP e dois métodos de delimitacdo baseados em distancia (ASAP e SPN).

Embora tenhamos recuperado Stenophysa marmorata como uma Unica ESU, nao
podemos descartar a possibilidade de diversidade -criptica nessa espécie nominal.
Historicamente, Stenophysa marmorata é considerada de distribui¢do neotropical, tendo sua
ocorréncia sido registrada em diversas localidades da América Central ¢ América do Sul
(TAYLOR, 2003; BONY et al., 2008). TAYLOR (2003), no entanto, propos que a distribui¢ao
nativa de Stenophysa marmorata € restrita a sua localidade-tipo no Caribe, sendo a presenca
dessa espécie na América do Sul explicada pela introdugdo humana ou, mais provavelmente,
por erros de identificagdo taxondmica. No presente estudo, apenas as sequéncias COI de
Stenophysa marmorata de Guadalupe estavam disponiveis. Assim, a real diversidade de
fisideos nos neotrdpicos permanece desconhecida, como demonstrado pela escassez de
sequéncias de DNA de espécies de fisideos nativos da América do Sul depositadas em bancos
de dados e estudos moleculares publicados.

A ESU 21 do mPTP incluiu sequéncias atribuidas a espécie Physella acuta e seus
sindbnimos Physa anatina, Physa heterostropha, Physella integra, Physella virgata, Physa
winnipegensis € Physa cupreonitens, confirmando que essas espécies nominais poderiam de

fato ser uma espécie filogenética. DILLON et al. (2002) mostraram que Physa heterostropha e
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Physella integra ndo sao isoladas reprodutivamente de Physella acuta, e sugeriram que o nome
Physella acuta deveria ser usado para as populagdes dessas espécies que ocorrem na Europa.
ANDERSON (2003) mostrou que a anatomia interna de Physella acuta e Physa heterostropha
¢ indistinguivel. Ainda, DILLON et al. (2005) demonstraram auséncia de isolamento
reprodutivo entre Physella virgata e Physella acuta. E, WETHINGTON & LYDEARD (2007)
ndo encontraram evidéncias de monofilia para as espécies nominais Physella acuta, Physa
heterostropha, Physella virgata e Physella integra.

Physa winnipegensis ¢ considerada sinénimo de Physella acuta, segundo
MOLLUSCABASE (2021). A analise filogenética de PIP & FRANCK (2008) recuperou Physa
winnipegensis como um clado distinto dentro do grupo Physella acuta, e a andlise fornecida
pelo Centre and the Arctic Research Division of Fisheries and Oceans Canada (DFO) sugere
que esse resultado se enquadra na variabilidade genética de Physella acuta. Assim, Physella
winnipegensis nao deve ser considerada uma espécie valida, mas um sinénimo de Physella
acuta, o que estd de acordo com as conclusdes de WETHINGTON et al. (2009). Além disso,
evidéncias de pequena distancia genética entre Physella acuta e Physa anatina foram fornecidas
anteriormente por GATES et al. (2013). E, similarmente, nossos resultados indicam que as
populacdes das espécies nominais Physella integra (Europa e Canada), Physa heterostropha
(Europa ¢ EUA), Physa anatina (EUA), Physa cupreonitens (EUA) e Physa winnipegensis
(Canadd) devem ser atribuidas a espécie Physella acuta. Assim, as evidéncias fornecidas pelo
presente estudo, aliadas aos resultados de autores anteriores, corroboram a hipdtese de que essas
espécies nominais representam sindnimos de Physella acuta.

A ESU 20 do mPTP incluiu sequéncias atribuidas a Physella acuta (uma sequéncia do
Canadd) e Physella gyrina (12 sequéncias do Canad4 e uma sequéncia dos EUA). Ambas as
espécies sdo consideradas validas (MOLLUSCABASE, 2021). Physella gyrina é uma espécie
comum, com uma ampla distribui¢do nativa que inclui o sudeste do Alasca e Canadé e a maior
parte dos Estados Unidos, sobrepondo-se em algumas areas com a distribuigdo de Physella
acuta (TAYLOR, 2003). O agrupamento dessas duas espécies nominais em uma mesma ESU
pode ser explicado por um erro de atribuicao taxondmica. Dentre as sequéncias atribuidas a
Physella gyrina, 12 foram obtidas por TELFER et al. (2015) durante uma rapida pesquisa de
diversidade em uma reserva natural no Canada, usando DNA barcoding. A outra sequéncia foi
fornecida por RUDKO et al. (2018) e atribuida a Physella gyrina por apresentar 68,5% de
similaridade com uma sequéncia atribuida a Physella gyrina por TELFER et al. (2015). A
sequéncia atribuida a Physella acuta foi fornecida por WETHINGTON & LYDEARD (2007)
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e veio de um espécime identificado morfologicamente. Assim, este resultado nao deve ser
interpretado como sinonimia entre Physella gyrina e Physella acuta, considerando os resultados
de DILLON & WETHINGTON (2004), que demonstraram isolamento reprodutivo pos-
acasalamento entre Physella acuta e Physella gyrina e, DILLON et al. (2011), que observaram
isolamento sexual entre Physella gyrina, Physella pomilia e Physella carolinae
(WETHINGTON et al., 2009), bem como Physella acuta. Tendo em vista os resultados do
presente estudo, com a inclusdo de sequéncias de DNA atribuidas a Physella acuta em trés
ESUs bem suportadas e relacionadas (20, 21 e 23), a ESU 20 pode representar uma espécie
criptica, que deve ser melhor investigada através da integragao de analises moleculares e
morfologicas.

A ESU 9 inclui duas sequéncias de Physa skinneri e uma de Beringophysa jennessi. As
sequéncias atribuidas a Physa skinneri sdo do estudo de PIP & FRANCK (2008) e a sequéncia
KM612096 atribuida a B. jennessi sao de um projeto de DNA barcoding. A atribuicdo dessa
sequéncia a B. jennessi pode representar um erro de identificagdo, pois aqui ela foi recuperada
na ESU 8§, formada exclusivamente por 80 sequéncias de B. jennessi, com alto suporte. YOUNG
etal. (2021) também considerou a sequéncia KM612096 como um caso de erro de identificacao.
A ESU 7 foi bem suportada e incluiu apenas uma sequéncia de B. jemnessi, sendo ainda
necessario investigar se existe diversidade criptica associada a essa espécie nominal.

A ESU 25 incluiu todas as sequéncias disponiveis de Physella ancillaria (Canada e EUA;
70 sequéncias), Physa aurea (EUA; duas sequéncias), Physella johnsoni (Canada e EUA; sete
sequéncias), Physa wolfiana (EUA; uma sequéncia), Physella wrighti (Canada; duas
sequéncias), Physella acuta (Japao; uma sequéncia), Sibirenauta elongata (Canadd; uma
sequéncia) e Physella gyrina (Canada e EUA; 26 sequéncias). Dentre essas espécies nominais,
pelo menos trés ja foram sugeridas como sindnimos de Physella gyrina. A analise molecular
também sugeriu que Physella johnsoni e Physella gyrina representam ecofendtipos da mesma
espécie (REMIGIO et al., 2001). TAYLOR (2003) também considerou Physella johnsoni como
sinonimo de Physella gyrina. WETHINGTON & GURALNICK (2004) observaram que a
distancia genética entre Physella wrighti, Physa aurea e Physella gyrina foi < 6%, indicando
que essas trés espécies nominais representam uma Unica espécie filogenética. DILLON &
WETHINGTON (2004) verificaram a auséncia de isolamento reprodutivo entre Physa aurea e
Physella gyrina. Physella ancillaria foi considerada uma espécie valida por TAYLOR (2003);
no entanto, esse autor destacou que as informagdes sobre a distribuicdo dessa espécie sao

escassas, assim como a disponibilidade de espécimes preservados em colegdes malacologicas.
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Entre as sequéncias de Physella gyrina incluidas na ESU 25, 16 (61,5% do total) foram obtidas

de espécimes identificados por meio da anatomia peniana (REMIGIO et al.,, 2001;
WETHINGTON & GURALNICK, 2004; GATES et al.,, 2013). Em relagdo a Physella
ancillaria, 21,4% das sequéncias (sendo 15 sequéncias do estudo de WETHINGTON &
LYDEARD, 2007) vieram de espécimes identificados com base na anatomia peniana. As
sequéncias atribuidas a Physa aurea e Physa wolfiana também vieram de espécimes
identificados pela anatomia peniana (WETHINGTON & GURALNICK, 2004), enquanto a
identificagdo dos espécimes associados as sequéncias de Physella johnsoni e Physella wrighti
foram baseadas na morfologia da concha (REMIGIO et al.,, 2001; WETHINGTON &
GURALNICK, 2004). O fato de sequéncias de diferentes espécies nominais, validadas por
identificacdo morfoldgica, terem sido agrupadas em uma mesma ESU demonstra a dificuldade
em estabelecer fronteiras interespecificas. Isso porque as diferencas morfoldgicas entre as
espécies nominais, tomadas como critérios diagnosticos, poderiam de fato refletir a
variabilidade intraespecifica. A inclusdo nessa ESU, de uma tnica sequéncia de Physella acuta
coletada no Japao e uma de Sibirenauta elongata coletada no Canada pode representar erros de
identificacdo. A sequéncia de Physella acuta foi utilizada como grupo externo no trabalho de
SAITO et al. (2018). Segundo esses autores, a identificacdo especifica dos espécimes de
Hygrophila incluidos no grupo externo estava fora do escopo de seu estudo, sendo a atribuigcdo
das espécies baseada em catdlogos e listas de espécies. A sequéncia atribuida a Sibirenauta
elongata foi derivada de um estudo de DNA barcoding, sem publicacdo associada, razdo que
impossibilitou a verificagdo dos critérios utilizados na identificagao especifica.

No presente estudo, as sequéncias de COI atribuidas as espécies nominais Physella
acuta (ESUs 1, 18, 20, 21, 23 e 25), Beringophysa jennessi (ESUs 7, 8 € 9), Physella pomilia
(ESUs 11 e 12) e Physella gyrina (ESUs 20, 24 e 25) foram separadas em mais de uma ESU,
com alto suporte, podem indicar a presenga de espécies cripticas. Todas as sequéncias de B.
Jjennessi eram do Canada, as sequéncias agrupadas na ESU 8 eram de Manitoba e Alberta, e as
sequéncias delimitadas na ESU 7 eram de Ontério (Pukaskwa National Park, Hattie Enseada).
E necessario, portanto, investigar se essas duas entidades apresentam distribuicio geografica
restrita a essas areas.

As sequéncias de COI atribuidas a Physella acuta foram recuperadas em quatro ESUs
bem suportadas [ESU 1 (BS:100), ESU 18 (BS:100), ESU 20 (BS:99) e ESU 23 (BS: 90)],
assim como as ESUs 24 e 25 delimitadas com baixo suporte. E interessante notar que Physella

acuta ¢ uma espécie cosmopolita invasiva, capaz de se reproduzir por autofecundagdo e
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estabelecida em areas nao nativas por muito tempo (ALBRECHT et al., 2009; NG et al., 2015,

2018; VINARSKI, 2017b; EBBS et al., 2018). Apesar da ampla distribui¢cao de Physella acuta
em areas ndo nativas ao redor do mundo, a presenca de estruturacdo genética, bem como
diversidade criptica nessas popula¢des nunca foi investigada. No entanto, mesmo dentro de sua
distribuicao nativa na América do Norte, ha evidéncias de estruturacao genética em populagdes
do oeste e nordeste dos Estados Unidos (EBBS et al., 2018). A ocorréncia de Physella acuta foi
registrada em varios ambientes de dgua doce na Africa (BOURGUIGNAT, 1864; BROWN,
1967; ITAGAKI etal., 1975; PARAENSE & POINTIER, 2003; ALLAN etal.,2017; LAWTON
et al., 2018; KOUDENOUKPO et al., 2020), sendo a historia de introdugdo mais longa em
alguns paises do que em outros. Aqui, a ESU 18 recuperou exclusivamente sequéncias
atribuidas a Physella acuta correspondentes a espécimes de Angola. LAWTON et al. (2018)
compararam sequéncias do gene mitocondrial COI entre isolados de Physella acuta de Angola,
Burundi e Africa do Sul. E sua reconstrugdo filogenética mostrou um clado formado
exclusivamente por sequéncias de Physella acuta de Angola, embora a analise de distancia
genética, ndo tenha mostrado divergéncia significativa entre os isolados dessas diferentes
localidades e entre as populagdes de Physella acuta da Africa e de outros paises.

Incluimos as sequéncias COI de Physella acuta do estudo de LAWTON et al. (2018)
em nosso conjunto de dados. Quatro sequéncias de Physella acuta de Angola foram recuperadas
na ESU 18. As outras 14 sequéncias de Physella acuta de Angola, bem como quatro sequéncias
de Burundi e oito sequéncias da Africa do Sul, foram recuperadas na ESU 21. A recuperagio
da ESU 18, altamente suportada e geneticamente distante dos demais clados que agrupavam
sequéncias de Physella acuta, demonstrou a presenca de diversidade criptica em uma populagao
de fisideos de Angola identificada como Physella acuta.

Devido as semelhangas na anatomia do complexo peniano (DILLON et al., 2007),
Physella hendersoni foi anteriormente considerada sinonimo de Physella pomilia. No entanto,
DILLON (2009) observou isolamento reprodutivo entre as duas espécies, que também foram
recuperadas como grupos monofiléticos na andlise fornecida por WETHINGTON &
LYDEARD (2007). Aqui, o agrupamento das sequéncias atribuidas a Physella hendersoni em
uma unica unidade evolutivamente significativa (ESU 13), rejeita o status da sinonimia de
Physella pomilia. Tanto as sequéncias atribuidas a Physella hendersoni, incluidas na ESU 13,
como as sequéncias atribuidas a Physella pomilia, incluida na ESU 12, sdo provenientes de
espécimes identificados pela anatomia do complexo peniano por WETHINGTON &
GURALNICK (2004) e WETHINGTON & LYDEARD (2007), respectivamente, mostrando
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que, nesse caso, as duas espécies podem ser delimitadas tanto por critérios morfolégicos quanto
moleculares.

Observamos uma sobreposi¢ao na distribuicao das ESUs 21 e 25, que correspondem a
Physella acuta e Physella gyrina e ESUs 3, 8 e 11, que correspondem a Sibirenauta elongata,
Beringophysa jennessi, e uma espécie criptica sob o nome de Physella pomilia, respectivamente.
Tanto Physella gyrina quanto Physella acuta s3ao conhecidas por serem amplamente
distribuidas na América do Norte, sobrepondo em alguns casos, a distribui¢ao de outras espécies
nativas. A sobreposicdo e coocorréncia de distribuicdo geografica sdo bem conhecidas para
espécies de fisideos e podem ocorrer devido as caracteristicas intrinsecas das espécies ou a
introducao de espécies. Nos Estados Unidos, Aplexa hypnorum, Physella gyrina e Physella
acuta sdo conhecidas por sobrepor suas distribui¢des no estado de Michigan (DILLON &
WETHINGTON, 2004); e acredita-se que Physella natricina, Physella gyrina, Physella acuta
coexistam no Rio Snake, Idaho (GATES et al., 2013).

A coocorréncia de espécies morfologicamente semelhantes em Physidae ¢ um problema
para a identificagdo das espécies, pois pode ocultar a diversidade de espécies. O uso de métodos
moleculares para evidenciar os limites das espécies ¢ essencial nos casos em que as espécies
cripticas coexistem com espécies comuns, taxonomicamente proximas e espécies
morfologicamente semelhantes (YOUNG et al., 2021). A abordagem molecular mais tradicional
- usando a distancia genética como o Unico critério para definir limites interespecificos - pode
trazer boa resolucdo em alguns casos (REMIGIO et al., 2001; WETHINGTON &
GURALNICK, 2004). No entanto, para alguns espécies nominais coocorrentes, as dividas
sobre a validade das espécies persistem quando os valores de distdncia genética sdo
relativamente baixos. Integramos trés critérios para acessar os limites intra e interespecificos: a
coalescéncia, valores de suporte para os clados recuperados na reconstrucao filogenética e a
distancia genética no valor de 5% de proposto por YOUNG et al. (2021).

No presente estudo, ndo pretendemos resolver as relagdes supra especificas e os sistemas
de classificacdo disponiveis para Physidae. Porém, nossos resultados referentes aos géneros
fisideos corroboram estudos filogenéticos anteriores disponiveis para Physidae. Segundo a
classificagdo proposta por TE (1980), baseada na morfologia da concha e nas caracteristicas do
complexo peniano, Physidae inclui as subfamilias Aplexinae e Physinae. Aplexinae inclui os
géneros Aplexa e Stenophysa e Physinae inclui Physa e Physella. Mais recentemente, TAYLOR
(2003) prop6s um novo arranjo taxondmico compreendendo 15 tribos e 15 géneros atribuidos

as subfamilias propostas por TE (1980). A informacao filogenética disponivel para Physidae,
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no entanto, sugere um arranjo taxondmico mais simples baseado na monofilia dos géneros
nominais (WETHINGTHON & LYDEARD, 2007; PIP & FRANK, 2008).

Nossa andlise filogenética recuperou apenas Aplexa, Sibirenauta e Beringophysa como
grupos monofiléticos, enquanto Physa foi recuperado como um grupo polifilético e Physella
como um grupo parafilético. Além disso, os baixos valores de suporte que separam Stenophysa
marmorata de outras espécies de Physidae corroboram os resultados de WETHINGTHON &
LYDEARD (2007) que propuseram que Stenophysa marmorata, Gnico representante do género
Stenophysa E. von Martens, 1898, deva ser atribuido ao género Physa (Physinae), com a
auséncia da glandula prepucial sendo uma plesiomorfia, € ndo uma sinapomorfia com
representantes de Aplexinae como previamente sugerido por TE (1980). A separagao dos
géneros Physa (Europa) e Physella (América) foi baseada em diferengas nas caracteristicas do
manto (presenca de digitacdes e manto cobrindo parcialmente a concha) (BAKER, 1928).
Nossa analise filogenética ndo recuperou esses dois géneros como grupos monofiléticos,
demonstrando que essas caracteristicas morfoldgicas nao refletem as relagdes evolutivas entre
as espécies atribuidas aos dois géneros.

Considerando as limitagdes dos critérios morfoldgicos para delimitar as espécies em
Physidae, o uso de uma abordagem que considere o conceito filogenético de espécie
(HAUSDOREF, 2011) e a integragcao de dados de multiplas fontes (DAYRAT, 2005; PADIAL et
al., 2010; PANTE et al., 2015) ¢ agora atribuido a confiabilidade das descrigdes de novas
espécies e a resolucdo de complexos de espécies cripticas. Por uma questdo pratica, os
resultados de muitos estudos que visam quantificar a biodiversidade limitam-se a indicagdo de
unidades taxonomicas operacionais (OTUs) (TELFER et al., 2015; DOPHEIDE et al., 2019).
Entretanto, quando hé interesse em delimitar e descrever espécies cripticas, a mera indicacao
de uma OTU ¢ considerada insuficiente, pois sua validagdo permanece indeterminada. A
recuperagdo aqui de ESUs que mostram diversidade criptica pode constituir o primeiro passo
em um processo de taxonomia reversa (MICHALOUDI et al., 2018; YOUNG et al., 2021),
incluindo uma fase subsequente, na qual varias fontes de evidéncia devam ser reunidas para
esclarecer a identidade da espécie ou justificar a descri¢do de uma nova espécie.

Concluindo, a baixa sensibilidade dos métodos baseados em distancia genética aos
limites de similaridade intraespecifica pode dificultar a delimitagdo molecular de espécies de
moluscos de agua doce. A abordagem de DNA barconding tem sido amplamente utilizada para
detectar novas linhagens, mas ainda s3o necessarios critérios padronizados para inferir melhor

os limites das espécies. Os algoritmos PTP ¢ mPTP que usamos s3o baseados no conceito



51

filogenético de espécie (PSC) que define uma espécie como um agrupamento de organismos
com padroes de ancestralidade e descendéncia, que diferem de outros agrupamentos
(ELDREDGE & CRACRAFT, 1980). E, os algoritmos agrupam linhagens que tém historias
evolutivas semelhantes e que ndo tiveram tempo suficiente para acumular substituicdes de
nucleotideos. Consequentemente, as ESUS recuperadas sao linhagens que compartilham
historias evolutivas semelhantes e que diferem significativamente de outras linhagens. Métodos
baseados em coalescéncia, portanto, parecem promissores para resolver divergéncias
taxonomicas compartilhadas por varias familias de caramujos de agua doce, porque eles
fornecem uma delimitagdo mais precisa de linhagens evolutivas independentes, que podem, em
ultima instancia, orientar os processos de validagdo de espécies. O numero de linhagens de
gastropodes representadas em bancos de dados publicos estd crescendo exponencialmente. Os
gastropodes representam excelentes modelos de estudo para algoritmos de delimitagdo
baseados no PSC, pois apresentam abundantes sequéncias de DNA de genes com altas taxas de

mutacao das mesmas morfoespécies, disponiveis em bancos de dados publicos.
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3 CAPITULO 2: Desvendando a distribuicio geografica de Stenophysa marmorata e

outras espécies pouco conhecidas de Physidae (Gastropoda: Hygrophila) na América do

Sul, usando a abordagem de busca intensiva de dados.

3.1 RESUMO

A distribui¢do dos caramujos fisideos ¢ principalmente holartica, estendendo-se até a
América Central e do Sul. As muitas lacunas no conhecimento sobre a distribui¢do, taxonomia
e morfologia dos fisideos neotropicais levaram a incerteza historica sobre a validade das
espécies. Aqui, usando a abordagem de busca intensiva de dados, atualizamos o conhecimento
sobre o numero de registros de Stenophysa marmorata e outras 12 espécies de fisideos sul-
americanos, que provavelmente foram sistematicamente confundidos com S. marmorata.
Mapas de distribuicao das espécies foram gerados a partir de 815 registros georreferenciados e
as distribuicdes dessas espécies foram sobrepostas com camadas de limites geopoliticos, bacias
e redes hidrologicas da América do Sul. As areas de distribuigdo de fisideos estenderam-se da
Venezuela ao Chile. A espécie Stenophysa marmorata apresentou o maior numero de registros
(727), seguida por Physa rivalis minor (40), Afrophysa brasiliensis (14), Mexinauta peruvianus
(9), Physa rivalis (8), Mayabina carolita (7), Physa aspii (4) e Physella venustula (4). As
espécies Aplexa venezuelensis, Mayabina spiculata, Physella osculans, Physella papaveroi e
Physa loosii tiveram apenas um registro. A ampla distribuicao de S. marmorata, incluindo
varias bacias hidrolédgicas isoladas, e a coocorréncia de espécimes atribuidos a S. marmorata e
outras espécies em cinco bacias indicam a possibilidade de erros de identifica¢do das espécies,
bem como, a necessidade de reacessar a distribui¢ao dos fisideos sul-americanos utilizando

critérios operacionais alternativos para a delimitacao das espécies.

3.2 INTRODUCAO

Uma das principais contribui¢des da pesquisa em biodiversidade ¢ fornecer os conjuntos
de dados necessarios para identificar e prever padroes de distribui¢dao de espécies (SU, 2018).
No entanto, coletar dados para testar hipdteses sobre esse assunto pode ser desafiador, pois

muitas vezes, € necessario que os registros de ocorréncia das espécies cubram longos periodos
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e grandes escalas espaciais (GRAHAM et al., 2008; BOAKES et al., 2010). Essas limitagdes,

associadas a disponibilidade de um grande volume de dados cientificos em repositorios de
biodiversidade, apontaram a ciéncia de busca intensiva de dados como uma nova via para
estudos de biodiversidade (KELLING et al., 2009; WUEST et al., 2020). Nesse cenario, as
colecdes malacologicas se destacam, pois reinem numerosos espécimes, abrangendo grandes
escalas temporais e espaciais, permitindo a compilagdo de conjuntos de dados de ocorréncia
que sdo representativos tanto geografica quanto historicamente, para reconstruir a distribuicao
das espécies (BOAKES et al., 2010; RAWLINGS et al., 2011; VINARSKI, 2017).

Tradicionalmente, estudos sobre padroes de distribuicdo de espécies de caramujos de
agua doce tém acessado fatores quimicos, fisicos e bioldgicos que determinam a composicao e
abundancia das espécies (LODGE et al., 1987), o estado ecologico dos corpos d'agua (HOANG
& TONG, 2015), o risco de transmissdo de doengas parasitarias (POINTIER et al., 2009;
OLOYEDE et al., 2016; RUMI et al., 2017; RABONE et al., 2019), a distribui¢ao espacial de
espécies ameacadas (COLLADO & FUENTEALBA, 2020) e a disseminagdo de espécies
invasoras (FERNANDEZ et al., 2003; KOCK & WOLMARANS, 2007). Esses estudos sdo
mais frequentemente baseados em pesquisas malacoldgicas intensivas e, por esse motivo, sao
espacialmente limitados a uma regido de interesse (POINTIER et al., 2009; OLOYEDE et al.,
2016). Estudos baseados em pesquisas de campo para avaliar a distribuicao de espécies de
caramujos de agua doce em escalas espaciais mais amplas sdo escassos (ALLAN et al., 2017),
devido as restri¢des logisticas e financeiras inerentes. Essas dificuldades estimularam a busca
de novas abordagens, como o uso de dados de ocorréncia de cole¢cdes malacologicas
(FERNANDE-Z et al., 2003), bases de dados bibliograficas (ALONSO et al., 2019), bem como
a identificacdo de proxies ambientais da abundancia de caramujos estimados com drones e
imagens de satélite (WOOD et al., 2019).

Physidae Fitzinger, 1833 ¢ uma familia de gastropodes de 4gua doce que apresenta
distribui¢do mundial, parcialmente ocasionada por introdugdes intensivas e invasdes
subsequentes (TAYLOR, 2003; ALBRECHT et al., 2009). A maioria das espécies de fisideos
tem faixas de distribuicdo estreitas (TAYLOR, 2003), embora alguns possam ocorrer em areas
ndo nativas como espécies introduzidas (MARTIN, 2001; BOUSSET et al., 2014; NG et al.,
2015, 2018; COLLADO et al., 2020). Duas espécies, Physella acuta (Draparnaud, 1805) e
Stenophysa marmorata (Guilding, 1828), tém faixas de distribui¢do notavelmente amplas,
ocorrendo em varios paises, de pelo menos trés continentes (APPLETON & DANA, 2005;
MAHMOUD et al., 2013). Physella acuta é reconhecida como uma espécie globalmente
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invasiva (ALLAN et al., 2017; EBBS et al., 2018), sendo sua identidade frequentemente

confirmada por meio de estudos anatémicos (PARAENSE, 2003, 2004, 2005) e moleculares
durante pesquisas malacoldgicas (NG et al., 2015; COLLADO, 2017, 2020; LAWTON et al.,
2018). Stenophysa marmorata, cuja localidade-tipo ¢ a Ilha Saint Vincent (Grandes Antilhas),
foi introduzida na Africa (APPLETON, 2003; DANA & APPLETON, 2007; BONY et al., 2008;
CAMARA et al.,, 2012; MANSOURI et al., 2013; IBIKOUNLE et al., 2014) ¢ Europa
(MAHMOUD et al., 2013). Muitos autores mencionam a ocorréncia dessa espécie na América
do Sul (RUMI et al., 2004, 2008; PARAENSE, 2005), mas seu status como espécie invasora ou
nativa nesse continente nao esta claro (APPLETON, 2003; TAYLOR, 2003).

O numero de estudos disponiveis sobre as espécies de fisideos da América Central e do
Sul ¢ muito menor, quando comparado com espécies com distribuicdo holartica (DILLON &
WETHINGTON, 2006; WETHINGTON et al., 2009). Assim, existem muitas lacunas no
conhecimento sobre a distribui¢do geografica, a diversidade molecular e a anatomia dos fisideos
em regides tropicais e subtropicais das Américas (TAYLOR, 2003; NUNEZ, 2011; COLLADO
et al., 2020). As estimativas do nimero de espécies em Physidae variam de acordo com
diferentes autores. TE (1978) argumentou que o nimero total de espécies validas ¢ 40, enquanto
TAYLOR (2003) considerou 81 espécies. POINTIER (2008) argumentou que o nimero real de
espécies nessa familia era 15 ou 20, um numero justificado pela presenga de sinonimias
evidenciadas por dados moleculares (DILLON & WETHINGTON, 2006; WETHINGTON &
LYDEARD, 2007; WETHINGTON et al., 2009) e por isolamento reprodutivo
(WETHINGTON & LYDEARD, 2007).

O emprego de critérios moleculares ou mesmo anatdomicos para a identificagdo de S.
marmorata € incomum e, essa espécie provavelmente tem sido sistematicamente confundida
com outras espécies no Brasil e na Argentina (TAYLOR, 2003, 2004). Apesar da grande
dimensdo geografica do Brasil, juntamente com seus vastos recursos hidricos, incluindo 12
bacias hidrologicas e seis diferentes ecorregides, apenas quatro espécies nominais de fisideos
sdo consideradas nativas nesse pais: Afrophysa brasiliensis (Kiister, 1844), Physa papaveroi
Leme, 1966, Physa rivalis Potiez & Michaud, 1838 e S. marmorata. A distribuicdo dessas
espécies no Brasil nunca foi avaliada antes, e a espécie mais frequentemente relatada em
levantamentos malacoldgicos publicados € S. marmorata. Da mesma forma, muitos estudos
mencionaram S. marmorata como uma espécie da malacofauna argentina (RUMI et al., 2004,
2008; GREGORIC et al., 2006). No entanto, esse nome provavelmente pode revelar uma
diversidade oculta de espécies de fisideos em ambos os paises (MARTIN, 2001; PARAENSE,
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2005). Neste estudo, utilizando a abordagem de busca intensiva de dados, ferramentas de
georreferenciamento e varias fontes de registros de ocorréncia, atualizamos o conhecimento
sobre a distribui¢do de S. marmorata, bem como de vérias outras espécies de fisideos sul-

americanos, que provavelmente tém sido sistematicamente confundidas com S. marmorata.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 DADOS DE OCORRENCIA DA ESPECIE

Buscamos registros de ocorréncia de Stenophysa marmorata (Guilding, 1828) e
sinonimias propostas por TAYLOR (2003) e, também de outras espécies de fisideos citadas para
a América do Sul: Afrophysa brasiliensis (Kiister, 1844), Aplexa venezuelensis (von Martens,
1859), Mayabina carolita (Jousseaume , 1887), Mayabina spiculata (Morelet, 1849),
Mexinauta peruvianus (Gray, 1828), Physa aspii Holmberg, 1909, Physa loosii Holmberg, 1909,
Physella osculans (Haldeman, 1841), Physa papaveroi Leme, 1966, Physa rivalis Potiez &
Michaud, 1838 (non Maton & Rackett, 1807), Physa rivalis minor d'Orbigny, 1841 e Physella
venustula (A. Gould, 1847). Para determinar as espécies validas, atualmente aceitas e coletar
informacdes sobre a distribui¢do geografica consultamos a base da dados taxondmicos

MolluscaBase (http://www.molluscabase.org) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Espécies nominais registradas na América do Sul com informagdes sobre localidade-tipo,
combinagdo original, situagdo taxonOmica atual e paises onde ha registros de ocorréncia.

Nome da espécie Combinagao Localidade tipo Status Paises
original taxondmico
(MolluscaBase)
Mayabina carolita Aplecta carolita San Nicolas, Canton Aceito Equador, Peru,
(Jousseaume, 1887) Jousseaume, 1887 Mejia, Equador Colombia
Mayabina spiculata Physa spiculata Campeche, México Aceito México,
(Morelet, 1849) Morelet, 1849 Equador
Stenophysa marmorata ~ Physa marmorata  St. Vincent, Pequenas Aceito Indias
(Guilding, 1828) Guilding, 1828 Antilhas Ocidentais,
Porto Rico,
Grandes
Antilhas,
Pequenas
Antilhas, oeste
do Caribe,
Costa Rica,
Panama,
Venezuela,
Brasil,
Argentina
Afrophysa brasiliensis ~ Physa brasiliensis Brasil Aceito Brasil, Gana,
(Kiister, 1844) Kiister, 1844 Nigéria,
Africa do Sul
Physella venustula Physa venustula Lima Aceito Peru,
(Gould, 1847) Gould, 1847 Argentina
Aplexa venezuelensis ~ Physa venezuelensis ~ M¢érida, Venezuela Aceito Venezuela
(Martens, 1859) Martens, 1859
Physa aspii Physa aspii Laguna de los taxon Argentina
Holmberg, 1909 Holmberg, 1909 Murciélagos, Prov. inquerendum
Formosa, Argentina
Physa loosii Physa loosii Péantano ao pé do Nomem dubium  Argentina
Holmberg, 1909 Holmberg, 1909 Cerro de Pie de Palo,
Prov. San Juan,
Argentina
Physa rivalis minor ~ Physa rivalis minor Montevideo, Uruguai  Nomem dubium Uruguai,
d’Orbigny, 1837 d’Orbigny, 1837 Argentina
Physa papaveroi Physa papaveroi ~ Parque Dom Pedro I, Nomem dubium Brasil
Leme, 1966 Leme, 1966 Sao Paulo, Brasil
Mexinauta peruvianus Physa peruviana ~ Pantanos entre Lima e Aceito Equador, Peru
(Gray, 1828) Gray, 1828 Peru
Physa rivalis Sowerby, Limnea (Physa) Guadalupe Nao aceito Brasil,
Uruguai,

1822 rivalis Sowerby, 1822

Argentina
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Os dados utilizados nessa avaliacdo foram obtidos nos bancos de dados de
biodiversidade online: SpeciesLink (https://specieslink.net/), Sistema de Informagdo sobre a
Biodiversidade Brasileira — SiBBr (https://www.sibbr.gov.br/) e Global Biodiversity
Information Facility — GBIF (https://www.gbif.org/); em cole¢des malacolégicas com acesso
online: Natural History Museum, Londres (NHMUK), Museum of Comparative Zoology,
Harvard University (MCZ) e Museo Argentino de Ciencias Naturales "Bernardino Rivadavia'-
Invertebrates National Collection (MACNIn); e na literatura apds pesquisa nas bases de dados
bibliograficas Web of Science, Scielo, Periddicos Capes, Biodiversity Heritage Library (BHL),
Google Scholar, Scopus, sem restri¢cao de ano de publicagao.

As palavras-chave usadas nas buscas foram aplicadas da seguinte forma: “Physidae” ou
“Afrophysa brasiliensis” ou “Physa brasiliensis” ou “Aplecta carolita” ou “Mayabina carolita”
ou “dplecta gualbertoi” ou “Aplexa marmorata” ou “Physa marmorata” ou “Stenophysa
marmorata” ou “Physa nodulosa” ou “Physa osculans” ou “Physa papaveroi” ou “Aplexa
peruviana” ou “Mexinauta peruvianus” ou “Physa porteri” ou “Aplexa rivalis” ou “Physa
rivalis” ou “Physa rivalis minor” ou “Aplexa simoni” ou “Stenophysa simoni’” ou“Mayabina
spiculata” ou “Physa sowerbiana” ou “Aplexa venezuelensis” ou “Physa venezuelensis” ou
“Physella venustula” ou “Physa aspii” ou “Physa loosii” ou “Physa porteri” ou “Physa
nodulosa” E “Brazil” ou “South America". Selecionamos artigos publicados, bem como teses e
dissertacdes, contendo a descricdo das localidades de coleta e/ou coordenadas geograficas.
Utilizamos o GEOLocate (https://www.geo-locate.org/) para obter as coordenadas geograficas
de cada localidade, quando essa informagao ndo estava disponivel, e a Calculadora Geografica
(http://www.dpi.inpe.br/ calcula/) para converter as coordenadas em graus decimais. Também
obtivemos registros adicionais, indisponiveis online, cedidos pelos curadores das cole¢des
malacolégicas do Museu de Ciéncias e Tecnologia da Pontificia Universidade Catodlica do Rio
Grande do Sul (MCP), Instituto Oswaldo Cruz (FioCruz) e Instituto de Pesquisas da Amazonia
(INPA). Apos essas etapas, os dados foram organizados por espécies e revisados para exclusdao

de duplicatas.
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3.3.2 MAPAS DE DISTRIBUICAO

Todos os mapas apresentados nesse trabalho foram gerados pelo software livre Q-GIS
3.16.10 Hannover (http://www.qgis.org). As distribuicdes das espécies foram tracadas e
sobrepostas com camadas de areas de fronteira geopolitica da América do Sul obtidas no DIVA
(http://www.diva-gis.org/gdata) e Natural Earth (naturalearthdata.com/downloads/),
juntamente a camadas das principais bacias e redes hidrologicas da América do Sul obtidas do
WWF HydroSHEDS (www.hydrosheds.org/page/hydrobasins) e
(www.hydrosheds.org/page/hydrorivers).

Os complexos de bacia aqui incluidos sio baseados na Ecorregides Mundiais de Agua
Doce (FEOW) (ABELL et al., 2008), agrupados por unidades hidroldgicas e biogeograficas.
Todas as camadas foram recortadas para a América do Sul usando o Qgis e, todas as camadas
vetoriais tiveram como sistemas de referéncia de coordenadas o World Geodetic System 1984 ¢
o EPSG 4326.

Os mapas foram elaborados a partir dos registros de ocorréncias georreferenciados na
América do Sul. Os dados que ndo puderam ser georreferenciados devido a falta de informagoes

especificas sobre as localidades de coleta foram excluidos.

3.4 RESULTADOS

Obtivemos 816 registros de ocorréncia georreferenciados das 13 espécies nominais. De
todas as fontes pesquisadas, 49,21% dos registros eram provenientes de dados da literatura,
36,63% dos registros eram provenientes de bancos de dados de biodiversidade e 14,16% dos
registros eram provenientes de material depositado em colecdes malacoldgicas.

A distribui¢do recuperada das espécies de fisideos sul-americanos estendeu-se da
Venezuela (6,4238° N 66,5897° W) ao Chile (35,6751° S 71,543° W). As espécies nominais
com maior numero de registros de ocorréncia foram S. marmorata (727 registros), seguida de
P. rivalis minor (40), A. brasiliensis (14), Mexinauta peruvianus (9), P. rivalis (8), M. carolita
(7), P. aspii (4) e P. venustula (4). As espécies A. venezuelensis, M. spiculata, P. papaveroi e P.
loosii tiveram apenas um registro, cada. O nimero de registros por espécie em cada bacia
hidrologica, bem como suas distribuigdes por pais estdo descritos na Tabela 2 e ilustrados nas

Figuras 1 ¢ 2. Em alguns casos, esses registros correspondem apenas ao material-tipo (P
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papaveroi, P. loosii, P. aspii e P. venezuelensis) depositados em colegdes malacoldgicas da
América do Sul. Encontramos apenas um registro disponivel para P. osculans. No entanto,
devido as informagdes inconsistentes sobre a precisao do local de coleta, decidimos exclui-lo
da andlise.

Das 25 bacias hidrologicas da América do Sul, encontramos registros de ocorréncia para
16. A bacia Uruguai-Brasil, Costa do Atlantico Sul foi o sistema hidrografico com maior
nimero de registros (428), seguida pela bacia do Prata (159) (Figura 1, Tabela 2). Os sistemas
hidrograficos Costa do Caribe; Colombia-Equador, Costa do Pacifico; Magdalena; Norte do
Chile, Costa do Pacifico e Regido dos Pampas contabilizaram apenas um registro cada (Tabela

2, Figura 1).



Tabela 2 - Numero de registros fisicos por paises e bacias hidrograficas da América do Sul.
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Espécies ) Pais . B:}cias hidrolégicas
(Numero de registros) (Numero de registros)
Argentina (1) La Plata (9)
Afrophysa brasiliensis ~ Brasil (12) Peru, Costa do Pacifico (1)
Chile (1) Uruguai- Brasil, Costa do Atlantico Sul (4)
Peru (5) Amazoénica (1)
) ) Coloémbia (1) Colombia - Equador, Costa do Pacifico (1)
Mayabina carolita ) .
Equador (1) Sul do Chile, Costa do Pacifico (1)
Peru, Costa do Pacifico (4)
Equador (1) Amazonica (3)
Mexinauta peruvianus  Peru (8) Coloémbia - Equador, Costa do Pacifico (1)
Peru, Costa do Pacifico (5)
Argentina (2) La Plata (5)
Lo Brasil (4) Sédo Francisco (1)
Physa rivalis ;
Peru (1) Peru, Costa do Pacifico (1)
Uruguai (1) Uruguai- Brasil, Costa do Atlantico Sul (1)
La Plata (31)
Brasil (1) Mar Chiquita (3)
Physa rivalis minor Argentina (27) Norte da Argentina, Costa do Atlantico Sul (3)
Uruguai (12) Regido dos Pampas (1)
Uruguai - Brasil, Costa do Atlantico Sul (2)
Amazoénica (21)
Costa do Caribe (4)
Argentina (5) Leste do Brasil, Costa do Atlantico Sul (22)
Brasil (707) La Plata (123)
Colombia (8) Magdalena (3)
Stenophysa marmorata . .
Peru (1) Norte do Brasil, Costa do Atlantico Sul (41)
Uruguai (1) Orinoco (2)
Venezuela (4) Sao Francisco (32)

Tocantins (59)
Uruguai - Brasil, Costa do Atlantico Sul (421)

Aplexa venezuelensis
Mayabina spiculata
Physa aspii

Physa loosii

Physa papaveroi
Physella venustula

Venezuela (1)
Equador (1)
Argentina (4)
Argentina (1)
Brasil (1)
Chile (1)

Orinoco (1)

Colombia - Equador, Costa do Pacifico (1)
La Plata (4)

La Plata (1)

Uruguai - Brasil, Costa do Atlantico Sul (1)
Norte do Chile, Costa do Pacifico (1)




Figura 1 - Numero de registros de fisideos por bacias hidroldgicas na América do Sul.
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Figura 2 - Distribui¢@o das espécies de fisideos nas bacias hidrologicas da América do Sul.
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Duas ou mais espécies foram registradas na bacia Amazonica; Colombia-Equador,
Costa do Pacifico; La Plata; Orinoco; Peru, Costa do Pacifico; Sdo Francisco e Uruguai-Brasi,
Costa do Atlantico Sul (Tabela 2). Afrophysa brasiliensis, M. carolita, M. peruvianus, P. rivalis,
P. rivalis minor e S. marmorata foram registradas em mais de uma bacia, enquanto as demais
espécies (4. vemezuelensis, P. aspii, P. loosii, P. papaveroi, P. venustula ¢ P. spiculata)
ocorreram em apenas uma bacia (Tabela 2).

De acordo com os registros de ocorréncia compilados, Stenophysa marmorata
apresentou a distribui¢do geografica mais ampla na América do Sul, ocorrendo em seis dos
doze paises sul-americanos (Argentina, Brasil, Colombia, Peru, Uruguai ¢ Venezuela) e 10
bacias hidrologicas (Amazodnica; Costa do Caribe; Leste do Brasil, Costa do Atlantico Sul; La
Plata; Magdalena; Norte do Brasil, Costa do Atlantico Sul; Orinoco; Sao Francisco; Tocantins;
Uruguai-Brasil, Costa do Atlantico Sul) (Figuras 2 e 3,Tabela 2). A maioria dos registros dessa
espécie foi para o Brasil, incluindo 19 dos 27 estados brasileiros.

Afrophysa brasiliensis foi registrada em trés paises (Brasil, Argentina e Chile) e em
trés bacias hidrologicas (La Plata; Norte do Chile, Costa do Pacifico; Uruguai-Brasil, Costa do
Atlantico Sul). A maioria dos registros era para o Brasil, em trés estados nas regides Sudeste e
Sul (Rio de Janeiro, Sao Paulo e Rio Grande do Sul), além de dois registros para Argentina e
Chile, nas provincias de Misiones ¢ Antofagasta, respectivamente.

Para P, rivalis, encontramos registros de ocorréncia em quatro paises (Argentina, Brasil,
Peru e Uruguai) e em quatro bacias hidroldgicas (La Plata; Sao Francisco; Peru, Costa Pacifico
e Uruguai-Brasil, Costa do Atlantico Sul).

Encontramos registros de ocorréncia de P. rivalis minor em trés paises (Brasil, Argentina
e Uruguai) e cinco bacias hidroldgicas (La Plata; Mar Chiquita; Norte da Argentina, Costa do
Atlantico Sul; Regido dos Pampas e Uruguai- Brasil, Costa do Atlantico Sul) (Figuras 2 e 3,
Tabela 2).

Mayabina carolita foi registrada em trés paises (Colombia, Equador e Peru) e em quatro
bacias hidrologicas (Colombia-Equador, Costa do Pacifico; Peru, Costa do Pacifico; Sul do
Chile, Costa do Pacifico e Amazonica) (Figuras 2 e 3, Tabela 2).

Encontramos registros de ocorréncia de Mexinauta peruvianus no Peru e no Equador e
em trés bacias hidrologicas (Amazonica; Peru, Costa do Pacifico; Colombia-Equador, Costa do
Pacifico) (Figura 2, Tabela 2).

Physa papaveroi, P. loosii, A. venezuelensis, M. spiculata apresentaram distribui¢ao

mais restrita. Encontramos apenas um registro de P. papaveroi para o Brasil no estado de Sao
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Paulo, na bacia Uruguai-Brasil, Costa do Atlantico Sul; um registro de ocorréncia de A.
venezuelensis na Venezuela, bacia do Orinoco; um registro de ocorréncia de P loosii na
Argentina, bacia La Plata; um registro de ocorréncia de M. spiculata no Equador, bacia
Colombia-Equador, Costa do Pacifico, e um registro de ocorréncia de P. osculans na Bolivia,
bacia da Regido de La Puna. Outras espécies restritas a apenas um pais foram P. aspii, para a
qual encontramos registros de ocorréncia na Argentina, bacia hidrologica de La Plata ¢ P,

venustula no Chile, bacia Norte do Chile, Costa Pacifico (Figuras 2 e 3, Tabela 2).

Figura 3- A. Sintipos de Mexinauta peruvianus. Barra de escala: 3 mm. Fonte: NHMUK 1950.5.24.3-
6. B. Sintipos de Physa sowerbyana (= Stenophysa marmorata). Barra de escala: 3mm. Fonte:
NHMUK 1854.10.4.111-112; C. Topétipo de Stenophysa marmorata. Barra de escala: 5 mm. Fonte:
Laboratorio de Referéncia Nacional em Malacologia Médica - IOC—Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil. D.
Sintipos de Physa loosii. Barra de escala: 2 mm. Fonte: MACN 1404; E. Sintipos de Physa aspii.
Barra de escala: 2 mm. Fonte: MACN 1407; F. Mayabina carolita; G. Provavelmente sintipos de
Physa rivalis major (= Mexinauta peruvianus). Barra de escala: 3 mm. Fonte: NHMUK
1854.12.4.259. H. Possiveis sintipos de Physa rivalis minor. Barra de escala: 3 mm. Fonte: NHMUK
1854.12.4.256a.
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3.5 DISCUSSAO

Apesar de nossos esfor¢cos na compilagao dos dados, encontramos poucos registros para
as espécies nominais 4. brasiliensis, A. venezuelensis, M. carolita, M. spiculata, M. peruvianus,
P. papaveroi, P. rivalis, P. rivalis minor € P. venustula. A escassez ou auséncia de registros em
colecdes malacoldgicas pode indicar que essas espécies ndo foram recoletadas ao longo do
tempo. Alternativamente, a falta de registros pode refletir impedimento taxondmico, devido a
insuficiéncia de critérios operacionais para a delimitacao das espécies, bem como a escassez de
especialistas em malacologia de dgua doce (LYDEARD et al., 2004; LYSNE et al., 2008;
BOHM et al., 2021).

Os estudos sobre espécies de fisideos no Neotropico estdo principalmente focados na
espécie invasora P. acuta, e na espécie nativa amplamente distribuida, S. marmorata (SOUZA
et al., 1998; THIENGO et al., 1998, 2001, 2002a, 2002b, 2004, 2006; QUEIROZ et al., 2002;
TELES et al., 2002; ITUARTE et al., 2008; MORENO, 2008; EL-KOUBA et al., 2009; LEON,
2011; NUNEZ, 2011; CORTES-GUZMAN & LINARES, 2016; COLLADO et al., 2020).
Viérias espécies nominais nunca foram revisitadas apds suas descricoes (TAYLOR, 2003).
Consequentemente, os critérios operacionais utilizados para delimitar essas espécies
permanecem em grande parte baseados apenas na morfologia da concha, dificultando a
estimativa da diversidade e distribuicdo das espécies, uma vez que as conchas dos fisideos sul-
americanos, com poucas excegdes, sao muito semelhantes.

No presente estudo, os registros de espécies de fisideos compilados para o Brasil, tanto
em cole¢des malacoldgicas quanto na literatura, contabilizaram a presenca de duas espécies
descritas no pais, 4. brasiliensis (sem localidade especifica), P. papaveroi (estado de Sao Paulo)
e duas espécies consideradas nativas da América do Sul, também consideradas sinonimas, P.
rivalis € S. marmorata (localidade-tipo Saint Vicent, Grandes Antilhas), além da exética P.
acuta (SANTOS et al., 2016). Nao esta claro se a area de distribuicao nativa de S. marmorata
também inclui localidades no sul da América do Sul. CLENCH (1930) argumentou que essa
espécie parecia estar amplamente distribuida, ocorrendo em varias localidades das Pequenas
Antilhas e no nordeste da América do Sul, incluindo os estados brasileiros do Para e Ceara.
Esse padrdao de distribuigdo observado por CLENCH (1930) concorda com a opinido de
TAYLOR (2003), segundo o qual a distribuicdo de S. marmorata nao se estende para o sul da

América do Sul.
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Stenophysa marmorata apresentou ampla distribui¢ao no Brasil, ocorrendo em 19 dos
27 estados brasileiros. As outras espécies nativas aparentemente t€m distribuicdes mais restritas;
esse resultado, entretanto, pode ser devido ao baixo nimero de registros de A. brasiliensis, P.
papaveroi e P. rivalis tanto na literatura quanto nas bases de dados de cole¢des. Embora 4.
brasiliensis possa ter sido sistematicamente confundida com S. marmorata, € possivel que
espécimes de P. papaveroi tenham sido atribuidos a espécie invasora P. acuta (LEME, 1966).
Physa papaveroi foi descrita com base na morfologia da concha, radula e anatomia das partes
moles (ovotestis e complexo peniano); devido as semelhangas com P. acuta, P. papaveroi ¢é
considerada nomen dubium (MOLLUSCABASE, 2022) e seu status taxondmico s podera ser
resolvido com o emprego de ferramentas moleculares.

Todos os 364 registros de fisideos no Brasil, obtidos da literatura (levantamentos
malacoldgicos e listas de espécies, publicados entre 1986 e 2018) corresponderam a S.
marmorata, o que pode ser devido a erros de identificagdo. Grande parte dos estudos nao
informa os critérios utilizados para a identificacdo das espécies (COIMBRA JUNIOR &
SANTOS, 1986; VAZ et al.,, 1992; CARVALHO et al., 2001; MEDEIROS et al., 2002;
MALDONADO et al., 2003; GIOVANELLI et al., 2005; HENRIQUES-DE-OLIVEIRA et al.,
2007; AGUDO-PADRON, 2008; MORENO, 2008; NUNEZ, 2010, 2011; AGUDO-PADRON
& LENHARD, 2011; PINTO & MELO, 2012; FERNANDEZ et al., 2014). Considerando os
estudos em que sao descritos os critérios operacionais para delimitacdo, a identificacdo de S.
marmorata foi baseada na anatomia das partes moles (SOUZA et al., 1998; THIENGO et al.,
1998, 2001, 2002a, 2002b , 2004, 2006; QUEIROZ et al., 2002; TELES et al., 2002; EL-
KOUBA et al., 2009) ou na combina¢iao de anatomia e morfologia da concha (SOUZA et al.,
2006; BARBOSA, 2011; LEON, 2011; MOTA et al., 2012; SOUZA & MELO, 2012;
OHLWEILER et al., 2013; CANTANHEDE et al., 2014). No entanto, apenas a microanatomia
do complexo peniano pode revelar caracteristicas diagndsticas para distinguir entre S.
marmorata € A. brasiliensis (TAYLOR, 2003). Além disso, a anatomia das demais espécies
ocorrentes no Brasil ainda ¢ desconhecida. Assim, a identificacdao das espécies de fisideos no
pais pode ter sido prejudicada pela insuficiéncia dos critérios operacionais tradicionalmente
empregados, mesmo no cendrio favoravel em que se combinam a anatomia das partes moles e
a morfologia da concha. Como resultado, a identidade da espécie tem sido largamente atribuida
a supostamente difundida S. marmorata, ocultando a presenca de espécies morfologicamente

cripticas com distribuigdes mais restritas.
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Stenophysa marmorata também esta distribuida na América Central e no Caribe, onde
foi registrada anteriormente em 11 paises [Antigua e Barbuda, Barbados, Dominica, Guadalupe,
Jamaica, Martinica, Montserrat (territdrio ultramarino britanico), Saint Kitts & Nevis, Santa
Licia, Trinidad & Tobago e Ilhas Virgens Americanas] (Taylor, 2003). Essa espécie também
ocorre em areas ndo nativas na Africa (Costa do Marfim, Africa do Sul, Nigéria, Benin,
Moc¢ambique e Argélia) e Europa (Alemanha e Franca) (GBIF, 2022).

Os registros de espécies de fisideos compilados no Peru contabilizaram a presenca de
quatro espécies nativas da América do Sul: M. peruvianus, M. carolita, S. marmorata e P. rivalis.
Mexinauta peruvianus (Physa peruviana Gray, 1828, combinagao original) foi descrita para o
Peru, “habitando pantanos entre Lima e Callao” (GRAY, 1828). E possivel que M. peruvianus
apresente area de distribuicdo restrita e esteja em perigo de extingdo. LARREA et al. (1990)
encontraram essa espécie em alguns pontos de coleta no Departamento de Lima e, PARAENSE
(2003) encontrou apenas espécimes de P. acuta durante trés buscas na localidade tipo de M.
peruvianus. O autor teve acesso a trés espécimes de outra localidade (Balneario Las Delicias,
Trujillo), e os atribuiu, com divida, a M. peruvianus. Ao contrario de nossos resultados para o
Brasil, houve apenas um registro de S. marmorata no Peru. O baixo numero de registros de
ocorréncia de espécies, a maioria deles recuperados de bancos de dados de cole¢des, bem como
a recuperacao de apenas um artigo cientifico com duas localidades especificadas (LARREA et
al., 1990), evidencia a escassez de estudos sobre fisideos no Peru.

Encontramos poucos registros para Colombia e Equador. Para a Colombia, recuperamos
um numero semelhante de registros da literatura e dos bancos de dados e as Unicas espécies
registradas foram M. carolita e S. marmorata. Para o Equador, obtivemos registros para as
espécies M. carolita, M. spiculata € M. peruvianus provenientes apenas de bancos de dados.
Mayabina spiculata foi descrita na Guatemala e, posteriormente, registrada em novas
localidades daquele pais e no México (FISCHER & CROSSE, 1870-1878; MARTENS, 1890-
1901; BAKER, 1922). CLENCH (1930) considerou Physa rivalis Potiez & Michaud, 1838 (non
Maton & Rackett, 1807) como sindnimo de M. peruvianus argumentando que as imagens da
concha de ambas as espécies dadas por GRAY (1828) e POTIEZ & MICHAUD (1838) eram
“praticamente iguais”. Ambas as espécies nominais sdo validas de acordo com a
MOLLUSCABASE (2022). Em nossa opinido, o status taxonomico de P. rivalis e da grande
maioria das espécies de fisideos sul-americanos s6 pode ser resolvido através da integracao de

abordagens anatomicas e moleculares.
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Para a Argentina, os registros das espécies nativas P. aspii ¢ P. loosii foram muito
escassos. FERNANDEZ (1981) mencionou novas localidades para Physa aspii no noroeste da
Argentina (na provincia de Salta), sem especificar a localidade e Physa loosi para a provincia
do Chaco, informagéo repetida por autores posteriores (NUNEZ & PELICHOTTI, 2003; RUMI
et al., 2008). O status taxondmico de ambas as espécies € considerado incerto (TAYLOR, 2003).
Na MOLLUSCABASE (2022) P. aspii ¢ considerado como taxon inquirendum e P. loosii €
considerado como nomen dubium, enquanto TAYLOR (2003) considerou ambas as espécies
como incertae sedis. Existe a hipotese de que P. loosii e P. aspii sejam variedades de M.
peruvianus, porém a auséncia de espécimes-tipo preservados e a imprecisao da localidade-tipo
dificulta o estudo anatomico comparativo dessas espécies, ambas descritas apenas com base ma
morfologia da concha (FERNANDEZ, 1981; NUNEZ, 2011). Outras espécies registradas para
o pais foram A. brasiliensis, P. rivalis, P. rivalis minor e S. marmorata. No entanto, TAYLOR
(2003, 2004) argumentou que a distribuigao de S. marmorata nao inclui o territério argentino
e, portanto, os espécimes atribuidos a S. marmorata na Argentina podem pertencer a outra
espécie.

Encontramos registros de ocorréncia de A. brasiliensis € P. venustula no Chile. Physella
venustula foi originalmente descrita para o Peru (GOULD, 1847) e ¢ considerada uma espécie
valida de acordo com MOLLUSCABASE (2022). TAYLOR (2003), no entanto, examinou
espécimes do Peru e concluiu que a concha de P. venustula nao ¢ distinguivel da difundida
Haitia mexicana (Philippi in Kiister, 1841), agora aceita como sindnimo de P. acuta
(MOLLUSCABASE, 2022). Aqui, consideramos o status de espécie valida para P. venustula,
pois a concha ndo ¢ um bom critério operacional para distinguir espécies de fisideos.

O numero exato de espécies de fisideos validas no Chile ¢ controverso. As espécies
registradas para este pais foram Physa chilensis Clessin 1886, Physa porteri Germain, 1913,
Physa nodulosa Biese, 1949, considerada nativa, além de Physa rivalis Sowerby, 1874
(VALDOVINOS, 2006). Entre essas espécies, P. chilensis (localidade tipo: “Chile”) ¢
considerada incertae sedis por TAYLOR (2003) e nomem dubium por MOLLUSCABASE
(2022) e Physa nodulosa (localidade tipo: provincia de Coquimbo, Chile) ¢ considerada
sinbnimo de P. venustula (TAYLOR, 2003; MOLLUSCABASE, 2022). A possibilidade de
Physa porteri (localidade-tipo: provincia de Antofagasta, Chile) ser sinonimo de P. venustula
também foi considerada por TAYLOR (2003). Recentemente, estudos morfologicos e

moleculares em populacdes de fisideos no Chile refor¢aram as davidas sobre a validade de P
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chilensis e P. nodulosa, pois espécimes coletados nas localidades-tipo e arredores foram
identificados como P. acuta (COLLADO, 2017; COLLADO et al., 2020).

Para a Venezuela encontramos registros de ocorréncia de A. venezuelensis e S.
marmorata. TAYLOR (2003) mencionou a ocorréncia de duas espécies nativas de Physidae
para este pais, Stenophysa simoni (Jousseaume, 1889) (Aplexa simoni, combinacao original)
(localidade-tipo: Caracas, Venezuela) e A. venezuelensis, ambas descritas com base em
caracteristicas da concha. Segundo TAYLOR (2003), S. simoni pode ser, na verdade, S.
marmorata.

Para o Uruguai, encontramos registros de P. rivalis, P. rivalis minor € S. marmorata.
Alguns erros taxondmicos relativos aos fisideos neotropicais levaram a erros na atribuicao de
espécies, fomentados pela insuficiéncia dos critérios operacionais para delimita-las, resultando
em uma incerteza historica sobre a validade nominal delas (NUNEZ, 2010). A espécie nominal
P rivalis ¢ um bom exemplo de ambiguidade gerada pelo impedimento taxondmico.
SOWERBY (1822) apresentou o primeiro registro de P. rivalis Maton & Rackett, 1807 na
regido neotropical (Guadalupe). Depois disso, alguns autores atribuiram a Sowerby a autoria de
P, rivalis da regido neotropical. Quando d'ORBIGNY (1835) mencionou Physa rivalis Sowerby,
1822 para a América do Sul (Uruguai, Chile, Argentina e Peru), iniciou-se ai uma grande
polémica sobre a identidade dos fisideos presentes nesses paises. O nome da espécie de
Sowerby estava pré-ocupado com Bulla rivalis Turton, 1807 (= Physa rivalis) e Physa rivalis
Maton & Rackett, 1807. CLENCH (1930) argumentou que P. rivalis Sowerby (non Turton nec
Maton & Rackett) era de fato S. marmorata. dORBIGNY (1837-1841) descreveu duas
variedades de P. rivalis (major e minor) para a América do Sul, atribuindo a variedade major a
P. peruviana Gray, 1828. Mais tarde, dORBIGNY (1837-1841) descreveu Physa sowerbyana
baseado em material de Cuba e considerou P. rivalis Sowerby e P. peruviana como sindnimos
de P. sowerbyana. PARODIZ (1956) assumiu a controvérsia sobre Physa rivalis e espécies
relacionadas, e prop0s que P. rivalis major seria encontrada apenas no Peru, enquanto P. rivalis
minor, ocorreria no norte do Brasil. Segundo PARODIZ, no Rio Prata haveria outra espécie
diferente das subespécies de P, rivalis € S. marmorata. Atualmente P. sowerbyana ¢ considerada
sindnimo de S. marmorata de acordo com a MOLLUSCABASE (2022), Physa rivalis (Maton
& Rackett, 1807) é considerada sindnimo de P. acuta (TAYLOR, 2003; MOLLUSCABASE,
2022) e P. rivalis Potiez & Michaud, 1838, ¢ considerado incertae sedis (TAYLOR, 2003).

Vale ressaltar que todos esses atos taxonomicos foram baseados apenas no exame da

morfologia da concha, que ¢ pouco informativa em espécies de fisideos com conchas



70

semelhantes a Aplexinae (Figura 3). Assim, o status dessas espécies nominais s6 podera ser
esclarecido quando dados anatdmicos € moleculares estiverem disponiveis.

Afrophysa brasiliensis ¢ um bom exemplo da necessidade de aplicacdo de novos
critérios operacionais para delimitagdo de espécies em fisideos neotropicais. Essa espécie foi
descrita com base na morfologia da concha. O holotipo, depositado no Museu Senckenberg em
Frankfurt, Alemanha, foi destruido durante a Segunda Guerra Mundial. A localidade-tipo ¢
atribuida ao sul do Brasil (KUSTER, 1844; TAYLOR, 2003). TAYLOR (2003) obteve
espécimes do sul do Brasil (Porto Alegre, estado do Rio Grande do Sul), identificou-os como
A. brasiliensis, e comparou a microanatomia ¢ morfologia da concha de A4. brasiliensis ¢ S.
marmorata. A concha de ambas as espécies nao pode ser distinguida. No entanto, a analise
anatomica realizada por TAYLOR (2003) revelou que o género Afrophysa pode ser diferenciado
de Physa e Stenophysa pelas caracteristicas da bainha peniana e posi¢ao do canal peniano.

Registramos S. marmorata em dez bacias hidrologicas geograficamente isoladas; esse
padrao de distribuicdo pode ser atribuido a alguns mecanismos de dispersdo ou,
alternativamente, a erros de identificacdo das espécies. As distribuicdes generalizadas de
espécies de caramujos de dgua doce tém sido atribuidas principalmente a introdugdo por
atividades humanas (HAYES et al., 2008) e zoocorismo por aves aquaticas (VAN LEUWEN &
VAN DER VELDE, 2012). O transporte de caramujos por aves migratérias pode ocorrer por
endo ou ectozoocorismo (VAN LEEUWEN & VAN DER VELDE, 2012; VAN LEEUWEN et
al., 2012; FLOCK et al., 2018), o que foi previamente observado para caramujos do género
Physa, aderidos as penas do Whitefaced Glossy Ibis em Utah, EUA (ROSCOE, 1955).
Entretanto, a extensdo dos registros de ocorréncia de S. marmorata na América do Sul,
incluindo varias bacias hidroldgicas isoladas e, a coocorréncia de espécimes atribuidos a S.
marmorata € a outras espécies de fisideos em uma mesma bacia hidrolégica (Amazodnica, La
Plata, Orinoco, Sao Francisco e Uruguai-Brasil, Costa do Atlantico Sul) indicam a possibilidade
de erros de identificagdo de espécies e a necessidade de reavaliar a distribui¢do dos fisideos sul-
americanos usando outros critérios operacionais além da morfologia da concha, incluindo o uso

de abordagens moleculares.
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4 CAPITULO 3: DIVERGENCIA DE NICHO COMO EVIDENCIA DE DIVERSIDADE

CRIPTICA EM UM CARAMUJO DE AGUA DOCE AMPLAMENTE DISTRIBUIDO
NA AMERICA DO SUL

4.1 RESUMO

A distribuigdo da maioria das espécies de fisideos neotropicais ¢ desconhecida, gerando
incertezas sobre endemismos e conservagao das espécies. Para a maioria das espécies ha poucos
registros de ocorréncia disponiveis em bancos de dados de biodiversidade e na literatura. E,
muitos espécimes depositados em cole¢des malacologicas nao estdao identificados. Além disso,
para grande parte das espécies descritas, a Unica informagao disponivel para a identificagao
especifica estd limitada ao conjunto de caracteristicas conquilioldgicas presentes nas descrigdes
originais. As semelhancas interespecificas na morfologia das conchas e a escassez de outros
critérios operacionais, dificultam a delimitacdo e identificagdo. Fazendo com que muitas das
vezes um espécime seja identificado como a espécie mais difundida conhecida, com base em
semelhancas superficiais de algumas caracteristicas. Entre as espécies de fisideos que ocorrem
na América Central e do Sul, Stenophysa marmorata ¢ supostamente a mais difundida,
possuindo registros de ocorréncia em vérias bacias hidroldgicas isoladas cobrindo quase todos
os paises da América do Sul. Tal padrdo de distribuicao € questionavel devido a baixa eficiéncia
de dispersdo desses organismos. Assim, considerando as incertezas sobre as distribui¢des
geograficas da maioria das espécies nominais de fisideos em regides neotropicais e a
ineficiéncia dos critérios operacionais existentes para o reconhecimento das espécies, aplicamos
amodelagem de nicho ecologico e os testes de sobreposicao e identidade de nicho a nove tdxons
de fisideos sul-americanos. Nossos resultados revelaram que os processos de identificagdao dos
fisideos neotropicais e o conhecimento de sua distribuicao geografica foram prejudicados por
impedimentos taxonomicos, sendo necessario trabalhos futuros para validacdo das espécies
candidatas apontadas pelas andlises, a fim de se obter o real conhecimento sobre a diversidade

e conservagao dos fisideos na América do Sul.
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4.2 INTRODUCAO

A maioria das espécies de fisideos neotropicais apresenta distribuigdes pouco
conhecidas (TAYLOR, 2003; NUNEZ & PELICHOTTI, 2003; NUNEZ, 2011). A auséncia de
definicdo sobre a extensdo de suas distribuicdes geograficas gera incertezas sobre os
endemismos e o status de conservacdo. A principal causa da deficiéncia de informagdes sobre
a distribuigdo das espécies pode ser devido ao impedimento taxondmico. Os poucos registros
de ocorréncia para a maioria das espécies de fisideos neotropicais disponiveis em bancos de
dados de biodiversidade e na literatura podem indicar que eles nao foram recoletados ao longo
do tempo (SPECIESLINK, 2022; GBIF, 2022, SIBBR, 2022). Alternativamente, o grande
numero de espécimes ndo identificados em colegdes malacoldgicas pode indicar a existéncia de
alguns impedimentos para pesquisadores e curadores na realizagao da identificacao em nivel de
espécie.

Um grande problema ¢ o fato de a maioria das espécies nunca ter sido revisitada, e a
unica informacdo que possa ser utilizada na identificagdo estar limitada ao conjunto de
caracteristicas das conchas nas descri¢des originais (TAYLOR, 2003; NUNEZ, 2011). Dadas
as semelhancas na morfologia das conchas entre as espécies de fisideos neotropicais, a escassez
de outros critérios operacionais baseados na anatomia das partes moles e dados moleculares
explicam as dificuldades em delimitar e rotular as espécies. Além dessas lacunas na rotulagem,
o impedimento taxondmico também pode levar a erros de identificagdo das espécies.
Frequentemente, para grupos de organismos com taxonomia conhecida e historico de falta de
especialistas em escalas geograficas e temporais, a identificagdo das espécies cai no principio
do menor esforco; ou seja, a busca de informagdes cessa assim que resultados minimamente
aceitaveis sdo encontrados. Em outras palavras, um espécime ¢ identificado como a espécie
mais difundida conhecida, com base em semelhancgas superficiais de alguns tragos (SAY, 1821;
TURNER & CLENCH, 1974). Este pode ser o caso das espécies de fisideos neotropicais.

Entre as espécies de fisideos que ocorrem na América Central e do Sul, Stenophysa
marmorata ¢ supostamente a mais difundida, com registros de ocorréncia em varias bacias
hidrologicas isoladas, cobrindo praticamente todos os paises da América do Sul (exceto o Chile),
além de varias localidades do Caribe (THIENGO et al., 2006; REEVES et al., 2008; NUNEZ,
2011; LEON, 2011; CANTANHEDE et al., 2014; FERNANDEZ et al., 2014; CORTES-
GUZMAN & LINARES, 2016; DUBART et al., 2019; GBIF, 2022). Esse padrio de

distribuicdo ¢ questiondvel, considerando que os caramujos de 4gua doce ndo sdo tdo eficientes
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na dispersao entre diferentes bacias hidrologicas isoladas por extensas areas de terra firme
(KAPPES & HAASE, 2012). Apesar das escassas evidéncias de zoocorismo envolvendo
caramujos de 4gua doce (VAN LEEUWEN & VAN DER VALDER, 2012; VAN LEEUWEN et
al., 2012) e da possibilidade de introdu¢do em éareas nao nativas por meio de atividades humanas
(ALBRECHT et al., 2009; HAVEL et al., 2014), a maioria das espécies de Physidae apresenta
distribuicao restrita. Assim, € provavel que varias populagdes reconhecidas como S. marmorata
em regides neotropicais pertencam de fato a outras espécies.

Considerando as incertezas sobre as distribuigdes geograficas da maioria das espécies
nominais de fisideos em regides neotropicais e, a ineficiéncia dos critérios operacionais
existentes para o reconhecimento das espécies, a modelagem de nicho ecoldgico surge como
uma ferramenta util para indicar potenciais espécies candidatas (CSs) a serem validadas por
meio de taxonomia reversa (RAXWORTHY et al.,, 2007; ALVARADO-SERRANO &
KNOWLES, 2014; JADIN et al., 2021). A modelagem de nicho ecologico tem sido utilizada
com sucesso para detectar nichos ecoldgicos divergentes entre CSs em varios grupos
taxonomicos, acelerando a descoberta de novas espécies (WIENS & GRAHAM, 2005;
RAXWORTHY et al., 2007). O uso dessa abordagem em combinagdo com a taxonomia reversa
¢ particularmente util para grupos taxonomicos que apresentam baixa vagilidade e distribui¢des
pouco conhecidas (RAXWORTHY et al., 2007), como € o caso dos fisideos.

No presente estudo construimos modelos de nicho ecoldgico para nove taxons de
fisideos (duas espécies nominais e sete CSs) e comparamos a existéncia de superposicio de
nicho ecoldgico de oito pares de tdxons. Para avaliar o nivel de conservadorismo de nicho
ecoldgico foram utilizados dois testes, um avaliando a equivaléncia de nicho e outro testando a
similaridade de nicho entre as espécies. Nossos resultados revelaram que o conhecimento sobre
a identidade e a distribuicao geografica das espécies de fisideos provavelmente esta afetado por
impedimentos taxondmicos e, consequentemente, a diversidade de espécies pode ter sido

subestimada na América do Sul.
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4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 AREA DE ESTUDO

O continente sul-americano abrange cerca de 18 x 10% km? e a distribuicio de suas terras
em diferentes latitudes, aliadas as variadas formas de relevo, propicia a atuagdo de diferentes
sistemas atmosféricos promovendo heterogeneidade climatica (REBOITA et al., 2009). A massa
continental tem formato aproximadamente triangular, sendo mais larga em dire¢do ao norte,
onde se estende por mais de 5.000 km de leste a oeste, logo ao sul do Equador, estreitando-se
ao sul do continente (ORME, 2007). Tré€s quartos da América do Sul estdo dentro de latitudes
tropicais e sob a influéncia da Zona de Convergéncia Intertropical e sistemas de circulacao
relacionados, criando diversos padrdes de tempo, clima e variabilidade climatica. Mais ao norte,
ndo existe tal barreira e, atraidos pela convecgdo sazonal profunda sobre a Amazdnia, os ventos
umidos da superficie do Atlantico equatorial penetram no interior em direcdo aos Andes,
trazendo muitas nuvens e chuva para a base oriental da cordilheira (ORME, 2007).

Trés grandes bacias de 4gua doce dominam o continente sul-americano: a Amazonica,
Orinoco e Parand-Paraguai (também chamada de La Plata), em conjunto elas abrangem
11.300.000 km?. Quatro elementos estruturais sdo relevantes para o formato e comportamento
dessas trés bacias: (1) os Andes; (2) as bacias subandinas que se estendem do leste dos Andes
ao sul da foz do Orinoco, até a bacia Chaco-Parand; (3) os escudos brasileiros e das guianas
refletindo cratons pré-cambrianos e cinturdes orogénicos de rochas metamorficas e (4) a Bacia
Central Amazonica, uma grande subsidéncia flexural cratonica com algumas estruturas de
graben que datam do inicio do periodo paleozoico conectando as sub-bacias a oeste com o
graben onde se localiza o estuario amazonico na costa atlantica (DUNNE & MERTES, 2007).
A Bacia Amazonica € a maior e mais diversificada bacia de agua doce do mundo, localizada na
parte norte da América do Sul, compreende uma érea de 6,8 milhdes de km?* (WITTMANN &
JUNK, 2016). Essa bacia se estende por sete paises (Brasil, Bolivia, Peru, Colombia, Equador,
Venezuela e Guiana) (BARTHEM et al., 2017). As principais nascentes estdo localizadas na
Cordilheira dos Andes, em territorios bolivianos, peruanos, equatorianos e colombianos,
estando a mais espetacular planicie de inundagdo situada no Brasil (REIS et al., 2016;
BARTHEM et al., 2017). A Bacia do Prata ou Parani-Paraguai situa-se no extremo norte do

cone sul do continente e ¢ a segunda maior bacia hidrologica da América do Sul estendendo-se
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por cinco paises: Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai (COLLISCHONN et al., 2016).

Esta bacia possui a segunda maior area umida do continente, o Pantanal brasileiro, na fronteira
do Brasil com o Paraguai (REIS et al., 2016). A bacia do rio Orinoco abrange um enorme e
heterogéneo sistema de ecossistemas de agua doce, incluindo riachos que drenam a Cordilheira
dos Andes, piemontes, vastas savanas e varzeas, o Escudo das Guianas e ambientes deltaicos

que margeiam sua foz, que desagua no Oceano Atlantico (LASSO et al., 2016).

4.3.2 REGISTROS DE OCORRENCIA

Compilamos, em julho de 2021, os registros de ocorréncia de fisideos sul-americanos de
colecdes de museus, de base de dados de biodiversidade e de literatura. As colegdes
malacolégicas do IBN (/nstituto de Biodiversidad Neotropical, Tucuman, Argentina), MACN-
In (Museo Argentino de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia, Buenos Aires, Argentina) e
MLP (Museo de La Plata, Buenos Aires, Argentina) foram revisadas em periodo anterior a
elaboracdo desse trabalho. Registros adicionais, indisponiveis online, cedidos pelos curadores
das cole¢des malacoldgicas do Brasil, Fundagdao Zoobotanica do Rio Grande do Sul (FZB/RS),
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), Museu de Ciéncias e Tecnologia da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul e Instituto Oswaldo Cruz (FioCruz)
foram incluidos. Outras fontes de informagao foram os bancos de dados eletronicos SpeciesLink,
Sistema de Informacdo sobre a Biodiversidade Brasileira — SiBBr, Global Biodiversity
Information Facility — GBIF, Smithsonian National Museum of Natural History (NMNH),
Natural of History Museum, Reino Unido (NHMUK), Academy of Natural Sciences of Drextel
University — ANSP. Além disso, foram realizadas buscas em bases de dados bibliograficas como

Web of Science (https://publons.com/search/), Scielo (https://www.scielo.org/), Periodicos

Capes  (https://www-periodicos-capes-gov-br.ez25.periodicos.capes.gov.br/),  Biodiversity

Heritage Library - BHL (https:/www.biodiversitylibrary.org/), Google Scholar

(https://scholar.google.com/) e Scopus (https://www.scopus.com/), sem restricdo de ano de

publicagdo. A formula usada nas buscas foram (“Physidae” or “Afrophysa brasiliensis” or
“Physa brasiliensis” or “Aplexa marmorata” or “Physa marmorata” or “Stenophysa
marmorata” or “Aplexa rivalis” or “Physa rivalis” or “Physa rivalis var. minor” e

(“nome do pais” ou “South America” ou “Central America”).


https://publons.com/search/
https://www.scielo.org/
https://www-periodicos-capes-gov-br.ez25.periodicos.capes.gov.br/
https://www.biodiversitylibrary.org/
https://scholar.google.com/
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Locais sem coordenadas geograficas especificadas foram georreferenciados usando o

Geolocate (https://geo-locate.org/web/WebGeoref.aspx) e quando necessario as coordenadas

obtidas foram convertidas para o formato de graus decimais usando a calculadora geografica

do INPE (http://www.dpi.inpe.br/calcula/). Do numero total de registros obtidos, apds a

remocao de duplicatas e registros dubios, trabalhamos com um conjunto final de 782 registros

unicos, contendo informagdes geograficas confiaveis (Tabela S1).

4.3.3 ESPECIES CANDIDATAS

Considerando a hipdtese de que a ampla distribuigdo conhecida para S. marmorata na
América do Sul ¢ provavelmente um efeito de impedimento taxondémico e de erros de
identificacao das espécies, projetamos na América do Sul, os modelos de nicho ecologico
obtidos para S. marmorata na regido do Caribe. Os dados de ocorréncia de S. marmorata foram
compilados na América Central e no Caribe (Antigua e Barbuda, Barbados, Dominica,
Guadalupe, Jamaica, Martinica, Montserrat (territério ultramarino britanico), Saint Kitts &
Nevis, Santa Lucia, Trinidad & Tobago e Ilhas Virgens Americanas) (Tabela S1) (Fig.2a, b).

Para area de distribui¢do nativa de S. marmorata, foram delimitados poligonos em todos
os pontos periféricos de ocorréncia conforme proposta d¢ ROMERO-ALVAREZ et al. (2017)
utilizando o software QGIS. As camadas ambientais usadas na projecdo foram as mesmas
usadas para modelar o CS com a resolucdo de ~ 1 km2, mascaramos as varidveis para criar as
camadas ambientais que representam a area de calibracao usando a fungdo “Raster Toolbox”
(ferramenta “r.mask .vec”’) do QGIS.

Os resultados desta analise mostraram que as areas de adequabilidade para S. marmorata
na América do Sul estdo restritas a parte noroeste do continente (principalmente as bacias do
Orinoco e do Amazonas) (Figura Ic), corroborando a premissa de que as populagdes atribuidas
a S. marmorata ocorrendo ao sul da América do Sul podem pertencer a uma ou a varias espécies
diferentes.

A partir desse resultado, aplicamos a fun¢do “Niche clustering” do “ntbox package”
(OSORIO-OLVERA et al., 2020) sobre todos os registros de ocorréncia da América do Sul
identificados como “S. marmorata para verificar a possivel formagao de grupos (Figura 1d).
Para a andlise selecionamos duas varidveis relacionadas a alteragdes nos ciclos hidrolégicos:
BIO1 (temperatura média anual), BIO12 (precipitacdo anual) também selecionamos como

varidvel a camada de bacias hidrologicas da América do Sul. A analise resultou na formacao


https://geo-locate.org/web/WebGeoref.aspx
http://www.dpi.inpe.br/calcula/
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de sete grupos que consideramos como sete espécies candidatas: espécie candidata 1 (CS 1) da
bacia Uruguai-Brasil; espécie candidata 2 (CS 2) da bacia do Sdo Francisco; espécie candidata
3 (CS 3) da bacia do Prata; espécie candidata 4 (CS 4) da bacia do Leste do Brasil; espécie
candidata 5 (CS 5) da bacia do Amazonas; espécie candidata 6 (CS 6) da bacia do Tocantins e
espécie candidata 7 (CS 7) da bacia hidrolégica do Norte do Brasil. As demais bacias nao

puderam ser incluidas devido ao baixo niumero de registros de ocorréncia disponiveis (<10).
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Figura 1 - Mapa de probabilidade do modelo ajustado aos dados de distribuicdo de S.
marmorata na regido do Caribe projetados para a América do Sul.
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4.3.4 MODELAGEM DO NICHO CLIMATICO

Dezenove variaveis bioclimaticas foram baixadas do banco de dados WorldClim (FICK
& HIJIMANS et al., 2017) em resolucdo espacial de 30 arco segundos (~ 1 km?). Para
representar as condi¢des de relevo, usamos os dados de elevagdo SRTM da Shuttle Radar

Topography Mission (www?2.jpl.nasa.gov/srtm/southAmerica.htm) na mesma resolugdo das

variaveis bioclimaticas. As camadas das principais bacias e redes hidrologicas da América do
Sul foram obtidas do WWF HydroSHEDS (www.hydrosheds.org/page/hydrobasin) e
(www.hydrosheds.org/page/hydrorivers).

Os complexos de bacia incluidos aqui estdo baseados nas ecorregides de dgua doce do
mundo (ABELL et al., 2008) agrupadas por unidades hidrologicas e biogeograficas. Todas as
camadas foram cortadas para os limites da América do Sul e Guadalupe utilizando o QGis
(versao 3.18). A correlagdo entre os pares de varidveis ambientais foi verificada pelo teste de
correlagdo de Pearson, utilizando o programa NThox (OSORIO-OLVERA et al., 2020), sendo
eliminada uma varidvel por par de variaveis altamente correlacionadas (r > 0,85). Resultando
na selecdo de doze varidveis bioclimaticas que foram utilizadas na execugdo das analises
subsequentes: bacias hidrologicas, altitude, BIO1 (temperatura média anual), BIO 2 (intervalo
médio diurno - Média mensal (max temp - min temp)), BIO3 (isotermalidade), BIO4
(sazonalidade da temperatura), BIO7 (intervalo da temperatura anual), BIO12 (precipitacio
anual), BIO13 (precipitacdo do més mais frio), BIO14 (precipitacdo do més mais seco), BIO18
(precipitagdo do trimestre mais quente) e BIO19 (precipitagdo do trimestre mais frio). Os
modelos de distribuicdo de espécies (MDEs) foram gerados usando o método Maximum
Entropy (MaxEnt versao 3.4.4) (PHILLIPS et al., 2020). Usamos as configuragdes default do
MaxEnt com um méximo de 500 iteragdes, um limite de convergéncia de 107 e 10° localidades
de background geradas aleatoriamente. Cada modelo foi replicado 100 vezes e os dados de
ocorréncia foram divididos aleatoriamente em um subconjunto de treinamento (75%) e um de
teste (25%). O modelo foi computado como “logistico”. Essa saida retorna um mapa continuo
com uma probabilidade estimada de presenca entre 0 (nenhuma probabilidade de presenca da
espécie) e 1 (alta probabilidade de presencga), permitindo distingdes finas entre a adequagao das
diferentes areas modeladas (GIOVANELLI et al., 2008). Para avaliar o desempenho do modelo,
consideramos a métrica AUC derivada da curva ROC (Receiver Operating Characteristic)
(PETERSON et al., 2008). A AUC representa a probabilidade de o modelo pontuar um local de
presenca (localidade de teste) maior do que um local de background (ELITH et al., 2006;


https://www2.jpl.nasa.gov/srtm/southAmerica.htm
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PHILLIPS et al., 2006) e tornou-se uma ferramenta dominante na avaliacdo da precisao dos
modelos em prever a distribuicao das espécies (PETERSON et al., 2008). Essa métrica avalia
a relacdo entre o erro de omissdo para registros de presenga independentes (aqui, ocorréncias
das espécies de interesse que ficaram fora de sua area nativa) e a proporcao da area estimada
como adequada para a espécie, mas apenas sob condigdes de baixo erro de omissao
(PETERSON et al., 2008). O teste ROC parcial foi calculado com base nos modelos de
adequacdo continua e nos registros de presen¢a das espécies focais da area de invasdo (dados
de avaliacdo) (CASTANO-QUINTERO et al., 2020); permitimos um erro de omissdo de 2,5%
a 5% e definimos um bootstrap para 50% dos dados de avaliacdo e 500 iteracdes, para avaliar
a significancia estatistica dos valores de razdao AUC com o pacote nThox. A contribui¢dao
percentual das variaveis individuais para cada modelo foi estimada com o teste jackknife

calculado no MaxEnt.

4.3.5 MEDINDO A SOBREPOSICAO DE NICHO

Os modelos de nicho ecoldgico foram gerados para as duas espécies nominais,
Afrophysa brasiliensis e Physa rivalis minor e as sete espécies candidatas (CSs),
conforme descrito acima. Essas duas espécies foram incluidas no presente estudo porque
entre todas as espécies de fisideos da América do Sul encontramos registros de
ocorréncia em quantidade suficiente para efetuar a modelagem de nicho, apenas para as
duas espécies, além de S. marmorata. Além disso, embora A. brasiliensis e P. rivalis
minor sejam formalmente aceitas como espécies validas, ainda ha davidas se sdo
sinonimias de S. marmorata.

Para avaliar a diferenciagao de nicho para cada par de espécies, foram realizados os
testes de identidade e de sobreposi¢do de nicho no programa ENMTools 1.3 (WARREN et al.,
2010) utilizando as pontuacdes de adequabilidade de habitat, geradas durante a modelagem da
distribuigao das espécies. O ENMTools quantifica a similaridade de nicho usando duas medidas:
D de Schoener e uma medida derivada da distancia de Hellinger chamada /. A sobreposicao de
nicho dentro das espécies nominais e CSs foram medidas pelo D de Schoener diretamente do
espacgo de nicho ecoldgico (WARREN et al., 2008). O D de Schoener mede a sobreposicao ou
similaridade da area de adequabilidade prevista pelo MaxEnt para os pares de espécies

(considerando as probabilidades logisticas dos pixels) e varia de 0 (sem sobreposi¢do) a 1
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(sobreposi¢ao). Foram realizadas comparagdes entre todas as espécies e as CSs

consideradas. Além disso, o teste de identidade foi aplicado para estimar se os nichos
ecologicos de cada espécie eram significativamente diferentes e se os dois espagos de
nicho eram intercambidveis (WARREN et al. 2010). Este teste randomiza as ocorréncias
para as duas espécies, criando as pseudopopulacdes, e compara os nichos ambientais
para esses conjuntos de dados, criando valores D e I permutados. Quando os valores D
e I observados sdo significativamente menores do que aqueles calculados pelos dados

permutados, os nichos sdo interpretados como diferentes (WARREN et al. 2008).

4.4 RESULTADOS

4.4.1 MODELAGEM DA DISTRIBUICAO DE ESPECIES

A avaliacdo da qualidade dos modelos foi verificada analisando os valores de
AUC (onde AUC > 0.9 indica que o modelo ¢ excelente € 0.8 > AUC < 0.9 indica que o
modelo ¢ considerado bom), a comparacao entre os valores de AUC de treino e AUC de
teste (onde AUC treino > AUC teste indica boa qualidade do modelo), taxa de omissao
(> 25% indica que o modelo ¢ considerado bom) e o teste ROC-parcial (quando = 2,
indica que o modelo ¢ considerado bom). Todos os modelos de nicho ecologico gerados
apresentaram alto poder discriminativo (AUC > 0.8), com AUC de treino superior a 0.9
para quase todos os modelos, exceto para Afrophysa brasiliensis e CS5, para as quais a
AUC de treino foi 0.811 e 0.864, respectivamente. A AUC de treino também foi
ligeiramente superior 8 AUC de teste em quase todos os modelos, exceto para CS7, em
que a AUC de teste e a AUC de treino foram iguais (0.998) e CS6, para o qual a AUC
de treino foi menor que a AUC de teste. As taxas de omissao dos modelos variaram de

0.095 a 0.404 (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores de AUC e taxas de omissao. A taxa de omissdo corresponde a “Percentil 10

de presenga de treino” nos resultados do Maxent.

Espécies/Entidades

AUC (Treino)

AUC (Teste)

Taxa de omissio

Afrophysa brasiliensis
Physa rivalis minor
CSl1

CS2

CS3

Cs4

CSs

CS6

CS7

0.941
0.986
0.991
0.994
0.981
0.998
0.941
0.991
0.998

0.811
0.976
0.988
0.985
0.969
0.987
0.810
0.996
0.998

0.404
0.181
0.122
0.095
0.185
0.197
0.180
0.133
0.187

Os testes ROC parciais indicaram uma capacidade preditiva significativa para todos os

modelos de nicho ecoldgicos (p < 0.001). Os valores médios para quase todas as espécies/CSs

foram proximos a 2 (1,80-1,98), exceto para A. brasiliensis (1,56), P. rivalis minor (1,59) e CS5

(Apéndice C).

As porcentagens de contribui¢do de cada varidvel para a construcdo de cada modelo sdo

apresentadas na Tabela 2. Nenhuma varidvel bioclimatica em comum foi observada para todas

as espécies, houve grande influéncia da sazonalidade da temperatura e da precipitacdo do

trimestre mais quente sobre as varidaveis preditoras mais importantes para a construgdao de

modelos para cada espécie enquanto as variaveis de altitude e bacia hidrologica foram

importantes em pelo menos uma das espécies (Tabela 2).
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Tabela 2. Contribuicao das varidveis na constru¢cao do modelo para cada espécie nomi-

nal/candidata. As varidveis de maior contribuicao estdo marcadas em negrito.

Variaveis Afrophysa Physarivalis CS1 CS2 CS3 CS4 CS5 CS6 CS7

brasiliensis minor

Altitude 16.4 6.1 10.3 0.5 1.2 3.5 353 1.6 29.3
Bacias 0.7 4 18 0.4 36.1 7.4 2.9 9.9 4.3
Biol 4.6 8.7 7 1.5 0.2 15.5 0.2 0.2 0.4
Bio2 3 2.3 1.3 0 1.5 0.8 0.2 6.7 0.4
Bio3 47 51.8 2.7 0.1 0.2 0 1.6 6.1 3.1
Bio4 0.6 19.5 0.3 4.7 3.7 0.8 56.8 5.7 12
Bio7 0.5 0.1 41.7 2.1 1.7 35.2 1 0 0

Biol2 0.2 0.2 0 0 0.2 7.2 0.2 15.7 0.4
Biol3 1.5 1.1 0.5 10.6 3.9 0.5 0.6 3.9 0.6
Biol4 5.5 1.1 7 0.6 1.9 17.7 0.6 21.6 0.6
Biol8 17.3 2.9 8.5 1.5 45.3 8.8 0.2 4.1 28.5
Biol9 2.7 2.4 2.7 77.9 4.1 2.6 0.4 24.5 20.5

Para CS1, pequenas areas de maior adequabilidade estdo situadas na bacia Uruguai-
Brasil, bacia da Costa do Atlantico Sul, na regido costeira que corresponde aos estados do Rio
de Janeiro e Espirito Santo, no sentido longitudinal (Figura 2a). As varidveis BIO4
(sazonalidade da temperatura), bacias e altitude foram as de maior contribui¢do para o modelo
(Tabela 2).

Para a espécie candidata CS2 as areas de maior adequabilidade estdo a jusante da bacia
do Sao Francisco no estado de Minas Gerais (Figura 2b). As variaveis BIO19 (precipitagcao do
trimestre mais frio), BIO13 (precipitagdo do més mais frio) e BIO4 (sazonalidade da
temperatura) foram as de maior contribui¢cdo para o modelo (Tabela 2).

Para CS 3, as areas de maior adequabilidade estdo na bacia do Prata, em territorio
brasileiro (na regido do estado de Sao Paulo) e na por¢ao média da bacia Uruguai-Brasil (Figura
2¢). As variaveis BIO18 (precipitagdo do trimestre mais quente), bacias e BIO19 (precipitagao
do trimestre mais frio) foram as de maior contribuicao para o modelo (Tabela 2).

A CS 4 apresentou areas de maior adequabilidade na bacia do Atlantico Leste-Brasil,
estendendo-se ao longo da costa do Atlantico Sul na regido costeira dos estados do Ceara,
Espirito Santo, Rio Grande do Norte e Paraiba (Figura 2d). As variaveis BIO7 (intervalo da
temperatura anual), BIO14 (precipitacdo do més mais seco) e BIO1 (temperatura média anual)
foram as de maior contribui¢do para o modelo (Tabela 2).

As areas de adequabilidade da CS5 podem ser observadas na parte média da bacia

amazoOnica, no territorio brasileiro (regido do estado do Amazonas). No entanto, outras areas de
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adequabilidade estendem-se para a bacia do Nordeste da América do Sul, Costa do Atlantico
Sul ao norte da América do Sul, na regido costeira da Guiana Francesa e do Suriname (Figura
2e). As variaveis BIO4 (sazonalidade da temperatura), altitude e bacias foram as de maior
contribuicdo para o modelo (Tabela 2).

Para CS 6, as areas de alta adequabilidade estdo concentradas na parte leste do meio da
Bacia do Tocantins, na regido do estado do Tocantins (Figura 2f). As variaveis BIO19
(precipitagdo do trimestre mais frio), BIO1 4(precipitacio do més mais seco) e BIO12
(precipitagdo anual) foram as de maior contribui¢do para o modelo (Tabela 2).

A CS 7 apresentou areas de adequabilidade muito alta, no extremo norte do estado do
Maranhao (Figura 2g). As variaveis altitude, BIO18 (precipitacao no trimestre mais quente) e
BIO19 (precipitagdo do trimestre mais frio) foram as de maior contribuicdo para o modelo
(Tabela 2).

Para Afrophysa brasiliensis, as condi¢cdes de maior adequabilidade estdo situadas
principalmente na bacia Uruguai-Brasil e na bacia da costa do Atlantico Sul, no litoral sul
(estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand) e parte do sudeste do Brasil (estado de
Sao Paulo). No entanto, pequenas areas de condi¢des de adequabilidade ocorrem no Paraguai
(perto da fronteira com a Argentina) e no centro da Bolivia (Figura 2h). As varidveis BIO3
(isotermalidade), BIO18 (precipitagdo no trimestre mais quente) e altitude foram as de maior
contribui¢do para o modelo (Tabela 2).

Para Physa rivalis minor as areas de maior adequabilidade estdo situadas na bacia
Uruguai-Brasil e bacia da costa do Atlantico Sul, na regido costeira do sul (estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parand), parte do sudeste do Brasil (estado de Sao Paulo) e
regido costeira do Uruguai e nordeste da Argentina, abrangendo regides da bacia do Prata em
territorios brasileiro, argentino e uruguaio (Figura 21). As varidveis que agregaram maior valor
preditivo ao modelo foram BIO3 (isotermalidade), BIO4 (sazonalidade da temperatura) e

BIO1(temperatura média anual) (Tabela 2).
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Figura 2. Modelos de distribui¢do potencial obtidos para as espécies de fisideos na América do Sul.
a) CS1, b) CS2, ¢) CS3, d) CS4, e) CS5, f) CS6, g) CS7, h) Afrophysa brasiliensis, 1) Physa rivalis

minor.
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4.4.2 TESTE DE SIMILARIDADE DE NICHO

Os resultados da sobreposi¢@o de nicho e teste de identidade sdo apresentados na
Tabela 3. O teste de identidade revelou que alguns pares de modelos de nicho ecologico
— ENMs — ndo eram equivalentes. Para os pares CS5-CS4, CS5-CS7, CS2-CS6 e CS3-
CS1, o valor observado de I (sobreposicao de nicho) foi menor que o esperado pela
distribui¢do nula do teste de identidade e o D mostrou que os valores esperados foram
maiores que os valores observados. Dessa forma, a hipotese nula de que os nichos desses
pares sdo equivalentes foi rejeitada, sugerindo que as espécies de cada um desses pares
ocupam nichos ecoldgicos consideravelmente diferentes. A verdadeira sobreposi¢ao de
nicho calculada para todos esses pares de espécies ficou fora do intervalo de confianga
de 95% da hipotese nula (Apéndice D), confirmando que essas espécies representam
diferentes entidades ecoldgicas. O resultado do teste de identidade de nicho mostrou que
ENMs previstos para CS 1, CS 5, CS 4, CS 6 e CS 7 foram completamente separados
(Apéndice D).

Para os pares Afrophysa brasiliensis — Physa rivalis minor, Afrophysa
brasiliensis — CS3, Afrophysa brasiliensis — CS1 e Physa rivalis minor — CS2, os valores
esperados para D e I (sobreposicao de nicho), foram semelhantes aos valores observados
do teste de identidade, mostrando um alto nivel de conservadorismo de nicho entre esses
pares, indicando que tais pares podem ser uma mesma entidade. Uma sobreposi¢ao
significativa de nicho foi observada entre Afrophysa brasiliensis e CS 3 (1=0.743, D =
0.432) e entre Physa rivalis minor e CS 2 (I=0.692, D=0.422), o que refor¢a a hipdtese

de que essas espécies correspondem a uma Unica entidade ecoldgica.
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Tabela 3 - Analises de sobreposicdo e identidade de nicho com base na modelagem de nicho ecologico
das espécies nominais e espécies candidatas (CSs) de fisideos na América do Sul.

Pares espécies-CSs I I D D
(Sobreposi¢ao (Teste de (Sobreposicao (Teste de
de nicho) identidade) de nicho) identidade)
P=0.05 P=0.05
Afrophysa brasiliensis - Physa rivalis minor 0.639 0.637 0.323 0.372
Afrophysa brasiliensis — CS3 0.743 0.730 0.432 0.455
Afrophysa brasiliensis — CS1 0.639 0.799 0.335 0.545
Physa rivalis minor — CS2 0.692 0.702 0.422 0.429
CS5-CS4 0.452 0.527 0.185 0.761
CS5 -CS7 0.364 0.758 0.144 0.472
CS2 -CS6 0.310 0.749 0.092 0.492
CS3 -CSl1 0.739 0.854 0.413 0.597

4.5 DISCUSSAO

No presente estudo, utilizando ferramentas de modelagem de nicho ecologico,
fornecemos evidéncias de que as populagdes atribuidas a espécie nominal Stenophysa
marmorata ocupando sete diferentes bacias hidroldgicas na América do Sul representam
diferentes entidades, ou espécies candidatas (CSs) a serem investigadas por meio de uma
abordagem da taxonomia reversa. A projecao dos modelos de distribui¢do de S. marmorata das
Antilhas Menores para a América do Sul, mostrou a parte norte desse subcontinente como uma
area com melhores condigdes previstas para essa espécie, sendo provavel que S. marmorata
esteja restrita a localidades da América Central e Caribe, corroborando a visdao hipdtese de
Taylor (2003). Assim, os registros de ocorréncia mais meridionais atribuidos a S. marmorata
na América do Sul podem de fato corresponder a diferentes espécies de Physidae, evidenciado
também pela baixa sobreposi¢ao de nicho entre as CSs testadas. As espécies candidatas CS 5
da bacia do rio Amazonas, CS 4 da bacia do leste do Brasil na costa do Atlantico, CS 7 da bacia
do norte do Brasil, CS 1 da bacia Uruguai-Brasil na costa do Atlantico e CS 6 da bacia do rio
Tocantins podem corresponder a espécies ja descritas, mas identificadas erroneamente devido
a impedimentos taxondmicos, ou podem ser novas para a ciéncia. Por outro lado, as espécies
nominais Afrophysa brasiliensis, Physa rivalis minor ¢ CS3 (da bacia do Rio da Prata)

apresentaram sobreposi¢ao de seus nichos indicando que poderiam ser a mesma entidade.
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Nas ultimas décadas, foi demonstrado para as familias de caramujos de agua doce
Physidae e Lymnaeidae que as espécies nominais baseadas no conceito morfoldgico de espécie,
ou seja, delimitacdo de espécies com base em diferengas nas caracteristicas da concha ou
anatomia das partes moles, frequentemente ndo correspondem a linhagens filogenéticas
independentes apontadas por estudos moleculares (CLEWING et al., 2016; YOUNG et al.,
2021; ALDA et al., 2021; SARTINI et al.,, 2022). Como os caracteres morfologicos
tradicionalmente empregados como critérios operacionais para a delimitacdo de espécies tém
se mostrado pouco informativos para esses grupos taxondmicos, a taxonomia molecular surgiu
como uma forma alternativa de avaliar os limites das espécies e, consequentemente, a real
diversidade contida nessas familias (WETHINGTON & LYDEARD, 2007; BARGUES et al.,
2007; CORREA etal., 2011; STANDLEY etal.,2013; VINARSKI et al., 2017; YOUNG et al.,
2021; CARVALHO et al., 2022). A taxonomia molecular tem sido extensivamente aplicada a
fisideos e limneideos do Hemisfério Norte (REMIGIO et al., 2001; WETHINGTON &
GURALNICK, 2004; DILLON & WETHINGTON, 2006; WETHINGTON & LYDEARD,
2007; PIP & FRANCK, 2008; WETHINGTON et al., 2009; GATES et al., 2013; MOORE et
al., 2015; CAMPBELL et al., 2017; MORNINGSTAR et al., 2017; YOUNG et al., 2021). As
espécies neotropicais, por outro lado, estdo sub representadas ou nao representadas em estudos
moleculares e bancos de dados moleculares (CORREA et al., 2011; SARTINI et al., 2022,
GENBANK, 2022), e por isso, entre outras razdes, o conhecimento sobre a diversidade e
distribui¢do de espécies no Neotropico tem sido prejudicada pelo impedimento taxondmico.

A pratica taxondmica baseada no conceito filogenético de espécie aplicada a essas duas
familias de moluscos de 4gua doce permitiu identificar linhagens evolutivamente independentes
que apresentam diferencas na suscetibilidade as infec¢des parasitarias (BARGUES et al., 2007;
MERA'Y SIERRA et al., 2009; CORREA et al., 2010; ARTIGAS et al., 2011; BARGUES et
al., 2012; STANDLEY et al., 2013; FERREIRA et al., 2021) e que sdo localmente adaptadas as
condicdes ecoldgicas (QUINTELA et al., 2014). Esses resultados mostram que abordar os
limites de espécies nesses grupos ultrapassa os problemas taxondmicos, sendo importante
também para a conservacao das espécies e para a epidemiologia de doengas parasitarias
envolvendo caramujos como hospedeiros intermediarios. A crescente importancia da Biologia
da Conservacdo em tempos de perda acelerada da biodiversidade influenciou muito essa
mudanga na pratica taxondomica (GIANGRANDE, 2003; MACE, 2004; CAMARGO & SITES,
2013; VOGEL ELY et al., 2017), a identificagdo de linhagens adaptadas localmente e capazes

de responder as mudangas nas condi¢des ecoldgicas, especialmente as mudancgas climaticas,
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tornando-se ainda mais importante do que identificar entidades que se encaixam em alguns
critérios operacionais para serem consideradas como uma espécie “boa”. Assim, os
taxonomistas tém sido desafiados ndo apenas a apresentar um melhor retrato da biodiversidade
global, mas também a adotar outros meios de apontar espécies candidatas, considerando o
potencial evolutivo, adaptacao as condigdes ecologicas locais € 0s servigos ecossistémicos
fornecidos por diferentes linhagens (WIENS, 2004; DIAZ et al., 2013; COATES et al., 2018).

A taxonomia reversa ¢ uma das abordagens recentes utilizadas no contexto mencionado
acima; revelando espécies candidatas usando delimitagdo molecular e modelagem de nicho
ecologico para a deteccdo de nichos ecoldgicos divergentes a serem posteriormente validados
e formalmente descritos (RAXWORTHY et al.,, 2007; RISSLER & APODACA, 2007;
WARREN et al., 2008, ALVARADO-SERRANO & KNOWLES, 2014; NEWTON et al., 2020;
JADIN et al., 2021).

A dispersdo em caramujos de 4gua doce € principalmente passiva (HOVERMAN et al.,
2011). Embora a possibilidade de dispersdo de caramujos de agua doce entre bacias
hidrolégicas por meio de transporte passivo, em aves migratdrias, tenha sido demonstrada para
limneideos e planorbideos (ROSCOE, 1955, MALONE, 1965; BARBOZA et al., 2022),
ocorréncia de S. marmorata em sete areas hidroldgicas separadas em toda a América do Sul é
improvavel. Esses caramujos tém um ciclo de vida totalmente aquatico (NUNEZ, 2010), sendo
incapazes de se mover entre aguas nao integradas. E, mesmo em sistemas aquaticos conectados,
a propagacao de fisideos pode ser limitada por seu modo de desenvolvimento direto, baixa
vagilidade e restricdo ao fluxo de 4dgua. Similarmente, o uso da abordagem molecular para
investigar a diversidade criptica em caramujos de 4gua doce demonstrou consistentemente, que
varias espécies nominais de ampla distribuicdo correspondem de fato a linhagens
geograficamente restritas, e que as barreiras terrestres ao fluxo génico sdo o principal fator de
diversificacao (LIU et al., 2003; WETHINGTON et al., 2009; STANDLEY et al., 2013;
MORNINGSTAR et al., 2017; OHARI et al., 2020). Physidae inclui uma espécie globalmente
invasiva, Physella acuta, mas a maioria das espécies desta familia parece apresentar
distribuicdes relativamente restritas (TAYLOR et al., 2003; WETHINGTON & GURALNICK,
2004; PIP & FRANCK, 2008; NUNEZ, 201 1). Acredita-se que Stenophysa marmorata tenha
uma ampla distribuigio na América do Sul e seja introduzida em cerca de seis paises da Africa
(BONY et al., 2008). No entanto, os espécimes atribuidos & S. marmorata da Africa, embora
comparados com espécimes topotipicos, podem corresponder a outras espécies, pois foi

demonstrado que apenas a microanatomia do complexo peniano permite distinguir S.
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marmorata de outras espécies sul-americanas (TAYLOR, 2003). Da mesma forma, este critério
nunca foi aplicado para comparar espécimes sul-americanos atribuidos a S. marmorata, de
diferentes areas. Além disso, o potencial invasivo dessa espécie nunca foi evidenciado como
foi exaustivamente demonstrado para P acuta, que apresenta caracteristicas que podem
aumentar sua capacidade invasiva, como grande sucesso de eclosdo, alto potencial reprodutivo,
maturidade precoce e capacidade de ocorrer em densidades muito altas (ALBRECHT et al.,
2009; NUNEZ, 2010; NG et al., 2015; SPYRA et al., 2019). E, outras caracteristicas
relacionadas a respostas imunolégicas, diversidade genética e mecanismos de desintoxicagao
(BOUSSET et al., 2014; EBBS et al., 2018; ALONSO-TRUIJILLO et al., 2020).

Nesse estudo, baseamos nossa abordagem no conceito desenvolvido por
RAXWORTHY et al. (2007) segundo a qual a modelagem de espécies candidatas
separadamente, produz modelos que melhor se ajustam a distribuicdo real, evitando areas
excessivas de super predicdo; também consideramos que a divergéncia de nicho e a
diversificacao de espécies podem estar relacionadas (RAXWORTHY et al., 2007; MARTINEZ-
CABRERA et al., 2012; SAITO et al., 2021), ¢ que a distribuicdo das espécies pode ser
modulada por seus nichos climaticos (SAITO et al., 2021) trazemos evidéncias de que a
distribui¢do geografica de S. marmorata pode ter sido superestimada e, que se as CSs aqui
analisadas s3o novas para a ciéncia, a diversidade de espécies de fisideos na América do Sul
pode ter sido subestimada. Nossos resultados mostraram que a sobreposi¢ao de nicho calculada
para todos os pares de CSs ficou fora do intervalo de confianga de 95% da hipotese nula,
confirmando que elas ocupam nichos ecologicos diferentes. Assim, nossa analise forneceu
evidéncias que sustentam essas cinco CSs como entidades separadas, considerando seus nichos
ecologicos divergentes e que o fluxo génico entre as sete diferentes bacias hidrologicas onde
elas ocorrem € improvavel. O isolamento geografico pela presenca de uma barreira desempenha
um papel importante na especiacdo (WIENS, 2004) e isso pode ser influenciado pela mudanca
climatica entre duas regides geograficamente isoladas (WEBB et al. 2002). Em territorio
brasileiro, as Serras da Mantiqueira e do Mar representam barreiras geograficas entre as bacias
hidrograficas da Costa do Atlantico prejudicando a dispersao da biota de agua doce (RIBEIRO
et al. 2006). A vertente oeste da Serra da Mantiqueira desdgua na bacia do Rio Parana (parte do
sistema de bacias do Rio da Prata), enquanto a vertente oposta, assim como a vertente oeste da
Serra do Mar, desagua na bacia do Paraiba do Rio Sul. A encosta leste da Serra do Mar ¢
formada por varias bacias menores isoladas, cujas cabeceiras se encontram a poucas dezenas

ou centenas de quilometros da costa, onde desembocam diretamente no Atlantico (parte do
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sistema de bacias hidrograficas Uruguai-Brasil do Atlantico Sul). Outra barreira entre bacias
sul-americanas ¢ a Cordilheira dos Andes, que desempenhou um papel significativo na evolugao
e na biogeografia da flora neotropical, devido ao seu papel na formacdo do clima, na dire¢ao
do fluxo dos principais rios e como uma barreira de dispersdo (ANTONELLI et al. 2009). A
orientagao norte-sul dos Andes isolou a estreita planicie costeira do Pacifico, no lado ocidental
do continente, das vastas planicies a leste. Além do possivel papel das barreiras terrestres no
isolamento geografico dos CSs (EBBS et al. 2018), as barreiras climaticas também podem ser
importantes na limitacdo da dispersdo de caramujos e do fluxo génico. Transi¢cdes de
distribuicao sobre zonas climaticas demonstraram ser dificeis para varios grupos de organismos,
incluindo caracdis de agua doce (SAITO et al. 2021).

Nossos modelos de nicho ecoldgico mostraram que as areas de adequabilidade das
espécies de Physidae foram definidas por varidveis bioclimaticas relacionadas principalmente
a variagoes da temperatura (BIO1, BIO3, BIO4 e BIO7) e a variagdes da pluviosidade (BIO12,
BIO 13, BIO 14, BIO 18 e BIO 19). A temperatura do ar ¢ um fator que pode restringir as faixas
de distribuicdo de moluscos de agua doce habitantes de dguas rasas (CORDELLIER etal. 2012,
SAITO et al. 2021), para fisideos, o aumento da temperatura pode promover desnaturagcdo de
proteinas, perda da estabilidade da membrana e disfun¢cdo neuronal limitando a tolerancia
desses caramujos ao calor (KOOPMAN et al. 2016). J4 as variagdes na pluviosidade afetam a
dindmica populacional de gastropodes de agua doce, em fisideos altas densidades costumam
estar associadas com altos valores de precipitagio (GERARD, 2001, BONY et al. 2008). Para
algumas espécies as variaveis altitude e bacias hidrologicas também foram importantes para a
determinagdo das areas de adequabilidade. Em aguas continentais neotropicais (regido sul do
Brasil) verificou que grandes altitudes representam fator limitante ao estabelecimento de uma
malacofauna diversa (MALTCHIK et al. 2010). Observamos concentragdo das areas de maior
adequabilidade em regides de baixas altitudes para A. brasiliensis (regido litordnea do sudeste
e sul do Brasil) e para as espécies candidatas CS1 (regido litordnea do sudeste do Brasil), CS5
(regido litoranea do norte e noroeste de América do Sul e morte e centro-oeste do Brasil) CS7
(regido litoranea do nordeste do Brasil).

Uma validagdo adicional das espécies candidatas ¢ necessaria, a partir da compilagdo de
evidéncias para apoiar seu reconhecimento como espécies separadas (com base em critérios
taxondmicos aceitos e/ou conceitos de espécies) ou, pelo menos, como linhagens evolutivas
independentes adaptadas as condi¢gdes climaticas locais. Nossos resultados tém consequéncias

para a conservacao das espécies e para o nosso conhecimento sobre a diversidade dos fisideos
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sul-americanos, revelando que os processos de identificacao das espécies e o esclarecimento de
sua distribui¢cdo geografica provavelmente foram prejudicados por impedimentos taxondmicos.

Informagdes sobre conservadorismo e diferenciacao de nicho tém sido usadas para varios
propositos, como a detecc@o de potenciais focos de invasdo por espécies ndo nativas (TORRES
et al.,, 2018); a avaliagdo dos limites de espécies e detectagdo de espécies cripticas
(RAXWORTHY et al., 2007). H4 uma percepgao de que os caramujos de agua doce t€ém uma
flexibilidade de nicho relativamente alta (SAITO et al., 2021). No entanto, mudangas de nicho
dentro de uma espécie de caramujos de agua doce devem ser consideradas com cautela, devido
aos problemas bem conhecidos em estabelecer limites de espécies nas familias desses
organismos (BARGUES & MAS-COMA, 1997; BERAN, 2004; SORENSEN et al., 2005;
DILLON & WETHINGTON, 2006; CORREA et al., 2010, 2011; BARGUES et al., 2011;
GATES etal., 2013; VINARSKI et al., 2017a; AKSENOVA et al., 2019; PEREIRA et al., 2020).
Assim, registros de ocorréncia atribuidos a uma espécie podem, na verdade, corresponder a um
complexo de espécies cripticas. Nesse contexto, areas de adequabilidade ambiental
interrompidas, em modelos construidos para uma espécie nominal, podem ndo representar
mudangas de nicho, mas na verdade correspondem a uma previsdo para uma espécie diferente,
com nicho semelhante, quando hé especiac¢io alopatrica e conservadorismo de nicho envolvidos

(RAXWORTHY et al., 2007).
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GLOSSARIO

Cinturdes orogénicos: sao estruturas geoldgicas oriundas do tectonismo e correspondem a
formacao de cadeias montanhosas, apresentando as maiores altitudes do planeta.

Cratons: sdo estruturas geologicas presentes em areas de estabilidade tectonica cuja génese
data da era Pré-cambriana. Essas estruturas e formaram por processos de sedimentacao e
erosao rochosa e podem ser classificadas como escudos cristalinos e bacias sedimentares.

Flexural: tipo de mecanismo de dobramento de rochas decorrente do tectonismo.

Graben: depressdo de origem tectonica, com formato de vale alongado com fundo plano. Re-
sulta dos movimentos combinados de falhas geoldgicas paralelas ou quase paralelas.

Piemonte: regido situada entre a montanha e a planicie.Depdsito sedimentar no sopé das mon-
tanhas.

Subsidéncia: afundamento abrupto ou gradativo da superficie da terra, com pouco ou nenhum
movimento horizontal.

Teoria da coalescéncia: ¢ um modelo retrospectivo de genética populacional que a partir de
uma amostra populacional rastreia todos os alelos de um gene compartilhados por todos os
membros da populacdo até chegar em uma unica copia ancestral (ancestral comum mais re-
cente-MRCA).
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APENDICE A — Informacdes sobre as sequéncias de nucleotideos para o gene COI de

representantes da familia Physidae depositados no GenBank, utilizados no presente

estudo.

Genbank

Numero de acesso no

Espécie nominal atri-
buida

Nome aceito

Numero de
sequéncias

ESUs

EU038377, MG421132

MG421979, HQ969868
HQ969869, HQ969870

KM611811, KM612034
MG421184, MG421227
MG421775, MG421886
MG422026, MG422101
MG422189, MG422251
MG422581, MG422604
MG422894, MG422992
MG423010, MG423320
MG423324

Aplexa elongata

Sibirenauta elongata (Say,

1821)

23

25

FJ373017, FR797859
FR797860

Aplexa hypnorum

Aplexa hypnorum (Linnaeus,

1758)

AY651203, KU221109
MHO087549, MH087555
MHO087611, MH087660
MHO087666, GQ415033
GQ415035, GQ415036
GQ415037, KU221108
KX108844, KX 108847
MF545164, MF978286
MG001331, MG001332
MH469637, MH649321
MH649322, MH649323
MH649324, MH649325
MH649326, MH649327
MH649328, MH649329
MH649330, MH649331
MH649332, MH649333
MH649334, MH649335
MH649336, MH649337
MH649338, MH649342
MH649343, MH649344
MH649346, MH649347
MH649348, MH649349
MH649350, MK308010
MK308050, MK308070
MK308092, MK308256
MK308280, LC429395
AY282589, AY651174
AY651181, AY651185
AY651186, AY651188
FJ373016, GQ415034
GQ415038, GQ415039
GU247993, GU247994
GU247995, GU247996
EU038355, EU038356
EU038357, EU038365
EU038366, EU038367
EU038368, EU038371
EU038372, EU038389
JX680971, JX680972
KF412768, KF737921

Physa acuta

Physella acuta (Draparnaud,

1805)

211

18

20

21

22

23

25
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Numero de acesso no
Genbank

Espécie nominal atri-
buida

Nome aceito

Nimero de
sequéncias

ESUs

KF737922, KF737923
KF737924, KF737925
KF737926, KF737927
KF737928, F737929
KF737930, KF737931
KF737932, KF737933
KF737934, KF737935
KF737936, KF737937
KF737938, KF737939
KF737940, KF737941
KF737942, KF737943
KF737944, KF737945
KF737946, KF737947
KF737948, KF737949
KF737950, KF737951
KF737952, KF966541
KJ769123, KJ769124
KJ769126, KJ769127
KJ769128, KM067686
KM206698, KM206699
KM611944, KM611969
KM612022, KP171534
KP182983, KP182984
KP182985, KP182986
KT280433, KT280434
KT280435, KT280436
KT280437, KT280438
KT280439, KT280440
KT280441, KT280442
KT280443, KT280444
KT280445, KU221107
KU221110, KU221111
KX108845, KX108846
KX108848, KX108849
KX108850, KX108851
KX108852, KY319367
MF447756, MF694426
MF694427, MF694428
MF694429, MF694430
MF694431, MF694432
MF694433, MF694434
MF694435, MF694436
MF694437, MF694438
MF694439, MF694440
MF694441, MF694442
MF694443, MF694444
MF694445, MF694446
MF694447, MF694448
MF694449, MF694450
MF694451, MF694452
MF694453, MF694454
MF694455, MF694456
MF694457, MF694458
MF694459, MF694460
MF69446, MF694462
MF694463, MF694464
MF694465, MF694467
MF694468, MF694469
MF694470, MF694471
MF694472, MG976099
MG976114, IN614369
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Numero de acesso no
Genbank

Espécie nominal atri-
buida

Nome aceito

Nimero de
sequéncias

ESUs

EU038360, MG976187
MG976201, EU038361
MG595733, MG595734
MH649339, MH649340
MH649341, MH649345

AY651189, AY651190
EU818796, F1373018

Physa fontinalis

Physa fontinalis (Linnaeus,
1758)

AY651192, AY651193

Physa heterostropha

Physa heterostropha (Say,
1817)

21

EF488674

Physella integra

Physella acuta (Draparnaud,
1805)

21

KM612132, GU680874
GU680875, GU680876
GU680877, GU6808T8
GU680879, GU680880
GU680881, GU6808S2
GU680883, GU680884
GU680885, GU680886
GU680887, GU63088S
GU680889, GU680890
GU680891, GU680892
GU680893, GU680894
GU680895, GU680896
GU680897, GU680898
GU680899, GU680900
GU680901, GU680902
GU680903, GU680904
GU680905, GU680906
HQ926913, HQ926916
HQ926917, HQ926922
HQ926925, HQ926926
HQ926938, HQ926944
HQ926946, HQ926950
HQ926951, HQ926952
HQ926953, HQ926957
HQ926958, HQ926959
HQ926960, HQ926963
HQ926966, KM611998
KM612008, KM612011
KM612172, MG001333
MG001334, MG001335
MG001336, MG421199
MG421678, MG421811
MG421913, MG422174
MG422196, MG422239
MG422268, MG422406
MG422476, MG422478
MG422603, MG422832
MG422875, MG422981
MG423164, MG423294
MG423326, MGA423355
MG423363, KM612096

Physa jennessi

Beringophysa jennessi (Dall,
1919)

82

EU038369, EU038370

Physa marmorata

Stenophysa marmorata (Guil-
ding, 1828)
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Numero de acesso no
Genbank

Espécie nominal atri-
buida

Nome aceito

Nimero de
sequéncias

ESUs

GU830942, GU830943
GU830944, GU830945
GU830946, GU830947
GU830948, GU830949
GU830950, GU830951
GU830952

Physa natricina

Physa natricina D. W. Taylor,
1988

11

14

EU038354, EU038353
EU038363, EU038364

Physella pomilia

Physella pomilia (Conrad,
1834)

11

12

EF488672, EF488673
KM612096

Physa skinneri

Physa skinneri D. W. Taylor,
1954

EU038375, EU038376

Physa vernalis

Physa vernalis Taylor & Joki-
nen, 1984

10

EF488680, EF488681

Physa winnipegensis

Physella acuta (Draparnaud,
1805)

21

AY651175, AY651176
AY651177

Physa anatina

Physella acuta (Draparnaud,
1805)

21

EU038358, EU038359
EU038378, EU038379
EU038380, EU038381
EU038382, EU038383
EU038384, EU038385
EU038386, EU038387
EU038388, EU038391
EU038392, HM431797
HM431800, HM431801
HM431805, HM431806
HM431807, HM431813
HM431814, HM431815
HQ926968, KM611804
KM611813, KM611852
KM611863, KM611920
KM611970, KM612044
KM612051, KM612060
KM612081, KM612098
KM612147, KM612149
KM612151, KM612153
KM612164, KM612166
KM612168, KM612182
KM612195, KM612226
KM612237, KM612258
MF544356, MF544437
MF545044, MF545122
MG421380, MG421410
MG421540, MG421606
MG421768, MG422018
MG422145, MG422342
MG422515, MG422801
MG422827, MG422849
MG422937, MG423367
MG423475, MG423530
MG507339, MG964024
MG964029

Physella ancillaria

Physella ancillaria (Say, 1825)

71

25

AY651201, AY651202

Physa aurea

Physella gyrina (Say, 1821)

25
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Numero de acesso no
Genbank

Espécie nominal atri-
buida

Nome aceito

Nimero de
sequéncias

ESUs

AY651183, AY651184

Physa cupreonitens

Physella acuta (Draparnaud,
1805)

21

KT706054, KT706957

KT707751, KT708102

KT708273, KT708705
MF544199, MF544361

MF544848, MF544881
MG421670, MG422900
MG964037, HQ660033

AF346740, AF346741

AF346742, AF346743
AF346744, AY651178
AY651180, AY651182
AY651187, AY651191
AY651197, AY651199
AY 651200, EF488670
EF488671, EU038373
EU038374, EU038398
JF806435, JF806436
JF806437, JF806438
JF806439, KT831388
MK308008, MK308291

Physella gyrina

Physella gyrina (Say, 1821)

40

20

24

25

AY651194, AY651195
AY651196

Physella hendersoni

Physella acuta (Draparnaud,
1805)

13

AF346735, AF346736
AF346737, AF346738
AF346739, AY651172
AY651173

Physella johnsoni

Physella johnsoni (Clench,
1926)

25

AY651204, AY651205

Physella spelunca

Physella spelunca Turner &
Clench, 1974

19

AY651170

Physella virgata

Physella virgata (Gould, 1855)

21

AY651179

Physa wolfiana

Physella gyrina (Say, 1821)

25

AF346745, AF419323

Physella wrighti

Physella gyrina (Say, 1821)

25

AY651198, KF305417
KF305420, KF305421
KF305422, KF305423
KF305424, KF305425
KF305426, KF305427
KF305418, KF305419

Physella zionis

Physella zionis (Pilsbry, 1926)

12

15

16

17
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APENDICE B — Informacdes sobre os registros de ocorréncias de representantes da

familia na América do Sul utilizados no presente trabalho.

Espécie Nome aceito Longitude Latitude Pais Fonte do registro*
(MolluscaBase)

Afrophysa brasiliensis | Afrophysa brasiliensis -51.217811 -30.036744 Brasil PUCRS

Afrophysa brasiliensis | Afrophysa brasiliensis -51.895706 -27.715787 Brasil PUCRS

Afrophysa brasiliensis | Afrophysa brasiliensis -49.728236 -29.338415 Brasil PUCRS

Afrophysa brasiliensis | Afrophysa brasiliensis -55.181956 -28.046008 Brasil PUCRS

Afrophysa brasiliensis | Afrophysa brasiliensis -54.101128 -29.468295 Brasil PUCRS

Afrophysa brasiliensis | Afrophysa brasiliensis -56.007608 -28.660995 Brasil PUCRS

Afrophysa brasiliensis | Afrophysa brasiliensis -55.349652 -27.966432 Argentina PUCRS

Aplexa brasiliensis Afrophysa brasiliensis -44.628017 -22.382031 Brasil Barth (1957)

Aplexa brasiliensis Afrophysa brasiliensis -43.222749 -22.899642 Brasil SiBBr

Aplexa brasiliensis Afrophysa brasiliensis -43.710339 -22.609993 Brasil SiBBr

Aplexa brasiliensis Afrophysa brasiliensis -43.078122 -22.953388 Brasil SiBBr

Physa brasiliensis Afrophysa brasiliensis -46.639557 -23.555772 Brasil SiBBr

Physa brasiliensis Afrophysa brasiliensis -47.648074 -22.73435 Brasil SiBBr

Afirophysa brasiliensis | Afrophysa brasiliensis -75.015149 -9.189969 Peru GBIF

Aplecta carolita Mayabina carolita -75.510833 3.188056 Colombia GBIF

Aplecta carolita Mayabina carolita -77.05 -12.05 Peru GBIF

Aplecta carolita Mayabina carolita -77.139038 -12.061034 Peru GBIF

Aplecta carolita Mayabina carolita -79.00285255 -1.992136575 Equador GBIF

Aplecta carolita Mayabina carolita -80.695864 -4.499999 Peru GBIF

Aplecta carolita Mayabina carolita -78.506938 -7.158203 Peru GBIF

Aplecta carolita Mayabina carolita -78.045205 -7.816461 Peru GBIF

Physa venezuelensis Aplexa venezuelensis -69.816201 9.076507 Venezuela GBIF

Aplecta gualbertoi Mexinauta peruvianus -78.436695 -0.185627 Ecuador MCZ

Aplexa peruviana Mexinauta peruvianus -76.894136 -12.258417 Peru Larrea et al. (1990)

Aplexa peruviana Mexinauta peruvianus -77.13407 -11.938734 Peru Larrea et al. (1990)

Physa peruviana Mexinauta peruvianus =78 -5 Peru SPECIESLINK

Physa peruviana Mexinauta peruvianus -70.099979 -12.568971 Peru ANSP

Physa peruviana Mexinauta peruvianus -77.042754 -12.046373 Peru SPECIESLINK

Physa peruviana Mexinauta peruvianus -76 -10 | Peru GBIF

Physa peruviana Mexinauta peruvianus -78.090708 -7.394711 Peru SPECIESLINK

Physa peruviana Mexinauta peruvianus -77.258889 -11.56 Peru SPECIESLINK

Physa spiculata Mayabina spiculata -80.6853986 -2.4011794 | Ecuador GBIF

Physa nodulosa Physella venustula -71.699939 -30.729562 Chile GBIF

Physa nodulosa Physella venustula -71.284421 -31.672642 Chile GBIF

Physa nodulosa Physella venustula -71.556316 -31.622396 Chile GBIF
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Physa nodulosa Physella venustula -71.244971 -29.897181 Chile GBIF

Physa papaveroi Physa papaveroi -46.331777 -23.959219 Brasil SiBBr

Physa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -46.42513889 -23.89647222 Brasil Ovando (2014)
;l’(})zjzsa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -55.02644444 -26.80890278 Argentina Ovando (2014)
;(;;/sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -55.91558333 -27.34922222 Argentina Ovando (2014)
;Z;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -56.74447222 -36.35319444 Argentina Ovando (2014)
;l’(});sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -57.85341667 -34.12627778 Argentina Ovando (2014)
;Zzsa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -57.98636111 -34.82433333 Argentina Ovando (2014)
;(;;/sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -58.02552778 -26.03047222 Argentina Ovando (2014)
;Z;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -58.07294444 -29.15038889 Argentina Ovando (2014)
;l’?;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -58.34261111 -34.63405556 Argentina Ovando (2014)
;?1:/511 rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -58.43127778 -34.55905556 Argentina Ovando (2014)
;?tgsa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -58.50916667 -34.56980556 Argentina Ovando (2014)
;(})t;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -58.75 -33.3 Argentina Ovando (2014)
;Z’?;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -58.89361111 -27.47855556 Argentina Ovando (2014)
;?1:/511 rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -59.29352778 -35.01028056 Argentina Ovando (2014)
g(l;;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -59.43519444 -26.55686111 Argentina Ovando (2014)
ZZ;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -60.63344444 -34.63369444 Argentina Ovando (2014)
;(I);sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -62.12477778 -24.20569444 Argentina Ovando (2014)
,11;;1;511 rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -62.71991111 -22.33389167 Argentina Ovando (2014)
g(l;;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -62.88438889 -30.80075 Argentina Ovando (2014)
ZZ;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -64.38519444 -22.95791667 Argentina Ovando (2014)
rll’?;/sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -64.3925 -23.56194444 Argentina Ovando (2014)
;(l)t:/sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -64.6370 -24.73311111 Argentina Ovando (2014)
ZZ;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -64.63905556 -24.70797222 Argentina Ovando (2014)
;l’(;t;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -64.65188889 -24.70416667 Argentina Ovando (2014)
rll’?;/sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -64.91083333 -25.42372222 Argentina Ovando (2014)
;(1)1:/511 rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -64.99416667 -26.24038889 Argentina Ovando (2014)
Z(})t;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -65.28383333 -36.19133333 Argentina Ovando (2014)
;l’(l)zzzsa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -65.28880556 -26.19108333 Argentina Ovando (2014)
Zz;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -55.42605556 -31.58172222 Uruguai Ovando (2014)
;Z;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -55.72061111 -32.83955556 Uruguai Ovando (2014)
Z(})t;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -56.05513889 -34.88408333 Uruguai Ovando (2014)
;l’(l)zzzsa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -56.15766667 -34.89433333 Uruguai Ovando (2014)
;(;t;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -56.20308333 -34.10655556 Uruguai Ovando (2014)
ﬁ?t;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -56.34761111 -34.85219444 Uruguai Ovando (2014)

nor
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Physa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -57.69538889 -34.13891667 Uruguai Ovando (2014)

;(1)1:/511 rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -57.89702778 -31.20636111 Uruguai Ovando (2014)

gitgsa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -57.92528889 -30.98402778 Uruguai Ovando (2014)

;Z;sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -58.02708333 -33.2230 Uruguai Ovando (2014)

rll’?;/sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -58.06683333 -32.320025 Uruguai Ovando (2014)

;(l)t:/sa rivalis var.mi- Physa rivalis var.minor -53.94278333 -32.70238889 Uruguai Ovando (2014)

ZZ;sa rivalis Physa rivalis -58.251352 -34.182558 Argentina GBIF

Physa rivalis Physa rivalis -43.278065 -11.560717 Brasil MCZ

Stenophysa rivalis Physa rivalis -52.3833 -27.1833 Brasil GBIF

Aplexa rivalis Aplexa rivalis -46.318982 -23.976528 Brasil SiBBr

Physa rivalis Physa rivalis -77.041425 -12.048269 Peru NHMUK

Physa rivalis Physa rivalis -56.0587 -34.8623 Uruguai GBIF

Physa aspii Physa aspii -58.72488889 -30.42085 Argentina Fernandez (1981) in
Nufiez (2003)

Physa aspii Physa aspii -58.82004167 -35.97433333 Argentina GBIF

Physa aspii Physa aspii -65.423198 -24.782127 Argentina Fernandez (1981) in
Nuiiez (2003)

Physa aspii Physa aspii -58.175659 -26.185747 Argentina GBIF

Physa loosi Physa loosi -68.483276 -31.533510 Argentina GBIF

Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -57.533333 -35.033333 Argentina Nuiiez (2010)

Stenophysa marmo- Stenophysa marmorata -57.933333 -34.916667 Argentina Nuiiez (2011)

géiophysa marmo- Stenophysa marmorata -57.983333 -34.816667 Argentina Nuiiez (2011)

}l;aht)?sa marmorata Stenophysa marmorata -55 -27 | Argentina SPECIESLINK

Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -42.7837487 -22.84644769 Argentina SPECIESLINK

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.056213 -21.640474 Brasil Thiengo et al. (2004b)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.108406 -21.474369 Brasil Thiengo et al. (2004b)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.13445 -21.977989 Brasil Thiengo et al. (2004b)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.252686 -21.599503 Brasil Thiengo et al. (2004b)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.280842 -21.898167 Brasil Thiengo et al. (2004b)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.315469 -21.753392 Brasil Thiengo et al. (2004b)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.353589 -21.375489 Brasil Thiengo et al. (2004b)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.400106 -21.444969 Brasil Thiengo et al. (2004b)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.449475 -21.263728 Brasil Thiengo et al. (2004b)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.462433 -21.831478 Brasil Thiengo et al. (2004b)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.475278 -21.475633 Brasil Thiengo et al. (2004b)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.479275 -21.363686 Brasil Thiengo et al. (2004b)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.585261 -21.213436 Brasil Thiengo et al. (2006)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.606619 -21.727772 Brasil Thiengo et al. (2004b)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.617667 -21.490656 Brasil Thiengo et al. (2004b)

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.642983 -21.322617 Brasil Thiengo et al. (2006)




128

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.655686 -22.188811 Brasil Thiengo et al. (2004b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.676042 -22.0133 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.689019 -21.432736 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.699267 -22.030669 Brasil Thiengo et al. (2004b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.724111 -21.027122 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.732553 -21.105947 Brasil Thiengo et al. (2004b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.750931 -21.644856 Brasil Thiengo et al. (2004b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.800703 -21.8979 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.803506 -21.410283 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.806817 -21.077114 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.841875 -21.593383 Brasil Thiengo et al. (2004b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.853106 -20.9806 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.871475 -21.984881 Brasil Thiengo et al. 2002b
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.874346 -22.066903 Brasil Thiengo et al. (2004b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.886372 -21.210347 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.887903 -21.675669 Brasil Thiengo et al. (2004b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.905286 -21.349853 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.907836 -21.464225 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.909308 -20.820658 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.913436 -21.038247 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.91735 -21.578742 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.936839 -22.531225 Brasil Thiengo et al. (2002a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.942767 -22.042631 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.950231 -20.92975 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.964861 -22.324547 Brasil Thiengo et al. (2004b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.978339 -22.261044 Brasil Thiengo et al. (2004b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.97915 -21.721011 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.990089 -22.573906 Brasil Thiengo et al. (2002a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.990231 -21.034822 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.992289 -21.624258 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.997958 -21.950194 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.0068 -21.781028 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.015969 -21.182628 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.023956 -22.607222 Brasil Thiengo et al. (2002a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.029603 -21.466453 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.030703 -21.325086 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.038414 -20.967008 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.04435 -22.047728 Brasil Thiengo et al. (2002b)
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Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.049169 -22.230375 Brasil Thiengo et al. (2004b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.070203 -21.674197 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.071544 -22.134789 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.073214 -21.51035 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.087686 -21.822858 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.088394 -22.388478 Brasil Thiengo et al. (2004b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.095283 -21.428814 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.098367 -21.623697 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.101694 -22.190864 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.116606 -21.170778 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.117647 -21.209033 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.121508 -21.098356 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.129308 -21.335703 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.129339 -21.817967 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.130214 -21.954875 Brasil Thiengo et al. 2002b
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.134703 -21.711522 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.142642 -21.580508 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.160533 -22.062861 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.173131 -21.760592 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.181664 -21.542083 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.189906 -21.410792 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.221997 -21.576631 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.236397 -22.198172 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.246611 -21.483806 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.253956 -21.98315 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.256147 -21.847878 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.257919 -22.716217 Brasil Thiengo et al. (2002a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.268794 -21.906114 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.297386 -22.235967 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.327483 -22.306964 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.341847 -21.971717 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.356436 -22.018003 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.365992 -22.791986 Brasil Thiengo et al. (2002a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.380464 -21.751833 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.394189 -22.481203 Brasil Thiengo et al. (2002a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.399858 -22.163242 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.417636 -22.157983 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.478975 -22.904033 Brasil Thiengo et al. (2002a)
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Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.483936 -22.924186 Brasil Thiengo et al. (2002a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.489889 -21.864692 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.522622 -22.054867 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.530906 -22.784972 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.532483 -22.27 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.545581 -21.822886 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.563881 -22.884236 Brasil Thiengo et al. (2002a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.600053 -21.925428 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.645367 -22.709256 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.656344 -22.093625 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.669472 -22.495278 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.694986 -22.56325 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.702244 -21.897189 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.777158 -22.116492 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.780753 -22.825956 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.796164 -22.489328 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.820678 -22.913456 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.866586 -22.745914 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.92856 -22.947378 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.973991 -22.533144 Brasil Thiengo et al. (2010)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.974942 -22.519353 Brasil Thiengo et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.977043 -22.858161 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.984875 -22.029036 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.030478 -22.949044 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.040336 -22.665953 Brasil Thiengo et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.048864 -22.551997 Brasil Thiengo et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.062011 -22.846067 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.075111 -22.939468 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.10125 -22.231206 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.110494 -22.138639 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.125636 -22.700144 Brasil Thiengo et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.185208 -22.579208 Brasil Thiengo et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.221574 -22.905241 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.280711 -22.151361 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.306478 -22.718664 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.31025 -22.573719 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.319374 -22.198201 Brasil Thiengo et al. 2002b
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.3214 -22.801581 Brasil Thiengo et al. (2001)
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Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.359572 -22.010731 Brasil Thiengo et al. (2002b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.383181 -22.812092 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.387412 -22.768373 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.404797 -22.319836 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.422967 -22.2365 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.445491 -22.440754 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.473161 -22.217656 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.474642 -22.443418 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.510524 -22.471159 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.560344 -22.704672 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.565619 -22.780097 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.569675 -22.427783 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.570442 -22.531792 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.588992 -22.288197 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.607457 -22.512299 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.630356 -22.212264 Brasil (Thiengo et al. 2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.661767 -19.900442 Brasil Souza et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.665006 -22.656039 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.677403 -22.550042 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.680983 -22.906236 Brasil Thiengo et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.690672 -22.735819 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.698897 -22.602431 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.751622 -22.157581 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.783883 -22.776881 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.790094 -20.088803 Brasil Souza et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.805303 -22.871578 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.806461 -19.964511 Brasil Souza et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.814733 -22.516686 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.849297 -19.978794 Brasil Souza et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.857922 -19.878475 Brasil Souza et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.885717 -22.904122 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.886578 -19.644964 Brasil Souza et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.910858 -19.785717 Brasil Souza et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.910919 -22.921303 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.919108 -22.298322 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.920178 -19.689133 Brasil Souza et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.931732 -22.510522 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.938264 -22.928481 Brasil Thiengo et al. (2001)




132

Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.945539 -22.470944 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.996953 -22.515444 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.004722 -22.686894 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.038819 -19.620322 Brasil Souza et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.041178 -22.935447 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.044144 -22.603256 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.056725 -22.222408 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.079486 -19.754481 Brasil Souza et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.087092 -22.6555 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.096344 -19.893539 Brasil Souza et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.115497 -22.382622 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.138653 -22.530917 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.14722 -22.649255 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.175236 -22.538794 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.180344 -19.956058 Brasil Souza et al. (1998)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.190472 -22.832708 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.212115 -22.987598 Brasil Thiengo et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.252864 -22.293503 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.285622 -22.972103 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.296384 -22.402617 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.306792 -22.294336 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.320347 -22.679264 Brasil Teles et al. (2002)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.399518 -22.342982 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.445353 -22.969672 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.447769 -22.971636 Brasil Thiengo et al. (2004b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.526297 -23.021875 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.5323 -22.330286 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.648492 -23.242536 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.6678 -22.502147 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.747878 -23.221386 Brasil Thiengo et al. (2004a)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.803489 -2.953713 Brasil Cantanhede et al.
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.851701 -2.5750064 Brasil (Ci?rftglhede etal.
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.893714 -2.644106 Brasil g;)n]tglhede etal.
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.899592 -3.840589 Brasil g:nltjihede etal.
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.021158 -14.241561 Brasil %‘?ilfl)go et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.095828 -13.996472 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.098867 -14.158464 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.162814 -14.544003 Brasil Thiengo et al. (2005)
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Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.208867 -13.510444 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.212808 -13.535761 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.301753 -13.832316 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.333986 -14.156272 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.349164 -13.603258 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.448475 -14.477683 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.478181 -13.394375 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.498158 -14.471906 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.499378 -14.471328 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.545817 -14.470658 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.572317 -14.262906 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.573853 -13.785519 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.614289 -14.0187 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.7503 -14.937978 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.920103 -14.967186 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.931108 -15.138433 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.978345 -14.07685 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.083308 -14.352128 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.100644 -25.219061 Brasil Queiroz et al. (2002)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.123897 -15.138586 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.131442 -14.511883 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.233164 -14.680797 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.257047 -14.450261 Brasil Thiengo et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.28915 -21.205364 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.310556 -25.429167 Brasil El-Kouba et al. (2008)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.515424 -21.230767 Brasil Thiengo et al. (2004b)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.133375 -15.575558 Brasil Fernandez et al. (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.339886 -14.712717 Brasil Fernandez et al. (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.412714 -14.827275 Brasil Fernandez et al. (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.448308 -14.401811 Brasil Fernandez et al. (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.482119 -15.240263 Brasil Fernandez et al. (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.493525 -14.4981 Brasil Fernandez et al. (2014)
Stenophysa marmo- Stenophysa marmorata -49.0946 -24.9762 Brasil Queiroz et al. (2002)
g(zéprhysa marmo- Stenophysa marmorata -47.087528 -24.300667 Brasil Muniz (2007)
g?et‘iophysa marmo- Stenophysa marmorata -47.016956 -24.299722 Brasil Muniz (2007)
gzliophysa marmo- Stenophysa marmorata -47.067417 -24.313306 Brasil Muniz (2007)
g(;éprhysa marmo- Stenophysa marmorata -47.067417 -24.3185 Brasil Muniz (2007)
g:et;ophysa marmo- Stenophysa marmorata -47.061139 -24.294472 Brasil Muniz (2007)

rata
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Stenophysa marmo- Stenophysa marmorata -47.065722 -24.316028 Brasil Muniz (2007)
;(Z;lsa marmorata Stenophysa marmorata -43.888655 -19.636713 Brasil Mattos (2017)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -34.82775 -7.591444 Brasil Souza et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -34.828917 -7.591889 Brasil Souza et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -34.833472 -7.577833 Brasil Souza et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -34.833806 -7.578861 Brasil Souza et al. (2006)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -38.243139 -7.999819 Brasil Almeida et al. (2018)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.237918 -20.440502 Brasil Souza et al. (2012)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.411525 -21.942806 Brasil Lamego (2015)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.494593 -21.769937 Brasil Lamego (2015)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.106897 -20.027398 Brasil Callisto et al. (2005)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.709902 -20.173404 Brasil Barbosa (2011)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.81175 -23.685167 Brasil Mota et al. (2012)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -53.057732 -18.013472 Brasil Teles et al. (1991)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -64.400056 -6.528492 Brasil Maciel et al. (2018)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -64.696955 -3.359411 Brasil Paraense (1986)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.220944 -7.202778 Brasil Bandeira (2011)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -37.005278 -6.456583 Brasil Andrade (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -38.532333 -7.323694 Brasil Andrade (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -37.805139 -6.769444 Brasil Andrade (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -38.261472 -6.731917 Brasil Andrade (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -39.427111 -8.448944 Brasil Andrade (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -38.747333 -7.502222 Brasil Andrade (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -39.094278 -7.819833 Brasil Andrade (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -40.832306 -9.468694 Brasil Andrade (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.691394 -20.523549 Brasil Silva & Melo (2013)
Aplexa (Stenophysa) Stenophysa marmorata -50.998667 -29.959692 Brasil Agudo Padron & Le-
marmorata nhard (2011)
Aplexa (Stenophysa) Stenophysa marmorata -51.114136 -29.957611 Brasil Agudo Padrén & Le-
marmorata nhard (2011)
Aplexa (Stenophysa) Stenophysa marmorata -51.159033 -29.925356 Brasil Agudo Padron & Le-
marmorata nhard (2011)
Aplexa brasiliensis Afrophysa brasiliensis -44.628017 -22.382031 Brasil Agudo Padron & Le-
nhard (2011)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.533445 -20.762615 Brasil Pinto et al. (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.843272 -22.411072 Brasil Henriques-de-Oliveira
et al. (2007)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.689167 -22.046111 Brasil Maldonado et al.
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.966667 -22.533333 Brasil (C?i?)(zi)nelli etal.
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.977619 -22.918536 Brasil ;\%I(;gz;ros et al. (2002)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.992375 -22.915444 Brasil Medeiros et al. (2002)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.995139 -22.897736 Brasil Medeiros et al. (2002)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.995444 -22.897669 Brasil Medeiros et al. (2002)



https://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/6/6134/tde-03122007-194839/publico/DISSERTACAOCYNTHIAMUNIZ.pdf
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/35377/2/debora_bandeira_ioc_espec_2014.pdf
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/35380/2/jennifer_andrade_ioc_espec_2014.pdf
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/35380/2/jennifer_andrade_ioc_espec_2014.pdf
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/35380/2/jennifer_andrade_ioc_espec_2014.pdf
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/35380/2/jennifer_andrade_ioc_espec_2014.pdf
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/35380/2/jennifer_andrade_ioc_espec_2014.pdf
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/35380/2/jennifer_andrade_ioc_espec_2014.pdf
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/35380/2/jennifer_andrade_ioc_espec_2014.pdf
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/35380/2/jennifer_andrade_ioc_espec_2014.pdf

135

Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.002553 -22.935617 Brasil Medeiros et al. (2002)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.005039 -22.936911 Brasil Medeiros et al. (2002)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.092172 -22.892661 Brasil Medeiros et al. (2002)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.09295 -22.884106 Brasil Medeiros et al. (2002)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.994444 -19.838333 Brasil Pinto & Melo (2012)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.661933 -23.584142 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.943708 -23.097456 Brasil Carvalho et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.047494 -22.871753 Brasil Carvalho et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.071428 -22.813069 Brasil Carvalho et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.086622 -22.866669 Brasil Carvalho et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.137225 -22.9456 Brasil Carvalho et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.146128 -22.763167 Brasil Carvalho et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.178542 -22.932819 Brasil Carvalho et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.214867 -22.727572 Brasil Carvalho et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.375111 -21.934642 Brasil Carvalho et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.604042 -24.504642 Brasil Carvalho et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.631341 -22.712597 Brasil Carvalho et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.858178 -24.512703 Brasil Carvalho et al. (2001)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.478417 -27.656572 Brasil Agudo-Padron (2008)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.479544 -27.671208 Brasil Agudo-Padrén (2008)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.620528 -27.830731 Brasil Agudo-Padrén (2008)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.663006 -27.643736 Brasil Agudo-Padroén (2008)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.788539 -21.168775 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.793528 -21.083419 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.835892 -21.220103 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.902686 -20.74825 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.904825 -21.179333 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.940111 -20.486208 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.968658 -21.134639 Brasil Vazetal. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.048511 -21.349131 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.060814 -21054 Brasil Vazetal. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.231964 -20.793864 Brasil Vazetal. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.233675 -21.466639 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.247475 -21.079803 Brasil Vazetal. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.311103 -20.537417 Brasil Vazetal. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.350753 -20.189325 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.366539 -20.809267 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.403353 -21.275503 Brasil Vazetal. (1992)
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Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.44335 -20.385544 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.446328 -20.626214 Brasil Vazetal. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.491808 -20.827469 Brasil Vazetal. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.503017 -21.335378 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.57795 -20.881514 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.654142 -21.164025 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.714961 -20.777664 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.928197 -21.019578 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.961067 -20.820269 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -50.261611 -20.292925 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -50.378692 -20.381183 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -50.398006 -20.270581 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -50.519914 -20.124236 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -50.530756 -20.285114 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -50.818764 -20.143603 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -50.867706 -20.235286 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -50.903497 -20.074164 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -50.966231 -20.207511 Brasil Vaz et al. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -51.008903 -20.178561 Brasil Vazetal. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -51.166578 -22.118431 Brasil Vazetal. (1992)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -52.183336 -26.779511 Brasil Agudo-Padron (2008)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -52.184389 -26.772439 Brasil Agudo-Padron (2008)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -61.442378 -11.431669 Brasil Coimbra & Santos
Physa marmorata Stenophysa marmorata -61.759006 -11.705853 Brasil gc?i?r?l))ra & Santos
Physa marmorata Stenophysa marmorata -61.941669 -10.870342 Brasil 80918rr?1‘)>ra & Santos
Physa marmorata Stenophysa marmorata -62.471014 -10.445858 Brasil g(iifr?gra & Santos
Physa marmorata Stenophysa marmorata -64.0977 -9.073089 Brasil (Cl(?ifr?gra & Santos
Physa marmorata Stenophysa marmorata -54.568853 -16.324175 Brasil ;Lgrigr)ldez etal. (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -54.88613 -16.04111 Brasil Fernandez et al. (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -54.975755 -14.922908 Brasil Fernandez et al. (2014)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -38.614333 -12.349556 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.311869 -21.638808 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.468106 -21.383086 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.6615 -22.004667 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.693028 -22.025167 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.908278 -22.371667 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.006711 -22.430189 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.037917 -22.427369 Brasil SPECIESLINK
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Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.112361 -22.824306 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.128528 -22.494806 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.200069 -22.842131 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.254861 -22.719083 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.260222 -22.728722 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.26625 -22.724278 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.322583 -22.853083 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.36025 -22.875139 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.410472 -22.614139 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.474111 -22.618778 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.476556 -22.620167 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.507667 -22.86200 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.31041101 -22.75422732 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.403333 -22.9385 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.583083 -22.16125 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.806444 -22.521833 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.923972 -22.502361 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.940306 -22.490639 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.946361 -22.458556 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.966378 -22.663417 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.070472 -22.545694 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.072056 -22.4775 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.084581 -22.791058 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.119917 -22.665447 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.193822 -22.833864 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.230969 -22.856922 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.263333 -22.407833 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.493222 -22.358833 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.537333 -22.392444 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.573417 -22.497528 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.679556 -22.505278 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.820083 -2.699694 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.823056 -2.694611 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.861667 -27.0100 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.964111 -3.580389 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.0290 -3.101722 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.074667 -2.521694 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.08400 -2.516083 Brasil SPECIESLINK
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Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.17600 -3.291583 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.247972 -3.484722 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.352611 -2.974417 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.127056 -12.618556 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.235889 -12.53125 Brasil SPECIESLINK
Aplexa (Stenophysa) Stenophysa marmorata -46.1954722 -14.4073611 Brasil SiBBr
marmorata

Stenophysa marmo- Stenophysa marmorata -58.6166667 -3.3 Brasil SiBBr
g(:éprhysa marmo- Stenophysa marmorata -62.25598 -10.720916 Brasil SiBBr
;[:;Ophysa marmo- Stenophysa marmorata -62.255974 -10.720917 Brasil SiBBr
gi‘léinphysa marmo- Stenophysa marmorata -32.4236111 -3.8622222 Brasil SiBBr

VP‘Z;S(J marmorata Stenophysa marmorata -42.1281167 -22.4943089 Brasil FioCruz

Physa marmorata Stenophysa marmorata -55.669639 -14.800222 Brasil FioCruz
Aplexa (Stenophysa) Stenophysa marmorata -38.503979 -7.553613 Brasil SiBBr
marmorata

Aplexa (Stenophysa) Stenophysa marmorata -35.9144806 -7.2095611 Brasil SiBBr
marmorata

Aplexa (Stenophysa) Stenophysa marmorata -56.48788 -21.128223 Brasil SiBBr
marmorata

Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -41.472656 -12.815451 Brasil SPECIESLINK
Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -43.766667 -11.5 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.173939 -11.84252 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.422242 -21.449453 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.722875 -14.943914 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.013194 -22.67575 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.049917 -22.860083 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.11194919 -22.82380716 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.22395 -22.835867 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.23125366 -22.83061299 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.233694 -22.846686 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.471056 -22.88900 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.481139 -22.928528 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.597583 -22.864778 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.601583 -22.864167 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.3905 -22.93425 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.790808 -22.698203 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.819231 -22.55285 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.97250572 -19.87340261 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.221917 -2.499556 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.7041 -23.0921 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -51.226389 -30.014167 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -51.811944 -30.851111 Brasil SPECIESLINK
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Physa marmorata Stenophysa marmorata -52.326944 -27.2775 Brasil SPECIESLINK
Stenophysa marmo- Stenophysa marmorata -58.7408333 -11.3777778 Brasil SiBBr
;[tlet‘iophysa marmo- Stenophysa marmorata -38.6055556 -3.9294444 Brasil SiBBr
gtléiophysa marmo- Stenophysa marmorata -44.974374 -12.361991 Brasil SiBBr
:;'(Zetflophysa marmo- Stenophysa marmorata -46.628459 -23.546991 Brasil SiBBr
g(;glwphysa marmo- Stenophysa marmorata -46.3089444 -23.9867778 Brasil SiBBr
g’i‘let:ophysa marmo- Stenophysa marmorata -56.4819444 -21.1211111 Brasil SiBBr
gctz:rlzophysa marmo- Stenophysa marmorata -46.257457 -23.993937 Brasil SiBBr
:;'(Zetflophysa marmo- Stenophysa marmorata -44.330953 -19.178127 Brasil SiBBr

rP(;tt;lsa marmorata Stenophysa marmorata -41.916918 -15.065956 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.201271 -23.514395 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.330968 -23.374903 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.354545 -23.524865 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.480395 -23.644796 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.530035 -23.673132 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.622844 -23.442534 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.647735 -23.512709 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.807964 -23.825011 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.861986 -23.647823 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.862196 -23.683681 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.938194 -23.851198 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.939167 -23.442778 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.070546 -23.918769 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -51.050314 -29.971757 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -58.307033 -2.847273 Brasil MZUSP

Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.169972 -12.349722 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.46770353 -21.38259368 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.46848685 -21.3828409 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.69262195 -22.02467136 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.83309462 -21.58802187 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.880667 -22.7525 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.90786902 -22.37117009 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.91254159 -21.46813167 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.9175 -22.774389 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.937925 -22.4175 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.947814 -22.422744 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.947814 -22.5025 Brasil SPECIESLINK
Sthenophysa marmo- Sthenophysa marmorata | -41.964187 -14.907315 Brasil MZUSP

rata
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Sthenophysa marmo- Sthenophysa marmorata | -48.714856 -18.676161 Brasil MZUSP

:l(zi‘xa marmorata Stenophysa marmorata -48.5092 -25.52 Brasil SPECIESLINK
Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -48.6678009 -27.64529991 Brasil SPECIESLINK
Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -49.2731 -25.4278 Brasil SPECIESLINK
Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -49.8267 -24.1578 Brasil SPECIESLINK
Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -50.0119 -24.7911 Brasil SPECIESLINK
Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -50.1619 -25.09500 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.983778 -22.719833 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.98542572 -21.73200696 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.00625683 -22.43978109 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.00630131 -22.42969225 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.007567 -22.427247 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.045694 -22.536944 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.05063124 -22.2319068 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.05903781 -21.1464547 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.13542418 -21.80589583 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.204306 -22.445944 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.24319905 -22.4798926 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.25980927 -22.7282247 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.26583701 -22.7237803 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.2893124 -21.5608975 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.289556 -22.795389 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.35983572 -22.87464088 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.360694 -22.501444 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.365972 -22.886639 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.381611 -22.798028 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.387611 -22.485167 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.392411 -22.655064 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.50725111 -22.86150244 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.533333 -21.616667 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.6676924 -22.49838143 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.76116764 -22.48363163 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.8976916 -22.79005116 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -42.98069122 -22.90811456 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.000667 -22.386722 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.00826111 -22.92149846 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.02039 -22.636348 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.13226845 -22.59579931 Brasil SPECIESLINK
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Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.15957925 -22.67256066 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.221944 -10.4853 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.3202064 -22.59982087 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.37596594 -22.76894964 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.40290963 -22.93800443 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.41235556 -22.42506256 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.41235557 -22.42478479 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.42402926 -22.24076853 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.43374408 -22.48617343 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.4954638 -22.47697057 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.515833 -22.199306 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.520833 -22.195417 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.54596464 -22.70978372 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.60596138 -22.49140882 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.6125 -22.202583 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.61700 -22.208667 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.68624155 -22.59284022 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.72386111 -22.25469444 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.73957465 -22.51839629 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.751472 -22.294444 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.79373986 -22.83728375 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.8060185 -22.5213409 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.807611 -22.527528 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.80957292 -22.87978358 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.917361 -22.28400 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.923545 -22.501869 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.93987855 -22.49014696 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.94593415 -22.4580638 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -43.986333 -22.519722 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.02243889 -22.71093611 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.02597944 -15.09010447 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.02679299 -22.96089488 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.032728 -22.744739 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.062194 -22.223722 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.066111 -22.226778 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.07004392 -22.54520259 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.090597 -22.772353 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.11948756 -22.66495491 Brasil SPECIESLINK
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Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.188454 -15.085944 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -61.44169712 -11.43821071 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -63.90363247 -8.761836698 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -62.469824 -10.444808 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -63.90500853 -8.776234404 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.195462 -13.54928 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.24482794 -14.52539522 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.11343553 -14.44208769 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.30094512 -15.09789025 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -35.23409217 -7.844708118 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.40596477 -21.44429729 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.32094713 -20.67118996 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.75487342 -21.29784205 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -55.78478053 -14.8687402 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -55.75144668 -15.18568315 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.4872767 -14.51068777 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.13505422 -15.61179324 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.77393433 -17.36428741 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.261556 -14.930806 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.41366535 -14.82790842 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.07310955 -15.87234751 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.563944 -12.618194 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.296639 -12.514417 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.686806 -12.515306 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.60464222 -12.447878 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.898139 -12.571444 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.890083 -12.556278 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.899722 -12.566028 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.2237279 -12.77901434 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.16400 -13.08641667 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.23053262 -13.22059513 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.27633945 -12.28129511 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.6237254 -12.44969746 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.40483753 -12.83262544 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.23545045 -12.53082136 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -47.749778 -12.554056 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.2253946 -12.75123672 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.22511682 -12.75401448 Brasil SPECIESLINK
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Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.359842 -10.16097463 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.34280964 -13.16662341 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.39732509 -13.03590396 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.24233876 -12.84179178 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -48.146917 -12.617567 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.477889 -18.499861 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -49.292611 -18.561556 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -38.107778 -6.3775 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -37.93573674 -6.38254637 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -36.88605198 -5.668773598 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -37.3364369 -5.666551657 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.32404268 -21.75394967 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.34793239 -21.37728509 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.95430556 -22.41222222 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -38.871951 -12.357709 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.783333 -12.270972 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -39.19769195 -12.26817077 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -38.87047247 -12.36455855 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.7355 -12.39997222 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.73508136 -12.3995404 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -38.09156265 -12.39952951 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.324444 -11.949778 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.783333 -12.265972 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.09888889 -12.63888889 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -35.2090944 -6.270406621 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -40.01591653 -14.71833312 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -40.57489801 -14.91732178 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.24572445 -15.50843028 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.201889 -12.154861 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.143583 -12.04283 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -40.71175 -10.989111 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.797889 -2.953083 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.175595 -3.291213 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.86126415 -2.700633738 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.830972 -2.692528 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.61954365 -3.265934986 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.614028 -3.25900 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.893528 -3.839389 Brasil SPECIESLINK
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Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.89640231 -3.837680878 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.18715302 -3.641284426 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.24655556 -3.743361111 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.24756636 -3.484350299 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.25473297 -3.492544686 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.18875 -3.634194 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.34267693 -2.973965208 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.35220463 -2.974048545 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.305472 -2.234861 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.074611 -2.521583 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.074667 -2.521694 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.075583 -2.493519528 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -45.08359579 -2.515718526 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.81968115 -2.699328179 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.96370745 -3.580016138 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.866278 -3.47175 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.77501455 -3.460600271 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.75148694 -3.523460907 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -55.970417 -16.205833 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -55.969583 -16.199917 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -57.71025 -16.064556 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -55.66914257 -14.79979582 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.054694 -15.605306 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -54.8828949 -16.05648284 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.688806 -16.473444 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.82791667 -16.68977778 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.57875 -16.093278 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.33847134 -14.85174148 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -56.075889 -15.86775 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.84893096 -2.572773581 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -52.290139 -31.752417 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -52.225333 -31.786028 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -52.298167 -29.673472 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.307944 -22.452444 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.256556 -22.554417 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.2331814 -22.54339748 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.15125 -22.33422 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.254083 -22.16216 Brasil SPECIESLINK
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Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.25857081 -22.30259318 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.25582087 -22.28875991 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.25625 -22.28925 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.527056 -22.43600 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.56941667 -22.48941667 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.570556 -22.496972 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.57298417 -22.4970375 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.119917 -22.673831 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.19339195 -22.83337095 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.219608 -22.845311 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.20406667 -22.83847222 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.143986 -22.681294 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.72389969 -22.44806593 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.68975 -22.493417 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.67955556 -22.50538889 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.49279084 -22.35834353 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.53690147 -22.39195459 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.53808333 -22.39258333 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.31815445 -23.00828432 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.43734499 -22.95895156 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.72456358 -23.31867285 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.72505105 -23.35004567 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.7564723 -23.2401073 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.71261954 -23.22561771 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.95403639 -22.44009782 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -35.21006 -8.00517 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.292794 -21.894783 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -41.31146811 -21.63831415 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.7083 -23.0757 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -32.425694 -3.868306 Brasil SPECIESLINK
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.038639 -23.573861 Brasil Ohlweiler et al. (2013)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.8368006 -23.522639 Brasil Ohlweiler et al. (2013)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.924278 -23.604111 Brasil Ohlweiler et al. (2013)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.623444 -23.686444 Brasil Ohlweiler et al. (2013)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.903278 -23.528472 Brasil Ohlweiler et al. (2013)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.461389 -23.668722 Brasil Ohlweiler et al. (2013)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.789917 -23.531667 Brasil Ohlweiler et al. (2013)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.39795 -23.749178 Brasil Ohlweiler et al. (2013)
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Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.413639 -23.714111 Brasil Ohlweiler et al. (2013)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.846444 -23.532444 Brasil Ohlweiler et al. (2013)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.223667 -23.316833 Brasil Ohlweiler et al. (2013)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.548861 -23.622611 Brasil Ohlweiler et al. (2013)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.56541 -23.6944 Brasil Ohlweiler et al. (2013)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.310639 -23.540944 Brasil Ohlweiler et al (2013)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -46.75200 -23.607056 Brasil Ohlweiler et al. (2013)
Physa marmorata Stenophysa marmorata -44.7564723 -23.2401073 Brasil SPECIESLINK

Physa marmorata Stenophysa marmorata -75.334833 6.081333 Colombia Moreno (2008)
Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -75.002727 1.422962 Colombia SPECIESLINK
Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -76.12500 8.456389 Colombia SPECIESLINK
Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -76.5 3.75 Colombia SPECIESLINK
Stenophysa marmo- Stenophysa marmorata -81.362034 13.35449 Colombia Cortes-Guzman & Li-
rata nares 2016
Stenophysa marmo- Stenophysa marmorata -81.368667 13.341361 Colombia Cortes-Guzman & Li-
rata nares 2016
Stenophysa marmo- Stenophysa marmorata -81.377133 13.366317 Colémbia Cortes-Guzman & Li-
rata nares 2016
Stenophysa marmo- Stenophysa marmorata -81.3882 13.355933 Colombia Cortes-Guzman & Li-
rata nares 2016
Stenophysa marmo- Stenophysa marmorata -69.207393 -12.580402 Peru Leon (2011)

rata

Physa sowerbyana Stenophysa marmorata -56.170833 -34.858056 Uruguai GBIF

Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -66.879193 10.488011 Venezuela SPECIESLINK
Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -67.591128 10.308098 Venezuela SPECIESLINK
Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -68.674924 6.250955 Venezuela SPECIESLINK
Aplexa marmorata Stenophysa marmorata -69.816201 9.076507 Venezuela SPECIESLINK
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APENDICE C - Valores e graficos do ROC- parcial; modelo nulo (distribui¢ao vermelha),

distribuicdo de expectativas criado por meio de substituicdo inicial de 50% do total de

pontos disponiveis e 500 réplicas de reamostragem (distribuicio azul).
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CS6: Mean AUC ratio after 500 simulations: 1.908242 (P.value=0)
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A. brasiliensis: Mean AUC ratio after 500 simulations: 1.562212 (P.value=0)

Partial AUC distribution

Density

r T T T T T
06 08 10 12 14 16

AUC ratio

20

151



152

P. rivalis minor: Mean AUC ratio after 500 simulations: 1.59737 (P.value=0)

Partial AUC distribution
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APENDICE D - Resultados do teste de identidade de nicho ecolégico obtidos pelo ENMtools.

A.brasiliensis vs P.rivalis minor
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APENDICE E - Registros de ocorréncia das espécies utilizadas na modelagem de nicho

ecologico.
Nome no MolluscaBase | Longitude Latitude Pais
Afrophysa brasiliensis -43.078122 -22.953388 Brasil
Afrophysa brasiliensis -43.222749 -22.899642 Brasil
Afrophysa brasiliensis -43.710339 -22.609993 Brasil
Afrophysa brasiliensis -44.628017 -22.382031 Brasil
Afrophysa brasiliensis -46.639557 -23.555772 Brasil
Afrophysa brasiliensis -47.648074 -22.73435 Brasil
Afrophysa brasiliensis -49.728236 -29.338415 Brasil
Afrophysa brasiliensis -51.217811 -30.036744 Brasil
Afrophysa brasiliensis -51.895706 -27.715787 Brasil
Afrophysa brasiliensis -54.101128 -29.468295 Brasil
Afrophysa brasiliensis -55.181956 -28.046008 Brasil
Afrophysa brasiliensis -55.349652 -27.966432 Argentina
Afrophysa brasiliensis -56.007608 -28.660995 Brasil
Afrophysa brasiliensis -70.397502 -23.650928 Chile
Physa rivalis minor -46.42513889 -23.89647222 Brasil
Physa rivalis var.minor | -53.94278333 -32.70238889 Uruguai
Physa rivalis var.minor | -55.02644444 -26.80890278 Argentina
Physa rivalis var.minor | -55.42605556 -31.58172222 Uruguai
Physa rivalis var.minor -55.72061111 -32.83955556 Uruguai
Physa rivalis var.minor | -55.91558333 -27.34922222 Argentina
Physa rivalis var.minor | -56.05513889 -34.88408333 Uruguai
Physa rivalis var.minor | -56.15766667 -34.89433333 Uruguai
Physa rivalis var.minor | -56.20308333 -34.10655556 Uruguai
Physa rivalis var.minor | -56.34761111 -34.85219444 Uruguai
Physa rivalis var.minor -56.74447222 -36.35319444 Argentina
Physa rivalis var.minor | -57.69538889 -34.13891667 Uruguai
Physa rivalis var.minor -57.85341667 -34.12627778 Uruguai
Physa rivalis var.minor | -57.89702778 -31.20636111 Uruguai
Physa rivalis var.minor | -57.92528889 -30.98402778 Argentina
Physa rivalis var.minor | -57.98636111 -34.82433333 Argentina
Physa rivalis var.minor | -58.02552778 26.03047222 Argentina
Physa rivalis var.minor | -58.02708333 -33.2230 Uruguai
Physa rivalis var.minor | -58.06683333 -32.320025 Uruguai
Physa rivalis var.minor | -58.07294444 -29.15038889 Argentina
Physa rivalis var.minor | -58.34261111 -34.63405556 Argentina
Physa rivalis var.minor | -58.43127778 -34.55905556 Argentina
Physa rivalis var.minor | -58.50916667 -34.56980556 Argentina
Physa rivalis var.minor -58.75 -33.3 Argentina




Nome no MolluscaBase | Longitude Latitude Pais
Physa rivalis var.minor | -58.89361111 -27.47855556 Argentina
Physa rivalis var.minor | -59.29352778 -35.01028056 Argentina
Physa rivalis var.minor | -59.43519444 26.55686111 Argentina
Physa rivalis var.minor | -60.63344444 -34.63369444 Argentina
Physa rivalis var.minor -62.12477778 -24.20569444 Argentina
Physa rivalis var.minor | -62.71991111 2233389167 Argentina
Physa rivalis var.minor | -62.88438889 -30.80075 Argentina
Physa rivalis var.minor | -64.38519444 -22.95791667 Argentina
Physa rivalis var.minor | -64.3925 23.56194444 Argentina
Physa rivalis var.minor -64.6370 -24.73311111 Argentina
Physa rivalis var.minor | -64.63905556 -24.70797222 Argentina
Physa rivalis var.minor | -64.65188889 -24.70416667 Argentina
Physa rivalis var.minor | -64.91083333 25.42372222 Argentina
Physa rivalis var.minor | -64.99416667 -26.24038889 Argentina
Physa rivalis var.minor | -65.28383333 -36.19133333 Argentina
Physa rivalis var.minor | -65.28880556 -26.19108333 Argentina
Stenophysa marmorata -55 -27 Argentina
Stenophysa marmorata -42.783748704182 | -22.84644768877 | Argentina
Stenophysa marmorata -54.45 -25.683333 Argentina
Stenophysa marmorata -57.533333 -35.033333 Argentina
Stenophysa marmorata -57.933333 -34.916667 Argentina
Stenophysa marmorata -57.983333 -34.816667 Argentina
Stenophysa marmorata -55 -10 Brasil
Stenophysa marmorata -32.4236111 -3.8622222 Brasil
Stenophysa marmorata -32.425694 -3.868306 Brasil
Stenophysa marmorata -34.82775 -7.591444 Brasil
Stenophysa marmorata -34.828917 -7.591889 Brasil
Stenophysa marmorata -34.833472 -7.577833 Brasil
Stenophysa marmorata -34.833806 -7.578861 Brasil
Stenophysa marmorata -35.20909440049 | -6.2704066213196 | Brasil
Stenophysa marmorata -35.21006 -8.00517 Brasil
_35.234092166855 -

Stenophysa marmorata 4 7.84470811832821 | Brasil
Stenophysa marmorata -35.9144806 -7.2095611 Brasil
Stenophysa marmorata -36.886051984148 | -5.6687735982336 | Brasil
Stenophysa marmorata -37.005278 -6.456583 Brasil
Stenophysa marmorata -37.336436897094 | -5.666551657359 | Brasil
Stenophysa marmorata -37.805139 -6.769444 Brasil
Stenophysa marmorata -37.935736739273 | -6.3825463701255 | Brasil
Stenophysa marmorata -38.091562647052 | -12.399529508003 | Brasil
Stenophysa marmorata -38.107778 -6.3775 Brasil
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Nome no MolluscaBase | Longitude Latitude Pais

Stenophysa marmorata -38.2 -6.8 Brasil
Stenophysa marmorata -38.243139 -7.999819 Brasil
Stenophysa marmorata -38.261472 -6.731917 Brasil
Stenophysa marmorata -38.503979 -7.553613 Brasil
Stenophysa marmorata -38.532333 -7.323694 Brasil
Stenophysa marmorata -38.605555 -3.929444 Brasil
Stenophysa marmorata -38.614333 -12.34955 Brasil
Stenophysa marmorata -38.747333 -7.502222 Brasil
Stenophysa marmorata -38.870472 -12.36455 Brasil
Stenophysa marmorata -38.871951 -12.357709 Brasil
Stenophysa marmorata -39.094278 -7.819833 Brasil
Stenophysa marmorata -39.197691 -12.26817 Brasil
Stenophysa marmorata -39.427111 -8.448944 Brasil
Stenophysa marmorata -40.015916 -14.718333 Brasil
Stenophysa marmorata -40.574898 -14.917321 Brasil
Stenophysa marmorata -40.71175 -10.989111 Brasil
Stenophysa marmorata -40.832306 -9.468694 Brasil
Stenophysa marmorata -41.056213 -21.64047 Brasil
Stenophysa marmorata -41.108406 -21.474369 Brasil
Stenophysa marmorata -41.13445 -21.977989 Brasil
Stenophysa marmorata -41.143583 -12.04283 Brasil
Stenophysa marmorata -41.169972 -12.349722 Brasil
Stenophysa marmorata -41.201889 -12.154861 Brasil
Stenophysa marmorata -41.245724 -15.508430 Brasil
Stenophysa marmorata -41.252686 -21.599503 Brasil
Stenophysa marmorata -41.280842 -21.898167 Brasil
Stenophysa marmorata -41.292794 -21.894783 Brasil
Stenophysa marmorata -41.311468 -21.638314 Brasil
Stenophysa marmorata -41.311869 -21.638808 Brasil
Stenophysa marmorata -41.315469 -21.753392 Brasil
Stenophysa marmorata -41.324042 -21.753949 Brasil
Stenophysa marmorata -41.324444 -11.949778 Brasil
Stenophysa marmorata -41.347932 -21.377285 Brasil
Stenophysa marmorata -41.353589 -21.375489 Brasil
Stenophysa marmorata -41.400106 -21.444969 Brasil
Stenophysa marmorata -41.4059647 -21.444297 Brasil
Stenophysa marmorata -41.422242 -21.449453 Brasil
Stenophysa marmorata -41.449475 -21.263728 Brasil
Stenophysa marmorata -41.462433 -21.831478 Brasil
Stenophysa marmorata -41.467703 -21.382593 Brasil
Stenophysa marmorata -41.468106 -21.383086 Brasil
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Stenophysa marmorata -41.468486 -21.382840 Brasil
Stenophysa marmorata -41.472656 -12.815451 Brasil
Stenophysa marmorata -41.475278 -21.475633 Brasil
Stenophysa marmorata -41.479275 -21.363686 Brasil
Stenophysa marmorata -41.533445 -20.762615 Brasil
Stenophysa marmorata -41.585261 -21.213436 Brasil
Stenophysa marmorata -41.606619 -21.727772 Brasil
Stenophysa marmorata -41.617667 -21.490656 Brasil
Stenophysa marmorata -41.642983 -21.322617 Brasil
Stenophysa marmorata -41.655686 -22.188811 Brasil
Stenophysa marmorata -41.6615 -22.004667 Brasil
Stenophysa marmorata -41.676042 -22.0133 Brasil
Stenophysa marmorata -41.689019 -21.432736 Brasil
Stenophysa marmorata -41.692621 -22.024671 Brasil
Stenophysa marmorata -41.693028 -22.025167 Brasil
Stenophysa marmorata -41.699267 -22.030669 Brasil
Stenophysa marmorata -41.722875 -14.943914 Brasil
Stenophysa marmorata -41.724111 -21.027122 Brasil
Stenophysa marmorata -41.732553 -21.105947 Brasil
Stenophysa marmorata -41.750931 -21.644856 Brasil
Stenophysa marmorata -41.754873 -21.297842 Brasil
Stenophysa marmorata -41.783333 -12.270972 Brasil
Stenophysa marmorata -41.783333 -12.265972 Brasil
Stenophysa marmorata -41.800703 -21.8979 Brasil
Stenophysa marmorata -41.803506 -21.410283 Brasil
Stenophysa marmorata -41.806817 -21.077114 Brasil
Stenophysa marmorata -41.833094 -21.588021 Brasil
Stenophysa marmorata -41.841875 -21.593383 Brasil
Stenophysa marmorata -41.843272 -22.411072 Brasil
Stenophysa marmorata -41.853106 -20.9806 Brasil
Stenophysa marmorata -41.871475 -21.984881 Brasil
Stenophysa marmorata -41.874346 -22.066903 Brasil
Stenophysa marmorata -41.880667 -22.7525 Brasil
Stenophysa marmorata -41.886372 -21.210347 Brasil
Stenophysa marmorata -41.887903 -21.675669 Brasil
Stenophysa marmorata -41.905286 -21.349853 Brasil
Stenophysa marmorata -41.907836 -21.464225 Brasil
Stenophysa marmorata -41.907869 -22.371170 Brasil
Stenophysa marmorata -41.908278 -22.371667 Brasil
Stenophysa marmorata -41.909308 -20.820658 Brasil
Stenophysa marmorata -41.912541 -21.468131 Brasil
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Stenophysa marmorata -41.913436 -21.038247 Brasil
Stenophysa marmorata -41.916918 -15.065956 Brasil
Stenophysa marmorata -41.91735 -21.578742 Brasil
Stenophysa marmorata -41.9175 -22.774389 Brasil
Stenophysa marmorata -41.936839 -22.531225 Brasil
Stenophysa marmorata -41.937925 -22.4175 Brasil
Stenophysa marmorata -41.942767 -22.042631 Brasil
Stenophysa marmorata -41.947814 -22.422744 Brasil
Stenophysa marmorata -41.947814 -22.5025 Brasil
Stenophysa marmorata -41.950231 -20.92975 Brasil
Stenophysa marmorata -41.954036 -22.440097 Brasil
Stenophysa marmorata -41.954305 -22.412222 Brasil
Stenophysa marmorata -41.964861 -22.324547 Brasil
Stenophysa marmorata -41.978339 -22.261044 Brasil
Stenophysa marmorata -41.97915 -21.721011 Brasil
Stenophysa marmorata -41.983778 -22.719833 Brasil
Stenophysa marmorata -41.985425 -21.732006 Brasil
Stenophysa marmorata -41.990089 -22.573906 Brasil
Stenophysa marmorata -41.990231 -21.034822 Brasil
Stenophysa marmorata -41.992289 -21.624258 Brasil
Stenophysa marmorata -41.997958 -21.950194 Brasil
Stenophysa marmorata -42.006256 -22.439781 Brasil
Stenophysa marmorata -42.006301 -22.429692 Brasil
Stenophysa marmorata -42.006711 -22.430189 Brasil
Stenophysa marmorata -42.0068 -21.781028 Brasil
Stenophysa marmorata -42.007567 -22.427247 Brasil
Stenophysa marmorata -42.013194 -22.67575 Brasil
Stenophysa marmorata -42.015969 -21.182628 Brasil
Stenophysa marmorata -42.023956 -22.607222 Brasil
Stenophysa marmorata -42.029603 -21.466453 Brasil
Stenophysa marmorata -42.030703 -21.325086 Brasil
Stenophysa marmorata -42.037917 -22.427369 Brasil
Stenophysa marmorata -42.038414 -20.967008 Brasil
Stenophysa marmorata -42.04435 -22.047728 Brasil
Stenophysa marmorata -42.045694 -22.536944 Brasil
Stenophysa marmorata -42.049169 -22.230375 Brasil
Stenophysa marmorata -42.049917 -22.860083 Brasil
Stenophysa marmorata -42.050631 -22.231906 Brasil
Stenophysa marmorata -42.059037 -21.146454 Brasil
Stenophysa marmorata -42.070203 -21.674197 Brasil
Stenophysa marmorata -42.071544 -22.134789 Brasil
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Stenophysa marmorata -42.073214 -21.51035 Brasil
Stenophysa marmorata -42.087686 -21.822858 Brasil
Stenophysa marmorata -42.088394 -22.388478 Brasil
Stenophysa marmorata -42.095283 -21.428814 Brasil
Stenophysa marmorata -42.098367 -21.623697 Brasil
Stenophysa marmorata -42.101694 -22.190864 Brasil
Stenophysa marmorata -42.111949 -22.823807 Brasil
Stenophysa marmorata -42.112361 -22.824306 Brasil
Stenophysa marmorata -42.116606 -21.170778 Brasil
Stenophysa marmorata -42.117647 -21.209033 Brasil
Stenophysa marmorata -42.121508 -21.098356 Brasil
Stenophysa marmorata -42.128116 -22.494308 Brasil
Stenophysa marmorata -42.128528 -22.494806 Brasil
Stenophysa marmorata -42.129308 -21.335703 Brasil
Stenophysa marmorata -42.129339 -21.817967 Brasil
Stenophysa marmorata -42.130214 -21.954875 Brasil
Stenophysa marmorata -42.134703 -21.711522 Brasil
Stenophysa marmorata -42.135424 -21.805895 Brasil
Stenophysa marmorata -42.142642 -21.580508 Brasil
Stenophysa marmorata -42.160533 -22.062861 Brasil
Stenophysa marmorata -42.173131 -21.760592 Brasil
Stenophysa marmorata -42.181664 -21.542083 Brasil
Stenophysa marmorata -42.189906 -21.410792 Brasil
Stenophysa marmorata -42.200069 -22.842131 Brasil
Stenophysa marmorata -42.204306 -22.445944 Brasil
Stenophysa marmorata -42.221997 -21.576631 Brasil
Stenophysa marmorata -42.22395 -22.835867 Brasil
Stenophysa marmorata -42.231253 -22.830612 Brasil
Stenophysa marmorata -42.233694 -22.846686 Brasil
Stenophysa marmorata -42.236397 -22.198172 Brasil
Stenophysa marmorata -42.243199 -22.479892 Brasil
Stenophysa marmorata -42.246611 -21.483806 Brasil
Stenophysa marmorata -42.253956 -21.98315 Brasil
Stenophysa marmorata -42.254861 -22.719083 Brasil
Stenophysa marmorata -42.256147 -21.847878 Brasil
Stenophysa marmorata -42.257919 -22.716217 Brasil
Stenophysa marmorata -42.259809 -22.728224 Brasil
Stenophysa marmorata -42.260222 -22.728722 Brasil
Stenophysa marmorata -42.265837 -22.723780 Brasil
Stenophysa marmorata -42.26625 -22.724278 Brasil
Stenophysa marmorata -42.268794 -21.906114 Brasil
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Stenophysa marmorata -42.289312 -21.560897 Brasil
Stenophysa marmorata -42.289556 -22.795389 Brasil
Stenophysa marmorata -42.297386 -22.235967 Brasil
Stenophysa marmorata -42.322583 -22.853083 Brasil
Stenophysa marmorata -42.327483 -22.306964 Brasil
Stenophysa marmorata -42.341847 -21.971717 Brasil
Stenophysa marmorata -42.356436 -22.018003 Brasil
Stenophysa marmorata -42.359835 -22.874640 Brasil
Stenophysa marmorata -42.36025 -22.875139 Brasil
Stenophysa marmorata -42.360694 -22.501444 Brasil
Stenophysa marmorata -42.365972 -22.886639 Brasil
Stenophysa marmorata -42.365992 -22.791986 Brasil
Stenophysa marmorata -42.380464 -21.751833 Brasil
Stenophysa marmorata -42.381611 -22.798028 Brasil
Stenophysa marmorata -42.387611 -22.485167 Brasil
Stenophysa marmorata -42.392411 -22.655064 Brasil
Stenophysa marmorata -42.394189 -22.481203 Brasil
Stenophysa marmorata -42.399858 -22.163242 Brasil
Stenophysa marmorata -42.410472 -22.614139 Brasil
Stenophysa marmorata -42.417636 -22.157983 Brasil
Stenophysa marmorata -42.471056 -22.8890 Brasil
Stenophysa marmorata -42.474111 -22.618778 Brasil
Stenophysa marmorata -42.476556 -22.620167 Brasil
Stenophysa marmorata -42.478975 -22.904033 Brasil
Stenophysa marmorata -42.481139 -22.928528 Brasil
Stenophysa marmorata -42.483936 -22.924186 Brasil
Stenophysa marmorata -42.489889 -21.864692 Brasil
Stenophysa marmorata -42.507251 -22.861502 Brasil
Stenophysa marmorata -42.507667 -22.8620 Brasil
Stenophysa marmorata -42.522622 -22.054867 Brasil
Stenophysa marmorata -42.530906 -22.784972 Brasil
Stenophysa marmorata -42.532483 -22.27 Brasil
Stenophysa marmorata -42.533333 -21.616667 Brasil
Stenophysa marmorata -42.545581 -21.822886 Brasil
Stenophysa marmorata -42.563881 -22.884236 Brasil
Stenophysa marmorata -42.597583 -22.864778 Brasil
Stenophysa marmorata -42.600053 -21.925428 Brasil
Stenophysa marmorata -42.601583 -22.864167 Brasil
Stenophysa marmorata -42.645367 -22.709256 Brasil
Stenophysa marmorata -42.656344 -22.093625 Brasil
Stenophysa marmorata -42.6676923 -22.498381 Brasil
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Stenophysa marmorata -42.669472 -22.495278 Brasil
Stenophysa marmorata -42.689167 -22.046111 Brasil
Stenophysa marmorata -42.694986 -22.56325 Brasil
Stenophysa marmorata -42.702244 -21.897189 Brasil
Stenophysa marmorata -42.7611676 -22.483631 Brasil
Stenophysa marmorata -42.777158 -22.116492 Brasil
Stenophysa marmorata -42.780753 -22.825956 Brasil
Stenophysa marmorata -42.796164 -22.489328 Brasil
Stenophysa marmorata -42.820678 -22.913456 Brasil
Stenophysa marmorata -42.866586 -22.745914 Brasil
Stenophysa marmorata -42.8976915 -22.790051 Brasil
Stenophysa marmorata -42.92856 -22.947378 Brasil
Stenophysa marmorata -42.966667 -22.533333 Brasil
Stenophysa marmorata -42.973991 -22.533144 Brasil
Stenophysa marmorata -42.974942 -22.519353 Brasil
Stenophysa marmorata -42.977043 -22.858161 Brasil
Stenophysa marmorata -42.977619 -22.918536 Brasil
Stenophysa marmorata -42.9806912 -22.908114 Brasil
Stenophysa marmorata -42.984875 -22.029036 Brasil
Stenophysa marmorata -42.992375 -22.915444 Brasil
Stenophysa marmorata -42.995139 -22.897736 Brasil
Stenophysa marmorata -42.995444 -22.897669 Brasil
Stenophysa marmorata -43.000667 -22.386722 Brasil
Stenophysa marmorata -43.002553 -22.935617 Brasil
Stenophysa marmorata -43.005039 -22.936911 Brasil
Stenophysa marmorata -43.008261 -22.9214984 Brasil
Stenophysa marmorata -43.02039 -22.636348 Brasil
Stenophysa marmorata -43.030478 -22.949044 Brasil
Stenophysa marmorata -43.040336 -22.665953 Brasil
Stenophysa marmorata -43.048864 -22.551997 Brasil
Stenophysa marmorata -43.062011 -22.846067 Brasil
Stenophysa marmorata -43.075111 -22.939468 Brasil
Stenophysa marmorata -43.092172 -22.892661 Brasil
Stenophysa marmorata -43.09295 -22.884106 Brasil
Stenophysa marmorata -43.10125 -22.231206 Brasil
Stenophysa marmorata -43.110494 -22.138639 Brasil
Stenophysa marmorata -43.125636 -22.700144 Brasil
Stenophysa marmorata -43.1322684 -22.5957993 Brasil
Stenophysa marmorata -43.1595792 -22.6725606 Brasil
Stenophysa marmorata -43.185208 -22.579208 Brasil
Stenophysa marmorata -43.221574 -22.905241 Brasil
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Stenophysa marmorata -43.221944 -10.4853 Brasil
Stenophysa marmorata -43.237918 -20.440502 Brasil
Stenophysa marmorata -43.280711 -22.151361 Brasil
Stenophysa marmorata -43.306478 -22.718664 Brasil
Stenophysa marmorata -43.31025 -22.573719 Brasil
Stenophysa marmorata -43.3104110 -22.7542273 Brasil
Stenophysa marmorata -43.319374 -22.198201 Brasil
Stenophysa marmorata -43.3202064 -22.5998208 Brasil
Stenophysa marmorata -43.3214 -22.801581 Brasil
Stenophysa marmorata -43.359572 -22.010731 Brasil
Stenophysa marmorata -43.375965 -22.768949 Brasil
Stenophysa marmorata -43.383181 -22.812092 Brasil
Stenophysa marmorata -43.387412 -22.768373 Brasil
Stenophysa marmorata -43.3905 -22.93425 Brasil
Stenophysa marmorata -43.402909 -22.93800 Brasil
Stenophysa marmorata -43.403333 -22.9385 Brasil
Stenophysa marmorata -43.404797 -22.319836 Brasil
Stenophysa marmorata -43.411525 -21.942806 Brasil
Stenophysa marmorata -43.412355 -22.425062 Brasil
Stenophysa marmorata -43.412355 -22.424784 Brasil
Stenophysa marmorata -43.422967 -22.2365 Brasil
Stenophysa marmorata -43.4240292 -22.240768 Brasil
Stenophysa marmorata -43.4337440 -22.486173 Brasil
Stenophysa marmorata -43.445491 -22.440754 Brasil
Stenophysa marmorata -43.473161 -22.217656 Brasil
Stenophysa marmorata -43.474642 -22.443418 Brasil
Stenophysa marmorata -43.494593 -21.769937 Brasil
Stenophysa marmorata -43.495463 -22.4769705 Brasil
Stenophysa marmorata -43.510524 -22.471159 Brasil
Stenophysa marmorata -43.515833 -22.199306 Brasil
Stenophysa marmorata -43.520833 -22.195417 Brasil
Stenophysa marmorata -43.545964 -22.709783 Brasil
Stenophysa marmorata -43.560344 -22.704672 Brasil
Stenophysa marmorata -43.565619 -22.780097 Brasil
Stenophysa marmorata -43.569675 -22.427783 Brasil
Stenophysa marmorata -43.570442 -22.531792 Brasil
Stenophysa marmorata -43.583083 -22.16125 Brasil
Stenophysa marmorata -43.588992 -22.288197 Brasil
Stenophysa marmorata -43.605961 -22.4914088 Brasil
Stenophysa marmorata -43.607457 -22.512299 Brasil
Stenophysa marmorata -43.6125 -22.202583 Brasil
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Stenophysa marmorata -43.6170 -22.208667 Brasil
Stenophysa marmorata -43.630356 -22.212264 Brasil
Stenophysa marmorata -43.661767 -19.900442 Brasil
Stenophysa marmorata -43.665006 -22.656039 Brasil
Stenophysa marmorata -43.677403 -22.550042 Brasil
Stenophysa marmorata -43.680983 -22.906236 Brasil
Stenophysa marmorata -43.686241 -22.592840 Brasil
Stenophysa marmorata -43.690672 -22.735819 Brasil
Stenophysa marmorata -43.691394 -20.523549 Brasil
Stenophysa marmorata -43.698897 -22.602431 Brasil
Stenophysa marmorata -43.723861 -22.254694 Brasil
Stenophysa marmorata -43.739574 -22.518396 Brasil
Stenophysa marmorata -43.751472 -22.294444 Brasil
Stenophysa marmorata -43.751622 -22.157581 Brasil
Stenophysa marmorata -43.766667 -11.5 Brasil
Stenophysa marmorata -43.783883 -22.776881 Brasil
Stenophysa marmorata -43.790094 -20.088803 Brasil
Stenophysa marmorata -43.790808 -22.698203 Brasil
Stenophysa marmorata -43.793739 -22.837283 Brasil
Stenophysa marmorata -43.805303 -22.871578 Brasil
Stenophysa marmorata -43.806018 -22.521340 Brasil
Stenophysa marmorata -43.806444 -22.521833 Brasil
Stenophysa marmorata -43.806461 -19.964511 Brasil
Stenophysa marmorata -43.807611 -22.527528 Brasil
Stenophysa marmorata -43.809572 -22.879783 Brasil
Stenophysa marmorata -43.814733 -22.516686 Brasil
Stenophysa marmorata -43.819231 -22.55285 Brasil
Stenophysa marmorata -43.849297 -19.978794 Brasil
Stenophysa marmorata -43.857922 -19.878475 Brasil
Stenophysa marmorata -43.885717 -22.904122 Brasil
Stenophysa marmorata -43.886578 -19.644964 Brasil
Stenophysa marmorata -43.888655 -19.636713 Brasil
Stenophysa marmorata -43.910858 -19.785717 Brasil
Stenophysa marmorata -43.910919 -22.921303 Brasil
Stenophysa marmorata -43.917361 -22.2840 Brasil
Stenophysa marmorata -43.919108 -22.298322 Brasil
Stenophysa marmorata -43.920178 -19.689133 Brasil
Stenophysa marmorata -43.923545 -22.501869 Brasil
Stenophysa marmorata -43.923972 -22.502361 Brasil
Stenophysa marmorata -43.931732 -22.510522 Brasil
Stenophysa marmorata -43.938264 -22.928481 Brasil
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Stenophysa marmorata -43.939878 -22.490146 Brasil
Stenophysa marmorata -43.940306 -22.490639 Brasil
Stenophysa marmorata -43.945539 -22.470944 Brasil
Stenophysa marmorata -43.945934 -22.458063 Brasil
Stenophysa marmorata -43.946361 -22.458556 Brasil
Stenophysa marmorata -43.966378 -22.663417 Brasil
Stenophysa marmorata -43.972505 -19.873402 Brasil
Stenophysa marmorata -43.986333 -22.519722 Brasil
Stenophysa marmorata -43.994444 -19.838333 Brasil
Stenophysa marmorata -43.996953 -22.515444 Brasil
Stenophysa marmorata -44.004722 -22.686894 Brasil
Stenophysa marmorata -44.022438 -22.710936 Brasil
Stenophysa marmorata -44.025979 -15.090104 Brasil
Stenophysa marmorata -44.026792 -22.960894 Brasil
Stenophysa marmorata -44.032728 -22.744739 Brasil
Stenophysa marmorata -44.038819 -19.620322 Brasil
Stenophysa marmorata -44.041178 -22.935447 Brasil
Stenophysa marmorata -44.044144 -22.603256 Brasil
Stenophysa marmorata -44.056725 -22.222408 Brasil
Stenophysa marmorata -44.062194 -22.223722 Brasil
Stenophysa marmorata -44.066111 -22.226778 Brasil
Stenophysa marmorata -44.070043 -22.545202 Brasil
Stenophysa marmorata -44.070472 -22.545694 Brasil
Stenophysa marmorata -44.072056 -22.4775 Brasil
Stenophysa marmorata -44.079486 -19.754481 Brasil
Stenophysa marmorata -44.084581 -22.791058 Brasil
Stenophysa marmorata -44.087092 -22.6555 Brasil
Stenophysa marmorata -44.090597 -22.772353 Brasil
Stenophysa marmorata -44.096344 -19.893539 Brasil
Stenophysa marmorata -44.106897 -20.027398 Brasil
Stenophysa marmorata -44.115497 -22.382622 Brasil
Stenophysa marmorata -44.119487 -22.664954 Brasil
Stenophysa marmorata -44.119917 -22.673831 Brasil
Stenophysa marmorata -44.119917 -22.665447 Brasil
Stenophysa marmorata -44.138653 -22.530917 Brasil
Stenophysa marmorata -44.143986 -22.681294 Brasil
Stenophysa marmorata -44.14722 -22.649255 Brasil
Stenophysa marmorata -44.15125 -22.33422 Brasil
Stenophysa marmorata -44.175236 -22.538794 Brasil
Stenophysa marmorata -44.180344 -19.956058 Brasil
Stenophysa marmorata -44.190472 -22.832708 Brasil
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Stenophysa marmorata -44.193391 -22.833370 Brasil
Stenophysa marmorata -44.193822 -22.833864 Brasil
Stenophysa marmorata -44.204066 -22.838472 Brasil
Stenophysa marmorata -44.212115 -22.987598 Brasil
Stenophysa marmorata -44.219608 -22.845311 Brasil
Stenophysa marmorata -44.221917 -2.499556 Brasil
Stenophysa marmorata -44.230969 -22.856922 Brasil
Stenophysa marmorata -44.233181 -22.543397 Brasil
Stenophysa marmorata -44.252864 -22.293503 Brasil
Stenophysa marmorata -44.254083 -22.16216 Brasil
Stenophysa marmorata -44.255820 -22.28875 Brasil
Stenophysa marmorata -44.25625 -22.28925 Brasil
Stenophysa marmorata -44.256556 -22.554417 Brasil
Stenophysa marmorata -44.258570 -22.30259 Brasil
Stenophysa marmorata -44.263333 -22.407833 Brasil
Stenophysa marmorata -44.285622 -22.972103 Brasil
Stenophysa marmorata -44.296384 -22.402617 Brasil
Stenophysa marmorata -44.306792 -22.294336 Brasil
Stenophysa marmorata -44.307944 -22.452444 Brasil
Stenophysa marmorata -44.3181544 -23.008284 Brasil
Stenophysa marmorata -44.320347 -22.679264 Brasil
Stenophysa marmorata -44.330953 -19.178127 Brasil
Stenophysa marmorata -44.399518 -22.342982 Brasil
Stenophysa marmorata -44.437344 -22.958951 Brasil
Stenophysa marmorata -44.445353 -22.969672 Brasil
Stenophysa marmorata -44.447769 -22.971636 Brasil
Stenophysa marmorata -44.492790 -22.358343 Brasil
Stenophysa marmorata -44.493222 -22.358833 Brasil
Stenophysa marmorata -44.526297 -23.021875 Brasil
Stenophysa marmorata -44.527056 -22.4360 Brasil
Stenophysa marmorata -44.5323 -22.330286 Brasil
Stenophysa marmorata -44.536901 -22.391954 Brasil
Stenophysa marmorata -44.537333 -22.392444 Brasil
Stenophysa marmorata -44.538083 -22.392583 Brasil
Stenophysa marmorata -44.569416 -22.489416 Brasil
Stenophysa marmorata -44.570556 -22.496972 Brasil
Stenophysa marmorata -44.572984 -22.497037 Brasil
Stenophysa marmorata -44.573417 -22.497528 Brasil
Stenophysa marmorata -44.614028 -3.2590 Brasil
Stenophysa marmorata -44.619543 -3.265934 Brasil
Stenophysa marmorata -44.648492 -23.242536 Brasil
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Stenophysa marmorata -44.6678 -22.502147 Brasil
Stenophysa marmorata -44.6795 -22.50538 Brasil
Stenophysa marmorata -44.679556 -22.505278 Brasil
Stenophysa marmorata -44.68975 -22.493417 Brasil
Stenophysa marmorata -44.7041 -23.0921 Brasil
Stenophysa marmorata -44.7083 -23.0757 Brasil
Stenophysa marmorata -44.712619 -23.225617 Brasil
Stenophysa marmorata -44.723899 -22.448065 Brasil
Stenophysa marmorata -44.724563 -23.318672 Brasil
Stenophysa marmorata -44.725051 -23.3500456 Brasil
Stenophysa marmorata -44.747878 -23.221386 Brasil
Stenophysa marmorata -44.751486 -3.52346090 Brasil
Stenophysa marmorata -44.7564722 -23.24010730 Brasil
Stenophysa marmorata -44.7750145 -3.46060027 Brasil
Stenophysa marmorata -44.797889 -2.953083 Brasil
Stenophysa marmorata -44.803489 -2.953713 Brasil
Stenophysa marmorata -44.8196816 -2.6993281 Brasil
Stenophysa marmorata -44.820083 -2.699694 Brasil
Stenophysa marmorata -44.823056 -2.694611 Brasil
Stenophysa marmorata -44.830972 -2.692528 Brasil
Stenophysa marmorata -44.848930 -2.5727735 Brasil
Stenophysa marmorata -44.851701 -2.575064 Brasil
Stenophysa marmorata -44.861264 -2.700633 Brasil
Stenophysa marmorata -44.861667 -2.7010 Brasil
Stenophysa marmorata -44.866278 -3.47175 Brasil
Stenophysa marmorata -44.893528 -3.839389 Brasil
Stenophysa marmorata -44.893714 -2.644106 Brasil
Stenophysa marmorata -44.896402 -3.8376808 Brasil
Stenophysa marmorata -44.899592 -3.840589 Brasil
Stenophysa marmorata -44.963707 -3.58001613 Brasil
Stenophysa marmorata -44.964111 -3.580389 Brasil
Stenophysa marmorata -44.974374 -12.361991 Brasil
Stenophysa marmorata -45.0290 -3.101722 Brasil
Stenophysa marmorata -45.074611 -2.521583 Brasil
Stenophysa marmorata -45.074667 -2.521694 Brasil
Stenophysa marmorata -45.074667 -2.521694 Brasil
Stenophysa marmorata -45.075583 -2.4935195 Brasil
Stenophysa marmorata -45.0835957 -2.5157185 Brasil
Stenophysa marmorata -45.0840 -2.516083 Brasil
Stenophysa marmorata -45.0988888 -12.638888 Brasil
Stenophysa marmorata -45.173939 -11.84252 Brasil
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Stenophysa marmorata -45.175595 -3.291213 Brasil
Stenophysa marmorata -45.1760 -3.291583 Brasil
Stenophysa marmorata -45.18715301 -3.64128442 Brasil
Stenophysa marmorata -45.18875 -3.634194 Brasil
Stenophysa marmorata -45.24655555 -3.7433611 Brasil
Stenophysa marmorata -45.24756636 -3.4843502 Brasil
Stenophysa marmorata -45.247972 -3.484722 Brasil
Stenophysa marmorata -45.25473296 -3.4925446 Brasil
Stenophysa marmorata -45.305472 -2.234861 Brasil
Stenophysa marmorata -45.34267692 -2.9739652 Brasil
Stenophysa marmorata -45.35220462 -2.9740485 Brasil
Stenophysa marmorata -45.352611 -2.974417 Brasil
Stenophysa marmorata -45.709902 -20.173404 Brasil
Stenophysa marmorata -45.73508136 -12.399540 Brasil
Stenophysa marmorata -45.7355 -12.399972 Brasil
Stenophysa marmorata -46.038639 -23.573861 Brasil
Stenophysa marmorata -46.1954722 -14.4073611 Brasil
Stenophysa marmorata -46.201271 -23.514395 Brasil
Stenophysa marmorata -46.223667 -23.316833 Brasil
Stenophysa marmorata -46.257457 -23.993937 Brasil
Stenophysa marmorata -46.3089444 -23.9867778 Brasil
Stenophysa marmorata -46.310639 -23.540944 Brasil
Stenophysa marmorata -46.320947 -20.671189 Brasil
Stenophysa marmorata -46.330968 -23.374903 Brasil
Stenophysa marmorata -46.354545 -23.524865 Brasil
Stenophysa marmorata -46.39795 -23.749178 Brasil
Stenophysa marmorata -46.413639 -23.714111 Brasil
Stenophysa marmorata -46.461389 -23.668722 Brasil
Stenophysa marmorata -46.480395 -23.644796 Brasil
Stenophysa marmorata -46.530035 -23.673132 Brasil
Stenophysa marmorata -46.548861 -23.622611 Brasil
Stenophysa marmorata -46.56541 -23.6944 Brasil
Stenophysa marmorata -46.622844 -23.442534 Brasil
Stenophysa marmorata -46.623444 -23.686444 Brasil
Stenophysa marmorata -46.628459 -23.546991 Brasil
Stenophysa marmorata -46.647735 -23.512709 Brasil
Stenophysa marmorata -46.661933 -23.584142 Brasil
Stenophysa marmorata -46.7520 -23.607056 Brasil
Stenophysa marmorata -46.789917 -23.531667 Brasil
Stenophysa marmorata -46.807964 -23.825011 Brasil
Stenophysa marmorata -46.81175 -23.685167 Brasil
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Stenophysa marmorata -46.836806 -23.522639 Brasil
Stenophysa marmorata -46.846444 -23.532444 Brasil
Stenophysa marmorata -46.861986 -23.647823 Brasil
Stenophysa marmorata -46.862196 -23.683681 Brasil
Stenophysa marmorata -46.903278 -23.528472 Brasil
Stenophysa marmorata -46.924278 -23.604111 Brasil
Stenophysa marmorata -46.938194 -23.851198 Brasil
Stenophysa marmorata -46.939167 -23.442778 Brasil
Stenophysa marmorata -46.943708 -23.097456 Brasil
Stenophysa marmorata -47.016956 -24.299722 Brasil
Stenophysa marmorata -47.047494 -22.871753 Brasil
Stenophysa marmorata -47.061139 -24.294472 Brasil
Stenophysa marmorata -47.065722 -24.316028 Brasil
Stenophysa marmorata -47.067417 -24.313306 Brasil
Stenophysa marmorata -47.067417 -24.3185 Brasil
Stenophysa marmorata -47.070546 -23.918769 Brasil
Stenophysa marmorata -47.071428 -22.813069 Brasil
Stenophysa marmorata -47.086622 -22.866669 Brasil
Stenophysa marmorata -47.087528 -24.300667 Brasil
Stenophysa marmorata -47.137225 -22.9456 Brasil
Stenophysa marmorata -47.146128 -22.763167 Brasil
Stenophysa marmorata -47.178542 -22.932819 Brasil
Stenophysa marmorata -47.188454 -15.085944 Brasil
Stenophysa marmorata -47.214867 -22.727572 Brasil
Stenophysa marmorata -47.375111 -21.934642 Brasil
Stenophysa marmorata -47.604042 -24.504642 Brasil
Stenophysa marmorata -47.631341 -22.712597 Brasil
Stenophysa marmorata -47.749778 -12.554056 Brasil
Stenophysa marmorata -47.858178 -24.512703 Brasil
Stenophysa marmorata -47.890083 -12.556278 Brasil
Stenophysa marmorata -47.898139 -12.571444 Brasil
Stenophysa marmorata -47.899722 -12.566028 Brasil
Stenophysa marmorata -48.021158 -14.241561 Brasil
Stenophysa marmorata -48.095828 -13.996472 Brasil
Stenophysa marmorata -48.098867 -14.158464 Brasil
Stenophysa marmorata -48.113435 -14.4420876 Brasil
Stenophysa marmorata -48.127056 -12.618556 Brasil
Stenophysa marmorata -48.146917 -12.617567 Brasil
Stenophysa marmorata -48.162814 -14.544003 Brasil
Stenophysa marmorata -48.1640 -13.0864166 Brasil
Stenophysa marmorata -48.195462 -13.54928 Brasil
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Stenophysa marmorata -48.208867 -13.510444 Brasil
Stenophysa marmorata -48.212808 -13.535761 Brasil
Stenophysa marmorata -48.220944 -7.202778 Brasil
Stenophysa marmorata -48.223727 -12.7790143 Brasil
Stenophysa marmorata -48.225116 -12.7540144 Brasil
Stenophysa marmorata -48.225394 -12.7512367 Brasil
Stenophysa marmorata -48.230532 -13.2205951 Brasil
Stenophysa marmorata -48.235450 -12.5308213 Brasil
Stenophysa marmorata -48.235889 -12.53125 Brasil
Stenophysa marmorata -48.242338 -12.8417917 Brasil
Stenophysa marmorata -48.261556 -14.930806 Brasil
Stenophysa marmorata -48.276339 -12.281295 Brasil
Stenophysa marmorata -48.296639 -12.514417 Brasil
Stenophysa marmorata -48.300945 -15.097890 Brasil
Stenophysa marmorata -48.301753 -13.832316 Brasil
Stenophysa marmorata -48.333986 -14.156272 Brasil
Stenophysa marmorata -48.342809 -13.166623 Brasil
Stenophysa marmorata -48.349164 -13.603258 Brasil
Stenophysa marmorata -48.359841 -10.160974 Brasil
Stenophysa marmorata -48.3973250 -13.0359039 Brasil
Stenophysa marmorata -48.4048375 -12.8326254 Brasil
Stenophysa marmorata -48.448475 -14.477683 Brasil
Stenophysa marmorata -48.478181 -13.394375 Brasil
Stenophysa marmorata -48.478417 -27.656572 Brasil
Stenophysa marmorata -48.479544 -27.671208 Brasil
Stenophysa marmorata -48.498158 -14.471906 Brasil
Stenophysa marmorata -48.499378 -14.471328 Brasil
Stenophysa marmorata -48.5092 -25.52 Brasil
Stenophysa marmorata -48.545817 -14.470658 Brasil
Stenophysa marmorata -48.563944 -12.618194 Brasil
Stenophysa marmorata -48.572317 -14.262906 Brasil
Stenophysa marmorata -48.573853 -13.785519 Brasil
Stenophysa marmorata -48.604642 -12.4478779 Brasil
Stenophysa marmorata -48.614289 -14.0187 Brasil
Stenophysa marmorata -48.620528 -27.830731 Brasil
Stenophysa marmorata -48.623725 -12.449697 Brasil
Stenophysa marmorata -48.663006 -27.643736 Brasil
Stenophysa marmorata -48.6678009 -27.645299 Brasil
Stenophysa marmorata -48.686806 -12.515306 Brasil
Stenophysa marmorata -48.7503 -14.937978 Brasil
Stenophysa marmorata -48.788539 -21.168775 Brasil
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Stenophysa marmorata -48.793528 -21.083419 Brasil
Stenophysa marmorata -48.835892 -21.220103 Brasil
Stenophysa marmorata -48.902686 -20.74825 Brasil
Stenophysa marmorata -48.904825 -21.179333 Brasil
Stenophysa marmorata -48.920103 -14.967186 Brasil
Stenophysa marmorata -48.931108 -15.138433 Brasil
Stenophysa marmorata -48.940111 -20.486208 Brasil
Stenophysa marmorata -48.968658 -21.134639 Brasil
Stenophysa marmorata -48.978345 -14.07685 Brasil
Stenophysa marmorata -49.048511 -21.349131 Brasil
Stenophysa marmorata -49.060814 -21.0540 Brasil
Stenophysa marmorata -49.083308 -14.352128 Brasil
Stenophysa marmorata -49.0946 -24.9762 Brasil
Stenophysa marmorata -49.100644 -25.219061 Brasil
Stenophysa marmorata -49.123897 -15.138586 Brasil
Stenophysa marmorata -49.131442 -14.511883 Brasil
Stenophysa marmorata -49.231964 -20.793864 Brasil
Stenophysa marmorata -49.233164 -14.680797 Brasil
Stenophysa marmorata -49.233675 -21.466639 Brasil
Stenophysa marmorata -49.2448279 -14.525395 Brasil
Stenophysa marmorata -49.247475 -21.079803 Brasil
Stenophysa marmorata -49.257047 -14.450261 Brasil
Stenophysa marmorata -49.2731 -25.4278 Brasil
Stenophysa marmorata -49.28915 -21.205364 Brasil
Stenophysa marmorata -49.292611 -18.561556 Brasil
Stenophysa marmorata -49.310556 -25.429167 Brasil
Stenophysa marmorata -49.311103 -20.537417 Brasil
Stenophysa marmorata -49.350753 -20.189325 Brasil
Stenophysa marmorata -49.366539 -20.809267 Brasil
Stenophysa marmorata -49.403353 -21.275503 Brasil
Stenophysa marmorata -49.44335 -20.385544 Brasil
Stenophysa marmorata -49.446328 -20.626214 Brasil
Stenophysa marmorata -49.477889 -18.499861 Brasil
Stenophysa marmorata -49.491808 -20.827469 Brasil
Stenophysa marmorata -49.503017 -21.335378 Brasil
Stenophysa marmorata -49.515424 -21.230767 Brasil
Stenophysa marmorata -49.57795 -20.881514 Brasil
Stenophysa marmorata -49.654142 -21.164025 Brasil
Stenophysa marmorata -49.714961 -20.777664 Brasil
Stenophysa marmorata -49.8267 -24.1578 Brasil
Stenophysa marmorata -49.928197 -21.019578 Brasil
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Stenophysa marmorata -49.961067 -20.820269 Brasil
Stenophysa marmorata -50.0119 -24.7911 Brasil
Stenophysa marmorata -50.1619 -25.0950 Brasil
Stenophysa marmorata -50.261611 -20.292925 Brasil
Stenophysa marmorata -50.378692 -20.381183 Brasil
Stenophysa marmorata -50.398006 -20.270581 Brasil
Stenophysa marmorata -50.519914 -20.124236 Brasil
Stenophysa marmorata -50.530756 -20.285114 Brasil
Stenophysa marmorata -50.818764 -20.143603 Brasil
Stenophysa marmorata -50.867706 -20.235286 Brasil
Stenophysa marmorata -50.903497 -20.074164 Brasil
Stenophysa marmorata -50.966231 -20.207511 Brasil
Stenophysa marmorata -50.998667 -29.959692 Brasil
Stenophysa marmorata -51.008903 -20.178561 Brasil
Stenophysa marmorata -51.050314 -29.971757 Brasil
Stenophysa marmorata -51.114136 -29.957611 Brasil
Stenophysa marmorata -51.159033 -29.925356 Brasil
Stenophysa marmorata -51.166578 -22.118431 Brasil
Stenophysa marmorata -51.226389 -30.014167 Brasil
Stenophysa marmorata -51.811944 -30.851111 Brasil
Stenophysa marmorata -52.183336 -26.779511 Brasil
Stenophysa marmorata -52.184389 -26.772439 Brasil
Stenophysa marmorata -52.225333 -31.786028 Brasil
Stenophysa marmorata -52.290139 -31.752417 Brasil
Stenophysa marmorata -52.298167 -29.673472 Brasil
Stenophysa marmorata -52.326944 -27.2775 Brasil
Stenophysa marmorata -53.057732 -18.013472 Brasil
Stenophysa marmorata -54.568853 -16.324175 Brasil
Stenophysa marmorata -54.8828945 -16.056482 Brasil
Stenophysa marmorata -54.88613 -16.04111 Brasil
Stenophysa marmorata -54.975755 -14.922908 Brasil
Stenophysa marmorata -55.669142 -14.799795 Brasil
Stenophysa marmorata -55.669639 -14.800222 Brasil
Stenophysa marmorata -55.751446 -15.185683 Brasil
Stenophysa marmorata -55.784780 -14.868740 Brasil
Stenophysa marmorata -55.969583 -16.199917 Brasil
Stenophysa marmorata -55.970417 -16.205833 Brasil
Stenophysa marmorata -56.054694 -15.605306 Brasil
Stenophysa marmorata -56.0731095 -15.872347 Brasil
Stenophysa marmorata -56.075889 -15.86775 Brasil
Stenophysa marmorata -56.133375 -15.575558 Brasil
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Stenophysa marmorata -56.1350542 -15.611793 Brasil
Stenophysa marmorata -56.3384713 -14.851741 Brasil
Stenophysa marmorata -56.339886 -14.712717 Brasil
Stenophysa marmorata -56.412714 -14.827275 Brasil
Stenophysa marmorata -56.4136653 -14.827908 Brasil
Stenophysa marmorata -56.448308 -14.401811 Brasil
Stenophysa marmorata -56.4819444 -21.1211111 Brasil
Stenophysa marmorata -56.482119 -15.240263 Brasil
Stenophysa marmorata -56.4872766 -14.5106877 Brasil
Stenophysa marmorata -56.48788 -21.128223 Brasil
Stenophysa marmorata -56.493525 -14.4981 Brasil
Stenophysa marmorata -56.57875 -16.093278 Brasil
Stenophysa marmorata -56.688806 -16.473444 Brasil
Stenophysa marmorata -56.773934 -17.3642874 Brasil
Stenophysa marmorata -56.827916 -16.6897777 Brasil
Stenophysa marmorata -57.71025 -16.064556 Brasil
Stenophysa marmorata -58.307033 -2.847273 Brasil
Stenophysa marmorata -58.6166667 -3.3 Brasil
Stenophysa marmorata -58.7408333 -11.3777778 Brasil
Stenophysa marmorata -61.441697 -11.4382107 Brasil
Stenophysa marmorata -61.442378 -11.431669 Brasil
Stenophysa marmorata -61.759006 -11.705853 Brasil
Stenophysa marmorata -61.941669 -10.870342 Brasil
Stenophysa marmorata -62.255974 -10.720917 Brasil
Stenophysa marmorata -62.25598 -10.720916 Brasil
Stenophysa marmorata -62.469824 -10.444808 Brasil
Stenophysa marmorata -62.471014 -10.445858 Brasil
Stenophysa marmorata -63.903632 -8.76183669 Brasil
Stenophysa marmorata -63.905008 -8.776234403 Brasil
Stenophysa marmorata -64.0977 -9.073089 Brasil
Stenophysa marmorata -64.400056 -6.528492 Brasil
Stenophysa marmorata -64.696955 -3.359411 Brasil
Sthenophysa marmorata -41.964187 -14.907315 Brasil
Sthenophysa marmorata -48.714856 -18.676161 Brasil
Stenophysa marmorata -75.334833 6.081333 Colombia
Stenophysa marmorata -75.002727 1.422962 Colombia
Stenophysa marmorata -76.1250 8.456389 Colombia
Stenophysa marmorata -76.5 3.75 Colombia
Stenophysa marmorata -81.362034 13.35449 Colombia
Stenophysa marmorata -81.368667 13.341361 Colombia
Stenophysa marmorata -81.377133 13.366317 Colombia
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Stenophysa marmorata -81.3882 13.355933 Colombia

Stenophysa marmorata -69.207393 -12.580402 Peru

Stenophysa marmorata -56.170833 -34.858056 Uruguai

Stenophysa marmorata -66.879193 10.488011 Venezuela

Stenophysa marmorata -67.591128 10.308098 Venezuela

Stenophysa marmorata -68.674924 6.250955 Venezuela

Stenophysa marmorata -69.816201 9.076507 Venezuela

Stenophysa marmorata -61.8 17.166667 Lesser Antilles Antigua,Hodge Point
Stenophysa marmorata -61.7667 17 Antigua Island Falmouth Bay

Stenophysa marmorata

-61.76263595

17.10665945

Antigua Island Parham Bay

Stenophysa marmorata -61.7667 17 Antigua Island Willoughby Bay
Stenophysa marmorata -61.819883 17.062083 Body Pond

Stenophysa marmorata -61.73495 17.074317 Collin's Pond

Stenophysa marmorata -61.8487 17.091783 Creek side

Stenophysa marmorata -61.858617 17.082383 Ebenezer's Pond
Stenophysa marmorata -61.75435 17.006443 English harbor Parleam
Stenophysa marmorata -61.766667 17 English harbour

Stenophysa marmorata -61.883917 17.118767 Five Island Stream
Stenophysa marmorata -61.807317 17.115783 Gigi's Pond

Stenophysa marmorata -61.858617 17.082383 Lagoa de Ebenezer
Stenophysa marmorata -61.827567 17.1581 Police Academy Pond
Stenophysa marmorata -59.616667 13.2 Blowers

Stenophysa marmorata -61.286846 16.31756 Alleaume

Stenophysa marmorata -61.485625 16.463409 Beaufond

Stenophysa marmorata -61.468949 16.410462 Beauplan

Stenophysa marmorata -61.368601 16.295338 Bel-etang

Stenophysa marmorata -61.492528 16.419449 Belin

Stenophysa marmorata -61.738346 16.249941 Couronne Cochou
Stenophysa marmorata -61.41454 16.419865 Dadoud

Stenophysa marmorata -61.640398 15.848657 Dans fond

Stenophysa marmorata -61.733363 16.164423 Dasheen marsh at Belle Plaine/ Grande-Terre
Stenophysa marmorata -61.406308 16.333895 Duteau

Stenophysa marmorata -61.376145 16.300244 Etang-Cocoyer

Stenophysa marmorata -61.521587 16.42433 Fauvette Nord

Stenophysa marmorata -61.466896 16.273235 Gaschet pond/ Grande-Terre
Stenophysa marmorata -61.368426 16.274751 Gentilly Nord

Stenophysa marmorata -61.289107 16.256934 Gorot Mare

Stenophysa marmorata -61.475267 16.223128 Goudenave

Stenophysa marmorata -61.638968 15.984751 Grand Maison

Stenophysa marmorata -61.380753 16.224208 Grande Terre, Ste. Anne
Stenophysa marmorata -61.428733 16.317537 Grandmaisson pond/ Grande-Terre
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Stenophysa marmorata -61.43668 16.246074 Grosse Roche

Stenophysa marmorata -61.466631 16.227118 Kancel

Stenophysa marmorata -61.426148 16.246366 Lamarre

Stenophysa marmorata -61.443022 16.339991 Laroche Picard

Stenophysa marmorata -61.437764 16.22363 Le Gosier

Stenophysa marmorata -61.463147 16.314312 Lebraire

Stenophysa marmorata -61.351827 16.263994 Loery Sud

Stenophysa marmorata -61.413725 16.379822 Lubeth

Stenophysa marmorata -61.505212 16.467444 Mahaudiére

Stenophysa marmorata -61.42873 16.317537 Mahaudiere pond/ Grande-Terre
Stenophysa marmorata -61.469167 16.385116 Malakoff

Stenophysa marmorata -61.27 15.93 Marie Galante, Riviere San Louis
Stenophysa marmorata -61.499035 16.245977 Medaille

Stenophysa marmorata -61.378889 16.231328 Montmain

Stenophysa marmorata -61.359978 16.259844 Moulin Belcourt

Stenophysa marmorata -61.41320344 16.26635905 Pavillon

Stenophysa marmorata -61.462397 16.355211 Pico Mare

Stenophysa marmorata -73.05 18.4 Etang De Miragoane
Stenophysa marmorata -73.75 18.2 Les Cayes-Torbeck Road
Stenophysa marmorata -78.027022 18.166018 Bluefields

Stenophysa marmorata -77.341596 18.37171 Browns Town

Stenophysa marmorata -76.80927 18.016232 Kingston

Stenophysa marmorata -76.85 17.93 Kingston, Port Royal
Stenophysa marmorata -77.507141 18.041682 Mandeville

Stenophysa marmorata -60.841566 14.481359 Bois neuf

Stenophysa marmorata -62.208839 16.738422 Daly River Waterworks Estate
Stenophysa marmorata -62.208839 16.738422 Daly River Waterworks Estate
Stenophysa marmorata -66.78 18.45 Ingenio

Stenophysa marmorata -66.05 18.4 Piedras River, Central
Stenophysa marmorata -67.08 18.13 Piedras River, San Augustin
Stenophysa marmorata -60.973236 13.96469 Cul de Sac Valley Sta. F
Stenophysa marmorata -62.57 17.17 Nevis Island

Stenophysa marmorata -62.583333 17.15 Nevis Peak

Stenophysa marmorata -61.205809 10.429735 Central Range, Tamana Caves
Stenophysa marmorata -61.51 10.65 nr. St. Mary's, Trinidad, WI
Stenophysa marmorata -61.487328 16.252217 Guadeloupe

Stenophysa marmorata -61.449539 16.290131 Guadeloupe

Stenophysa marmorata -61.304883 16.246622 Guadeloupe

Stenophysa marmorata -61.357703 15.383992 Dominica

Stenophysa marmorata -61.338492 15.308933 Dominica

Stenophysa marmorata -61.645687 15.985687 Guadeloupe
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Stenophysa marmorata -61.466896 16.273235 Grande-Terre

Stenophysa marmorata -61.284268 15.972676 Vangout grasssy marsh

Stenophysa marmorata -61.42873 16.317537 Mahaudiere pond/ Grande-Terre

Stenophysa marmorata -61.635117 15.854996 Terre-de-Bas pond/ Les Saintes

Stenophysa marmorata -61.688393 15.994073 Val Kanaers canal/ Basse-Terre

Stenophysa marmorata -61.733363 16.164423 Dasheen marsh at Belle Plaine/ Grande-Terre
Stenophysa marmorata -77.95851153 18.190994 Cornwall county

Stenophysa marmorata

-78.1279982

18.38451287

Hanover Parish

Stenophysa marmorata

-77.50406995

18.05805583

Manchester Parish

Stenophysa marmorata

-78.15792793

18.27436061

Westmorelad Parish

Stenophysa marmorata

-78.2070701

18.24425558

Little London

Stenophysa marmorata

-76.75558239

18.04194206

St Andrews Parish

Stenophysa marmorata

-70.38833333

19.73333333

Puerto Plata

Stenophysa marmorata -71.07 19.614 Provincia Valverde
Stenophysa marmorata -83.06233333 10.00883333 Provincia Limén
Stenophysa marmorata -82.84016667 9.7355 Parque Nacional Cahuita
Stenophysa marmorata -83.06016667 8.63 Provincia Puntarenas
Stenophysa marmorata -83.39566667 8.437 Rio Pejeperro
Stenophysa marmorata -83.469 8.953333333 Palmar Sur

Stenophysa marmorata -83.4765 8.895833333 Roadside pool
Stenophysa marmorata -79.65 9.166666667 Juan Mina station

175



176
ANEXO A - ARTIGO ACEITO PARA PUBLICACAO NO PERIODICO

MALACOLOGIA



MALACOLOGIA, 2022, 65(1/2): 91-111

ASSESSING SPECIES BOUNDARIES IN THE FRESHWATER SNAIL FAMILY

PHYSIDAE USING COALESCENT-BASED DELIMITATION METHODS

Bianca Sartini do Espirito Santo?.2, Mariana Fonseca Rossi?:23,
Ximena Maria Constanza Ovando'2, & Sthefane D’avila®.2*

ABSTRACT

A common issue for several freshwater snail families is the fact that, for some genera, the
criteria for species delimitation are scarce, subjected to intraspecific and ontogenetic varia-
tion, or insufficiently discrete to allow a clear distinction between species. For these genera,
the use of molecular approaches is decisive in recognizing valid species. Herein, we applied
coalescent methods to delimit evolutionary significant units (ESUs) in Physidae. We used 496
sequences of the mitochondrial cytochrome oxidase subunit | (COI) gene available in GenBank,
ascribed to six genera and 25 nominal species, and the algorithms GMYC (General Mixed
Yule-Coalescent) with two criteria (single-threshold and multiple-threshold), PTP (Poisson Tree
Process), and mPTP (multi-rate Tree Poisson Process). The method that presented the best
performance was the mPTP. This method showed a higher frequency of taxonomic species
recovery and has delimited a lower number of ESUs (25 ESUs from a dataset attributed to
25 nominal species). Physidae is a family of freshwater snails that presents several issues
related to the recognition of species boundaries. Herein, the use of coalescent delimitation
methods allowed us to address important taxonomic questions, opening new avenues for future
taxonomic research. Our findings have shown that the morphological operational criteria used
to delimit several valid species fall within the limits of intraspecific variability, demonstrating
taxonomic inflation within this family. Our results also demonstrated the presence of cryptic
diversity under the nominal species Physella acuta (Draparnaud, 1805), Beringophysa jennessi
(Dall, 1919), Physella pomilia (Conrad, 1834), and Physella gyrina (Say, 1821).

Key words: hidden diversity, molecular taxonomy, recovered taxonomic species, reverse

taxonomy, single locus, species delimitation, taxonomic diversity, tree-based methods.

INTRODUCTION

Over the last few decades, the field of
taxonomy has undergone profound changes
driven by the refinement of methods based on
molecular biology, along with the acceleration
of biodiversity loss and the urgent need for
decision-making strategies related to spe-
cies conservation (Dayrat, 2005; Padial et al.,
2009, 2010). This tendency was widely based
on the perception that taxonomists should be
capable of recognizing the real diversity of spe-
cies through the identification of independent
evolutionary lineages (Rannala, 2015), which
ultimately requires the improvement of delimita-
tion methods (Fujisawa & Barraclough, 2013;
Zhang et al., 2013).

In line with these conceptual changes, in
freshwater malacology, we observe the in-
creasing use of molecular taxonomy and the
search for integrative approaches for delimit-
ing species (Dillon & Wethington, 2004; Pip &
Franck, 2008; Wethington et al., 2009; Correa
et al., 2011; Bargues et al., 2012; Wethington
etal., 2012; Gates et al., 2013; Standley et al.,
2013; Gregoric & de Lucia, 2016; Vinarski et
al., 2016; Campbell et al., 2017; Palasio et al.,
2017; Aksenova et al., 2018; Schniebs et al.,
2018; Collado et al., 2019, 2020; Alda et al.,
2020; Arias et al., 2020; Verhagen & Haase,
2021). Delimitation criteria based on molecular
evidence are mostly used in cases in which
species are not morphologically discrete or
clearly recognizable (Bargues & Mas-Coma,
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1997; Pip & Franck, 2008; Pepe et al., 2009;
Wethington et al., 2009; Correa et al., 2011;
Gates et al., 2013; Standley et al., 2013; Pala-
sio et al., 2017; Aksenova et al., 2018; Ebbs
et al., 2018; Schniebs et al., 2018; Palasio et
al., 2019; Alda et al., 2020). The identification
of different genetic lineages has resulted in
the detection of cryptic species (Wethington
et al., 2009; Standley et al., 2013; Camp-
bell et al., 2017; Aksenova et al., 2018) and
validation of species previously synonymized
based on morphology (Gates et al., 2013). On
the other hand, the use of this approach has
also resulted in the reduction of the number
of accepted nominal species (Wethington &
Guralnick, 2004; Dillon & Wethington, 2006;
Wethington & Lydeard, 2007; Albrecht et al.,
2009; Aksenova et al., 2017; Vinarski et al.,
2020). This demonstrates that the use of the
phylogenetic species concept does not neces-
sarily result in taxonomic inflation, as discussed
by some authors (Isaac et al., 2004) but, on
the contrary, could represent a way of solving
this issue (Knapp et al., 2005).

The analysis provided by Vinarski (2018)
showed that, formerly, diagnostic criteria for
the identification of freshwater snail species
were purely conchological. With time, species
were revisited and the accumulated data on the
anatomy of the soft parts allowed the revision
of species validity, along with the description
of new species and redefinition of the classi-
fication systems (Paraense & Pointier, 2003;
Taylor, 2003; Aksenova et al., 2018). Nonethe-
less, a considerable number of nominal spe-
cies of freshwater snails are still only known
through shell traits (Vinarski, 2018), bringing
their validity into question.

Molecular taxonomy and integrative taxo-
nomic studies of freshwater snails are mostly
restricted to some families of Hygrophila, par-
ticularly those families of medical importance,
i.e., Acroloxidae (Shirokaya et al., 2012),
Chilinidae (Gregoric et al., 2014; Gregoric &
de Lucia, 2016), Lymnaeidae (Pfenninger et
al., 2006; Bargues et al., 2011; Correa et al.,
2011; Schniebs et al., 2011, 2013; Standley et
al., 2013; Pujadas et al., 2015; Dar et al., 2016;
Vinarski et al., 2016; Aksenova et al., 2017,
2018; Morningstar et al., 2018; Alda et al.,
2020; Ohari et al., 2020; Pereira et al., 2020),
Planorbidae (Estrada et al., 2006; Plam et
al., 2008; Caldeira et al., 2009, 2016; Collado
& Mendez, 2012; Palasio et al., 2017, 2019;
Habib et al., 2018; Ohlweiler et al., 2020), and
Physidae (Wethington et al., 2009; Gates et al.,

2013; Ngetal., 2015; Lydeard et al., 2016; Col-
lado et al., 2020). The search for nucleotide se-
quences in databases makes this asymmetry
clear [i.e., Planorbidae (450,960 sequences re-
covered from GenBank and 2,681 sequences
from Bold Barcode); Lymnaeidae (13,572 and
3,595); Physidae (3,391 and 911); Acroloxidae
(354 and 122); Chilinidae (44 and 10); Latiidae
(9 and 0); totals as of March 3, 2021].

A common issue for several freshwater snail
families is the fact that, for some genera, the
conchological and anatomical criteria poten-
tially useful for species delimitation are scarce,
subject to intraspecific and ontogenetic varia-
tion, or insufficiently discrete to allow clear dis-
tinction among species (Bargues & Mas-Coma,
1997; Beran, 2004; Sgrensen et al., 2005;
Dillon & Wethington, 2006; Correa et al., 2010;
Bargues etal., 2011; Correa et al., 2011; Gates
et al., 2013; Vinarski et al., 2017; Aksenova et
al., 2019; Pereira et al., 2020). Thus, for these
genera, the use of molecular approaches is
a decisive factor in recognizing valid species
(Dillon & Wethington, 2006; Wethington et al.,
2009; Gates et al., 2013; Alda et al., 2020).
Considering the supraspecific taxonomic
levels, molecular evidence has also allowed
the reconfiguration of classification systems
from the recognition of monophyletic taxa
(Bargues & Mas-Coma, 1997; Wethington &
Lydeard, 2007; Correa et al., 2010; Vinarski
etal., 2011; Bargues et al., 2012; Campbell et
al., 2017; Aksenova et al., 2018; Saito et al.,
2018; Saadi et al., 2020).

Physidae is a family of freshwater snails, the
distribution of which is mainly Holarctic, extend-
ing southward to Central and South America
(Taylor, 2003; Wethington & Lydeard, 2007; Ng
et al., 2015). The main classification systems
proposed for this family have been based on
morphological data (Walker, 1918; Te, 1980;
Burch, 1982; Taylor, 2003).

There can be a considerable level of subjec-
tivity in recognizing the boundaries between
physid species. Historically, even the infor-
mation about the collecting site, compared to
the species geographic distribution, has been
used as the sole identification criterion (Say,
1821; Turner & Clench, 1974), disregarding,
e.g., the invasive potential of physid species
(Beran, 2004; Bony et al., 2008; Albrecht et al.,
2009; Ng et al., 2018; Collado et al., 2020). The
taxonomic history of this family also shows a
multiplicity of subspecies, the descriptions of
which are based on subtle differences in shell
coloration, transparency, thickness, and other
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traits (for a revision, see Taylor, 2003). The mo-
lecular approach has thus mainly been related
to species delimitation in physids (Wethington
& Lydeard, 2007; Pip & Franck, 2008; Albrecht
et al., 2009; Wethington et al., 2009; Gates
et al., 2013; Gustafson et al., 2014; Ng et al.,
2015; Collado, 2017; Ebbs et al., 2018; Collado
etal., 2020). The results of these studies show
both the overestimation of species numbers
and the presence of species that are unrec-
ognizable when only morphological criteria
are applied (cryptic species). The results of
molecular studies available for Physidae also
suggest a simplification of the taxonomic clas-
sification in this family, through the reduction
of valid genera (Wethington & Lydeard, 2007;
Pip & Franck, 2008).

The molecular delimitation methods more
widely used over the last few decades are
those based on genetic distance (Kapli et
al., 2017), the main example being the DNA
barcoding. Nonetheless, the efficacy of DNA
barcoding in delimiting species has been
questioned (Moritz & Cicero, 2004; Pilgrim et
al., 2011). The main criticisms are related to
the low accuracy of the mtDNA COI marker in
detecting the boundaries between intra- and
interspecific variability in species with recent
divergence (Meyer & Paulay, 2005); the diffi-
culty of knowing the morphological, behavioral,
and ecological variability of the species, as
they are recognized uniquely through sets of
DNA sequences (Blaxter, 2004); and the great
amount of recovered paraphyly and polyphyly,
due to the use of mitochondrial genes alone
(Funk & Omland, 2003).

Over the last decades, progress in the theo-
retical and technical basis of species delimita-
tion methods has resulted in the development
of algorithms that have overcome the limita-
tions of methods based on genetic distance
(Fujisawa & Barraclough, 2013; Zhang et
al., 2013; Rannala, 2015; Kapli et al., 2017;
Lukhtanov, 2019). The use of single-locus
delimitation methods, e.g., the GMYC and
PTP, and their implementation has helped to
address several taxonomy-related issues in
studies on gastropods, e.g., the re-evaluation
of groups with ambiguous morphology (Zhao
et al., 2020), the corroboration or rejection of
hypotheses about endemism (Vinarski et al.,
2017), and the investigation of polymorphisms
(Prévot et al., 2013). These methods have
frequently resulted in more lumping than the
current taxonomic systems, depending on
the characteristics of the dataset and of the

evolutionary history of the taxonomic group ap-
proached (Linscott et al., 2020; Zaharias et al.,
2020; Zhao et al., 2020). Alternatively, these
methods have also been used in an exploratory
manner, suggesting several putative species
(Prévot et al., 2013; Modica et al., 2014; Puil-
landre et al., 2017; Abdelkrim et al., 2018).

Considering some characteristics of the
family Physidae, e.g., the presence of species
with wide geographic distributions due to the
introduction in non-native areas (Anderson,
2003; Bony et al., 2008; Lydeard et al., 2016;
Vinarski, 2017; Ebbs et al., 2018; Lawton et
al., 2018; Ng et al., 2018); a significant num-
ber of species that were not validated through
anatomical and molecular data (Taylor, 2003;
Wethington & Guralnick, 2004); the presence
of ecophenotypic plasticity (Britton & Mc-
Mahon, 2004; Gustafson et al., 2014; Dillon
& Jacquemin, 2015); the history of nominal
diversity overestimation (Dillon et al., 2002,
2005; Paraense & Pointier, 2003; Wethington
& Guralnick, 2004; Wethington & Lydeard,
2007; Lydeard et al., 2016); and the availability
of a great number of DNA sequences in public
databases (e.g., GenBank); this family can be
considered a suitable candidate for the use of
computational species delimitation methods.

In the present study, we have applied coales-
cent delimitation methods to Physidae. This ap-
proach allowed us to address some important
taxonomic questions in this family, showing
new avenues for future taxonomic research.
Our finds have shown that the morphological
operational criteria used to delimit several valid
species fall into the limits of intraspecific vari-
ability, evidencing the presence of taxonomic
inflation within this family. We also evidenced
the presence of cryptic diversity under the
nominal species Physella acuta (Draparnaud,
1805), Beringophysa jennessi (Dall, 1919),
Physella pomilia (Conrad, 1834), and Physella
gyrina (Say, 1821).

MATERIALS AND METHODS

Dataset Composition and Phylogenetic
Reconstruction

Phylogenetic reconstruction was performed
using a dataset containing 496 sequences of
the cytochrome oxidase subunit | (COI) gene
of representatives of six genera and 25 nomi-
nal species of Physidae available in GenBank
(Benson et al., 2015) in April 2019 (Supplemen-
tary Table S1). Sequences of Pseudosuccinea
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columella (Say, 1817) (Hygrophila: Lymnaei-
dae) were included as the outgroup.

We chose to include only the mtDNA COI
sequences in the dataset because they rep-
resented 71.3% of the available sequences in
GenBank, whereas other markers accounted
for 0.18-16.79% of the existing sequences.
The mtDNA COI sequences were also taxo-
nomically more inclusive compared with the
other markers. Furthermore, single-locus
methods are particularly important in studies
aimed to provide estimates of diversity at fam-
ily and higher taxonomic levels and working
on a single DNA marker allows collecting a
larger set of sequenced lineages available in
public databases. Single-locus methods also
are computationally less demanding, showing
good performance with large datasets.

We accessed substitution saturation with
the software DAMBE, a Windows program
featuring a variety of analytical methods for
molecular sequence analysis (Xia & Lemay,
2009), which suggested little saturation and
sufficient phylogenetic information contained
in the sequences included in the final dataset.
Sequences were aligned in MAFFT (Katoh et
al., 2017), with default options, and then visu-
ally inspected. After removing poorly aligned
positions with Gblocks (Talavera & Castresana,
2007), a matrix with 657 bp was obtained. The
phylogeny was conducted under a maximum
likelihood (ML) framework. ML topology was
inferred via RAXML (Stamatakis, 2014), using
the JC + | model (Jukes & Cantor, 1969); this
model was chosen because it is the best sub-
stitution model in JModelTest, implemented in
MEGA 11 (Tamura et al., 2021). Clade support
was assessed with bootstrap convergence
criterion of RaxMl with 1,000 pseudoreplicates.
We considered as strong support a bootstrap
value > 85 (Young et al., 2021).

Computational Species Delimitation Methods

Because most of the sequences available
for Physidae refer to the COIl gene, we used
the GMYC (General Mixed Yule-Coalescent)
with two criteria (single-threshold and multiple-
threshold), PTP (Poisson Tree Process), and
mPTP (multi-rate Tree Poisson Process) to

delimit species based on information from a
single-locus for big datasets because they are
methods with good performance and lower
computational demand. These methods are
based on the phylogenetic species concept
(FSC). Species delimitation methods based on
the FSC define species as a group of organ-
isms with ancestry and descendance patterns
that differ from other groups (Eldredge & Cra-
craft, 1980). In line with this premise, recently
developed algorithms use coalescent models
as the theoretical basis to infer intraspecific
shifts in the lineages (Kingman, 1982). Accord-
ing to these models, extant lineages that are
phylogenetically related coalesce to a more
recent common ancestor at a given period.
These methods apply the coalescent theory
to detect significant differences between the
recovered relationships, within and between
species, inferring from a phylogenetic tree
the transitional point between the intraspecific
processes and the interspecific processes,
and providing specific divergence limits for the
clades to delimit the evolutionary significant
unities (Fujisawa & Barraclough, 2013; Zhang
et al., 2013; Kapli et al., 2017).

The GMYC is based on the maximum likeli-
hood criterion and requires an ultrametric tree
for the delimitation process. GMYC identifies
evolutionary lineages assuming a transition
between branching patterns within lineages re-
flected by the coalescence process (Kingman,
1982) and the branching patterns between
lineages reflected by the speciation process
(Yule, 1924). Then GMYC explores the differ-
ence in the branching rate under these two
evolutionary models, accessing the transition
point of greatest likelihood. In addition, the
algorithm implements two methods: the single
threshold, in which it admits that the change
between speciation and coalescence events is
unique; and the multiple thresholds, in which
the speciation-coalescence transition varies
across the phylogenetic tree (Monaghan et
al., 2009). The divergence time estimates
for obtaining the ultrametric tree, required by
GMYC, were performed in the RelTime pro-
gram (Tamura et al., 2012) from the phylogeny
estimated by maximum likelihood, previously
described. This program uses an algorithm that

SUPPLEMENTAL TABLE S1 (see https://www.dropbox.com/scl/fi/j418po47v3msjxa2c073k/ Sup-
plementary-Table-S1.docx?dI=0&rlkey=460dbfr6ccn9epbk0gxcvwqct). GenBank accession numbers
of DNA sequences included in the present study, assigned nominal species, and accepted names

according to MolluscaBase (2021).
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calculates the relative divergence time, without
requiring temporal information. The GMYC
analyses were performed in the R environ-
ment (R Core Team, 2017) with the SPLITS
package (http://r-forge.r-project.org/projects/
splits). The PTP algorithm is also based on
coalescence theory and aims to find significant
differences between the reconstructed relation-
ships between and within species, reflected
by the length of branches in the topology,
but does not need an ultrametric tree for the
delimitation process. Thus, the branch length
represents the expected average number of
substitutions per site, i.e., the number of sub-
stitutions between species is greater than the
number of substitutions within species (Zhang
etal., 2013). The main improvement in mPTP,
compared to PTP, is the adjustment of the intra-
specific divergences to the distinct exponential
distributions implemented by the mPTP.

The rate of speciation might be constant
between sister species, but the rate of intra-
specific coalescence and genetic diversity can
vary significantly even between sister species.
The mPTP considers the different rates of
branching events within each delimited species
(Kapli etal., 2017). The PTP and mPTP meth-
ods were employed from a rooted phylogeny
estimated by maximum likelihood, previously
described. Both methods were implemented
in the mPTP Webservice (http://mptp.h-its.
org/#itree), using the default parameters. The
outgroup was removed before all analyses.

To verify the intra- and interspecific genetic
distances for the evolutionary significant units
(ESUs) delimited by each method, we calcu-
lated the distance matrix using the Kimura
two-parameter model. We considered as the
threshold of interspecific distance a value of
5% as defined by Young et al. (2021) for Phy-
sidae. The analysis was conducted in MEGA
11 (Tamura et al., 2021).

RESULTS

The performances of the delimitation meth-
ods herein employed are presented in Tables
1 and 2. The matrices of genetic distance gen-
erated for each delimitation method showed
that, from the 300 pairwise combinations of
ESUs of the mPTP, only six (2%) [i.e., ESU
3 - ESU 4 (4.82%); ESU 8 - ESU 7 (3.98%);
ESU 9 - ESU 8 (3.51%); ESU 15 - ESU 16
(3.97%); ESU 15 - ESU 17 (4.08%); ESU
16 - ESU 17 (0.20%)] presented interspecific
distances < 5%, demonstrating that the genetic
distances observed between the majority of the
pairwise combinations of ESUs (98%) can be
interpreted as interspecific limits rather than
intraspecific variability. Furthermore, the intra-
specific variation was < 5% (Table 2). Similarly,
from the 595 pairwise combinations of ESUs of
the PTP, 28 (4.7%) presented interspecific dis-
tance < 5%, also demonstrating strong support
for most of the ESUs delimited by this method
and the corresponding taxonomic outcomes
concerning species limits.

In contrast, from the 8,256 pairwise combi-
nations of ESUs of the GMYC-single, 2,464
(29.84%) presented interspecific distances <
5%. Similarly, for the GMYC-multiple, we ob-
served that from the 17,766 pairwise combina-
tions, 4,516 (25.41%) presented interspecific
distance < 5%.

Sequences grouped in eight ESUs delimited
by the mPTP with high support values (BS >
85) and genetic distances > 5% were split into
several ESUs by the other methods. These
resulting ESUs showed genetic distances that
fall into the intraspecific limits, as described
below. ESU 1 (BS: 100; distance: 0.15%) of
mPTP (same as ESU 1 of PTP) was delimited
as ESUs 130 and 131 of GMYC-single and
ESUs 188 and 189 of GMYC-multiple. ESU 2
(BS: 100; distance: 0.34%) of mPTP (same as

TABLE 1. Performance of the methods used for the delimitation of evolutionary significant units, based
on the amount of ESUs, percentage of recovered taxonomic species (RTS), and number of splitters,
lumpers, and matches between traditional taxonomy and delimited ESUs.

Algorithms ESUs RST (%) Match Splitter Lumper
PTP 35 17.14 6 10 9
mPTP 25 28.00 7 6 12
GMYC-single 131 4.50 6 17

GMY C-multiple 189 1.05 2 19
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TABLE 2. Intraspecific distance and Bootstrap
support (BS) of the evolutionary significant unities
(ESUs) delimited by the mPTP. The distances are
based on the Kimura two-parameter mode; a dash
indicates that an ESU was represented by a single
sequence or specimen.

ESU Intraspecific Distance BS

1 0.15% 100
2 0.33% 100
3 2.02% 61
4 0.17% 98
5 4.97% 100
6 1.73% 97
7 - 92
8 0.27% 89
9 0.75% 79
10 1.06% 100
1" - 94
12 3.50% 77
13 0.54% 100
14 0.77% 100
15 - 46
16 0.10% 46
17 0% 97
18 0% 100
19 0.82% 100
20 1.18% 99
21 2.55% 83
22 - 30
23 - 90
24 - 80
25 1.93% 74

for ESU 2 of PTP) was delimited as ESUs 125,
126, and 127 of GMYC-single and ESUs 183,
184, and 185 of GMYC-multiple. ESU 4 (BS:
98; distance: 0.17%) of mPTP (same as for
ESU 5 of PTP) was delimited as three distinct
ESUs by GMYC-single (ESUs 1,121, and 122)
and GMYC-multiple (ESUs 55, 179, and180).
ESU 5 (BS: 100; distance: 4.9%) of mPTP was
delimited as two distinct ESUs by the other

methods (i.e., ESUS 128 and 129 of GMYC-
single, ESUs 186 and 187 of GMYC-multiple,
and ESUs 6 and 7 of PTP). ESU 6 (BS: 97;
distance: 1.73%) of mPTP (same as for ESU
8 of PTP) was delimited as three distinct ESUs
by GMYC-single (ESUs 2, 60, and 61) and
GMYC-multiple (ESUs 1, 110, and 111). ESU
10 (BS: 100; distance: 1.06%) of mPTP (same
as for ESU 12 of PTP) was delimited as two
distinct ESUS by GMYC-single (ESUs 118 and
119) and GMYC-multiple (ESUs 176 and 177).
ESU 13 (BS: 100; distance: 0,53%) of mPTP
(same as ESU 16 of PTP) was delimited as two
distinct ESUs by GMYC-single (ESUs 5 and
117) and GMYC-multiple (ESUs 2 and 175).
ESU 19 (BS: 100; distance: 0.81%) of mPTP
(same as ESU 22 of PTP) was delimited as
two different ESUs by GMYC-single (ESUs
115 and 116) and GMYC-multiple (ESUs 173
and 174). ESU 20 (BS: 99; distance:1.18%) of
mPTP (same as ESU 23 of PTP) was delimited
as two different ESUs by GMYC-single (ESUs
9and 111) and as five ESUs by GMYC-multiple
(ESUs 7, 8, 9, 10, and 168).

Moreover, two ESUs delimited by the mPTP
with lower support values (BS: 83 and 74)
and interspecific distance < 5% were split into
several different ESUs by the other methods.
ESU 21 (BS: 83; distance: 2.55%) of mPTP
was subdivided into several ESUs by the other
methods (74 ESUs by GMYC-single, 93 ESUs
by GMYC-multiple, and 9 ESUs by PTP), most
of them presenting interspecific distances <
5%). ESU 25 (BS: 74; distance: 1.93%) delim-
ited by mPTP was also split into several ESUs
by GMYC-multiple and GMYC-single (19 and
37 ESUs, respectively), several of them with
interspecific distances < 5%.

The methods GMYC-single and GMYC-
multiple showed low performance because
they presented small numbers of lumper pro-
files (two and four, respectively), i.e., groups
having more than one taxonomically defined
species under a single name. These methods
also presented high numbers of splitter cases,
i.e., when taxonomically defined species were
recovered in different ESUs, and they conse-
quently overestimated the number of ESUs;
GMYC-single delimited 131 ESUs and GMYC-
multiple delimited 189 ESUs.

The methods mPTP and PTP presented a
high frequency of match profiles, i.e., when the
ESUs agreed with the taxonomic classification,
with seven and six matches, respectively. The
PTP method exhibited more splitter cases,
i.e., when taxonomically defined species were



SARTINI ET AL.: SPECIES BOUNDARIES IN PHYSIDAE 97

recovered in different ESUs, and delimited
greater number of ESUs (35) than the mPTP
(25).

The mPTP showed the smaller number of
splitter cases, delimiting 25 ESUs from a data-
set attributed to 25 nominal species, showing
the best performance. For this reason, we
herein present the results of this method. Most
of the clades recovered in the phylogenetic re-
construction corresponded to the ESUs delimit-
ed by the mPTP, with high support values (Figs.
1, 2). The nominal species that corresponded
to the ESUs and were also recovered as inde-
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P. zionis - ESU 15 —
P. zionis- ESU 16
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pendent phylogenetic lineages with high sup-
port value were Aplexa hypnorum (Linnaeus,
1758) (ESU 2; Germany and Peru; bootstrap:
100), Physa fontinalis (Linnaeus, 1758) (ESU
6; Germany, Peru and Netherlands; bootstrap:
97), Physella hendersoni (Clench, 1925) (ESU
13; U.S.A,; bootstrap: 100), Physella natricina
D. W. Taylor, 1988 (ESU 14; U.S.A.; bootstrap:
100), Physa vernalis Taylor & Jokinen, 1984
(ESU 10; U.S.A; bootstrap: 100), Physella spe-
lunca Turner & Clench, 1974 (ESU 19; U.S.A;;
bootstrap: 100), and Stenophysa marmorata
(Guilding, 1828) (ESU 5; Guadeloupe; boot-

- S. elongata

-S. elongata
ES| A. hypnorum
ESU1- P. acuta
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Iy

Bootstrap values:
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FIG. 1. Phylogenetic tree inferred by maximum likelihood based on 657 bp of the mitochondrial
cytochrome oxidase subunit | (COI) gene of Physidae species. Pseudosuccinea columella (Say,
1817) was used as outgroup. The circles close to the nodes represent the bootstrap values. The
evolutionary significant units (ESUs) delimited by the multi-rate Poisson Tree Processes (mPTP) are
highlighted in the color frames.
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strap: 100), confirming the taxonomic status
of these species (Fig. S1).

The splitting of the COIl sequences ascribed
to Sibirenauta elongata (Say, 1821), as recov-
ered in ESU 3 (Canada and U.S.A; bootstrap:
61)and ESU 4 (Canada; bootstrap: 98), as well
as Physella zionis (Pilsbry, 1926), as recovered
in ESU 15 (U.S.A.; bootstrap: 46), ESU 16
(U.S.A.; bootstrap: 46), and ESU 17 (U.S.A;;
bootstrap: 97), presented low support value
(< 60) (Figs. 1, 2). The nominal species Berin-
gophysa jennessi, Physella pomilia, Physella
acuta, and Physella gyrina were not recovered
as monophyletic groups in the phylogenetic
reconstruction (Figs. 1, 2, S2).

COlI sequences ascribed to Beringophysa
jennessi (Canada) were recovered in three
well-supported sister groups (bootstrap: 92),
delimited as ESU 7 (bootstrap: 92), ESU 8
(bootstrap: 89), and ESU 9 (bootstrap: 79).
ESU 9 also included COI sequences ascribed
to Physa skinneri D. W. Taylor, 1954 (Canada),
besides B. jennessi (Figs. 1, 2). COl sequenc-
es ascribed to Physella pomilia (U.S.A.) were
recovered, with high support value (bootstrap:
94), in two distinct ESUs: ESU 11 (bootstrap:
94)and ESU 12 (bootstrap: 77) (Figs. 1, 2, S2).

COI sequences ascribed to Physella acuta
were recovered in seven distinct ESUs (ESU
1,18, 20, 21, 22, 23, and 25; Figs. 1, S2). The
clade delimited as ESU 1 (bootstrap: 100),
including COI sequences from New Mexico
(U.S.A.), was the first group to diverge in the
phylogenetic tree, evidencing that this lineage
presents more substitutions over time, and is
probably genetically more distant and ancient
than the other lineages. ESU 18 included COI
sequences ascribed to Physella acuta from An-
gola, also forming a distinct clade (bootstrap:
100), genetically distant from the other clades
that recovered sequences from this species
(Figs. 1,2, S2). ESU 21 presented high support
value (bootstrap: 83) and included 201 COI
sequences ascribed to Physella acuta from 22

countries in America, Europe, and Asia, along
with sequences ascribed to Physa anatina
|. Lea, 1864, Physa cupreonitens Cockerell,
1889, Physa heterostropha (Say, 1817), Phy-
sella integra (Haldeman, 1841), and Physa win-
nipegensis (Pip, 2004) from the United States,
and Physella virgata Gould, 1855, from Canada
(Figs. 1, 2). Another three ESUs included COI
sequences ascribed to Physella acuta, i.e.,
ESU 22 (Mexico), delimited with low support
(bootstrap: 30), ESU 23 (Canada; bootstrap:
90), and ESU 25 (Japan; bootstrap: 74).

COl sequences ascribed to the nominal spe-
cies Physella gyrina were recovered in three
distinct groups, delimited as three ESUs, i.e.,
ESU 20 (Canada and U.S.A., bootstrap: 99),
ESU 24 (U.S.A.; bootstrap: 80), and ESU 25
(Canada and U.S.A.; bootstrap: 74). Besides
the sequences from Physella gyrina, ESU 20
also included one sequence ascribed to Phy-
sella acuta (U.S.A.) (Figs. 1, 2, S2).

For the delimitation analysis, we used 496
COlI sequences ascribed to 25 nominal spe-
cies. After verifying the taxonomic status of
these nominal species in MolluscaBase (2021),
we observed that some of them have been
synonymized and, thus the sequences were
ascribed to 15 valid species. The results from
mPTP have confirmed the status of synonyms
of some of these nominal species and are
described below.

ESU 25 included COl sequences ascribed to
Physella gyrina (Canada and U.S.A.), Physa
aurea |. Lea, 1838 (U.S.A.), Physa wolfiana
I. Lea, 1869 (U.S.A.), and Physella wrighti Te
& A. H. Clarke, 1985 (Canada) (synonyms of
Physella gyrina according to MolluscaBase,
2021), besides sequences of Physella johnsoni
(Clench, 1926) (Canada and U.S.A.), Physella
ancillaria (Say, 1825) (Canada and U.S.A)),
Physella acuta (Japan), and Sibirenauta elon-
gata (Canada) (Fig. S1). ESU 21 included COI
sequences ascribed to Physella acuta (from 22
countries in America, Europe, and Asia) and its

FIG. 2. Geographic distribution of the significant evolutionary units (ESUs) recovered using the coales-
cent delimitation method multi-rate Tree Poisson Process (mPTP). -

SUPPLEMENTAL FIG. S1 (see https://www.dropbox.com/s/hoz48ulmkst8haj/Fig.3.tif?dI=0). Nominal
species recovered as significant evolutionary units (ESUs) by the coalescent delimitation method multi-

rate Tree Poisson Process (mMPTP).

SUPPLEMENTAL FIG. S2 (see https://www.dropbox.com/s/rbuk69nin1g4i6j/Fig.4.tif?dI=0). Splitter
cases in Physidae using the coalescent delimitation method multi-rate Tree Poisson Process (mPTP).

ESU: evolutionary significant unit.
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synonyms Physella integra (Canada), Physa
anatina (U.S.A.), Physa cupreonitens (U.S.A.),
Physa heterostropha (U.S.A.), Physella virgata
(U.S.A.), and Physa winnipegensis (Canada)
(Figs. 1, 2, S3).

The results of the mPTP and PTP methods
were congruent. Both methods recovered evo-
lutionary significant units that included all the
sequences ascribed to Physella hendersoni,
these methods were also congruent in delim-
iting one ESU including sequences ascribed
to Physella gyrina, Physa aurea, Physella
wrighti, Physa wolfiana, Physella ancillaria, and
Physella johnsoni. In relation to ESU 21 from
mPTP, its composition is practically the same
as ESU 31 delimited by the PTP, except for the
inclusion of sequences ascribed to Physa cu-
preonitens. The two methods also recovered,
as ESUs, the nominal species Aplexa hypno-
rum, Physa fontinalis, Physa vernalis, Physella
hendersoni, Physella natricina, and Physella
spelunca; and split in the same number of
different ESUs, with the same sequence com-
position, the species Beringophysa jennessi,
Physella pomilia, and Physella zionis. Similarity
in composition was also observed for ESU 18
from mPTP and ESU 21 from PTP (Physella
acuta); and for ESU 20 from mPTP and ESU 23
from PTP (Physella acuta + Physella gyrina).

Our phylogenetic analysis recovered three
genera as monophyletic groups, with high
support values, l,e., Aplexa J. Fleming, 1820
(BS: 100, one species represented by three
sequences), Sibirenauta Starobogatov &
Streletzkaja, 1967 (BS: 100, one species rep-
resented by 23 sequences), and Beringophysa
Starobotagov & Budnikova, 1976 (BS: 92, one
species represented by 82 sequences). Steno-
physa E. von Martens, 1898 was recovered
with low support (BS: 31, one species repre-
sented by two sequences). Physa Draparnaud,
1801 was recovered as a polyphyletic group
(nine species represented by 28 sequences)
and Physella Haldeman, 1842 was recovered
as a paraphyletic group (10 species repre-
sented by 357 sequences).

DISCUSSION

The present study allowed us to affirm that
the multi-rate Poisson Tree Processes (mPTP)

was the delimitation method that represented a
more accurate alternative to solve inconsisten-
cies in recognizing and delimiting significant
evolutionary units in Physidae. Most inferences
of ESUs using mPTP showed high bootstrap
support. The matrices of genetic distance
generated for the mPTP showed that most of
the pairwise combinations of ESUs presented
interspecific distance > 5% which is considered
as the threshold of interspecific distance for
Physidae (Young et al., 2021). The mPTP pre-
sented the highest frequency of match profiles
and showed the smallest number of splitter
cases. Some ESUs delimited by the mPTP with
high support values and intraspecific genetic
distances < 5% were split into different ESUs
by the other methods, with low support. All of
these results demonstrate the strong support
for most of the ESUs delimited by mPTP and
the corresponding taxonomic outcomes con-
cerning species limits.

Considering our dataset, the geographic rep-
resentation of available mtDNA COIl sequences
was greater for some species than others. This
is a result of the more restricted distribution of
some species, the lower number of sequences
available for others, and the introduction in non-
native areas, as is the case of Physella acuta,
for which there are sequences from specimens
collected in 22 different countries. Our final da-
taset also presented an asymmetrical number
of sequences available per species. These
asymmetries, however, are not expected to in-
fluence the outcome of the species delimitation
analysis. The methodological improvements
present in the mPTP, particularly the adjust-
ment of the intraspecific divergences to the
distinct exponential distributions, makes this
method flexible and adjustable to the specific
characteristics of the sampling (i.e., unequal
sampling with species highly sampled in a
location, and species sampled in several loca-
tions) and populations (i.e., number of species,
number of sequences by species, and nucleo-
tide divergence) (Zhang et al., 2013; Kapli et
al., 2017). The mPTP is a version of the PTP
that improves the estimation in phylogenies
that present different inter- and intraspecific
rates. The speciation rate might be constant
between sister species, but the intraspecific
coalescence rate and the genetic distance can

SUPPLEMENTAL FIG. S3 (see https://www.dropbox.com/s/hkr5h952u1erjhx/Fig5.tif?dI=0). Lumper
cases in Physidae using the coalescent delimitation method multi-rate Tree Poisson Process (mPTP).

ESU: evolutionary significant unit.
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vary significantly, even between sister species;
thus the mPTP is responsible for the different
rates of ramification events into each species
delimited (Kapli et al. 2017). When a nominal
species presents well-delimited evolutionary
limits, the algorithm considers it as one ESU.
Otherwise nominal, phylogenetically related
species can compose a single ESU (lumper
model), or sequences from different nominal
species can be separated in several ESUs
(splitter model).

The use of DNA sequences available in
public databases can lead to some issues
related to the labeling of sequences when the
data is unpublished, or when the criteria used
for species identification is not mentioned in
the associated studies. Species misidentifi-
cations and the consequent mislabeling of
the sequences can lead to errors during the
interpretation of phylogenetic reconstructions.
This problem, however, can be mitigated by
using sequences obtained from specimens
identified based on acknowledged operational
criteria for the taxonomic group under analysis.
All sequences used in the present study were
originally labeled based on morphological and/
or molecular identification of the species. Most
of the sequences were associated with avail-
able studies, and among these sequences,
56% were labeled based on morphological
identification, 32% were labeled based on the
molecular identification, and 12% were labeled
based on both morphological and molecular
identification of the species.

The interpretation of our results was based
on the information on species identification
method for each mt DNA COI sequence. In
most cases. sequence labeling was congruent
with grouping in ESUs that recovered a nominal
species and ESUs that included sequences
ascribed to nominal species considered as syn-
onyms in previous molecular studies. Mislabel-
ing was detected for only three sequences, that
is, KM612096, erroneously ascribed to Physa
(now Beringophysa) jennessi and included in
ESU 9 (Pip & Franck, 2008); LC429395 as-
cribed to Physella acuta from Japan, included
in ESU 25); and MG421132 ascribed to Sibire-
nauta elongata, included in ESU 25.

The results of the ESUs delimitation from
mPTP reveal three scenarios. The first was
the recovery of nominal species as significant
evolutionary units; the second was the recovery
of ESUs formed by different nominal species
(lumper cases) and, in the third scenario the
nominal species appear scattered in different

ESUs (splitter cases). Those scenarios are
discussed below.

Seven nominal species were recovered as
single ESUs, i.e., the present taxonomy is
consistent with ESU’s delimitation (i.e., Aplexa
hypnorum, Stenophysa marmorata, Physa
fontinalis, Physa vernalis, Physella natricina,
Physella spelunca, Physella hendersoni). Ad-
ditionally, Sibirenauta elongata and Physella
zionis were both recovered in different ESUs,
however, with low support. Thus, our findings
corroborate the previous lines of evidence
that sustain the validity of these nine species.
All of these species were recovered as well-
supported monophyletic clades in previous
studies, i.e., Physella natricina (Gates et al.,
2013; Young et al., 2021), Physella spelunca
(Wethington & Guralnick, 2004; Young et
al., 2021), A. hypnorum (see Vinarski et al.,
2011), Stenophysa marmorata (Wethington &
Lydeard, 2007; Young et al., 2021), Physa fon-
tinalis (Wethington & Lydeard, 2007; Albrecht et
al., 2009; Young et al. , 2021), Physa vernalis
(Wethington & Lydeard, 2007; Young et al.,
2021), Sibirenauta elongata (see Wethington &
Lydeard, 2007), and Physella zionis (Wething-
ton & Lydeard, 2007; Young et al., 2021).

The validity of Physella natricina and Phy-
sella spelunca was questioned by Gates et
al. (2013). By using both morphology and
molecular phylogeny with the markers mtCOI
and mt16S, these authors observed that the
genetic distance between Physella natricina
and other groups was significantly greater than
the genetic distance within Physella natricina.
Both species were delimited as candidate spe-
cies by Young et al. (2021), using mPTP and
two distance-based methods for delimitation
(ASAP and SPN).

Although we recovered Stenophysa marmo-
rata as a single ESU, we cannot discard the
possibility of cryptic diversity in this nominal
species. Historically, Stenophysa marmorata
is considered to have a neotropical distribu-
tion, its occurrence having been recorded in
several localities of Central and South America
(Taylor, 2003; Bony et al., 2008). Taylor (2003),
however, proposed that the native distribution
of Stenophysa marmorata is restricted to its
type locality in the Caribbean; the presence of
this species in South America being explained
by human introduction or, more likely, by taxo-
nomic misidentifications. In the present study,
only COl sequences of Stenophysa marmorata
from Guadeloupe were available. Thus, the real
diversity of physids in the neotropics remains
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to be elucidated, as confirmed by the scarcity
of DNA sequences of physid species native
to South America in deposited databases and
published molecular studies.

ESU 21 from mPTP included sequences
ascribed to the species Physella acuta and its
synonyms Physa anatina, Physa heterostro-
pha, Physella integra, Physella virgata, Physa
winnipegensis, and Physa cupreonitens, con-
firming that these nominal species could in
fact be one phylogenetic species. Dillon et al.
(2002) have shown that Physa heterostropha
and Physella integra are not reproductively iso-
lated from Physella acuta, and they suggested
that the name Physella acuta should be used
for the populations of these species occurring
in Europe. Anderson (2003) has shown that
the internal anatomy of Physella acuta and
Physa heterostropha is indistinguishable.
Additionally, Dillon et al. (2005) have demon-
strated the absence of reproductive isolation
between Physella virgata and Physella acuta.
Furthermore, Wethington & Lydeard (2007) did
not find evidence of monophyly for the nominal
species Physella acuta, Physa heterostropha,
Physella virgata, and Physella integra.

Physa winnipegensis is considered a syn-
onym of Physella acuta, according to Mollus-
caBase (2021). The phylogenetic analysis of
Pip & Franck (2008) recovered Physa winnipe-
gensis as a distinct clade within the Physella
acuta group, and the analysis provided by the
centre and the Arctic Research Division of Fish-
eries and Oceans Canada (DFO) suggest that
this result falls within the genetic variability of
Physella acuta. Thus, Physella winnipegensis
should not be considered as a valid species,
but a synonym of Physella acuta, which is in
accordance with the findings of Wethington
et al. (2009). Furthermore, evidence of small
genetic distance between Physella acuta and
Physa anatina has previously been provided
by Gates et al. (2013). Correspondingly, our
findings indicate that the populations of the
nominal species Physella integra (Europe
and Canada), Physa heterostropha (Europe
and U.S.A.), Physa anatina and Physa cupre-
onitens (U.S.A.), and Physa winnipegensis
(Canada) should be ascribed to the species
Physella acuta. Thus, the evidence provided by
the present study, allied with the results of pre-
vious authors, corroborates the hypothesis that
these nominal species represent synonyms of
Physella acuta.

ESU 20 from mPTP has included sequences
ascribed to Physella acuta (one sequence from

Canada) and Physella gyrina (12 sequences
from Canada and one sequence from U.S.A.).
Both species are considered valid (Mollusca-
Base, 2021). Physella gyrina is a common
species, with a wide native distributional range
that includes southeastern Alaska and Canada
and most of the United States, overlapping
in some areas with the distribution of Phy-
sella acuta (see Taylor, 2003). The grouping
of these two nominal species into one ESU
can be explained by an error of taxonomic
attribution. Among the sequences ascribed to
Physella gyrina, 12 were obtained by Telfer
et al. (2015) during a rapid diversity survey in
a natural reserve in Canada, using DNA bar-
coding. The other sequence was provided by
Rudko et al. (2018) and ascribed to Physella
gyrina because it presented 68.5% similar-
ity with one sequence attributed to Physella
gyrina by Telfer et al. (2015). The sequence
ascribed to Physella acuta was provided by
Wethington & Lydeard (2007) and came from a
morphologically identified specimen. Thus, this
result should not be interpreted as synonymy
between Physella gyrina and Physella acuta,
considering the results of Dillon and Wething-
ton (2004), who demonstrated postmating
reproductive isolation between Physella acuta
and Physella gyrina; and Dillon et al. (2011),
who observed sexual isolation between Phy-
sella gyrina and Physella pomilia and Physella
carolinae (Wethington, Wise, & Dillon, 2009),
as well as Physella acuta. Bearing in mind the
results of the present study, with the inclusion
of DNA sequences ascribed to Physella acuta
in three well-supported and related ESUs (20,
21, and 23), ESU 20 could represent a cryptic
species, which should be further investigated
through the integration of molecular and mor-
phological analyses.

ESU 9 includes two sequences from Physa
skinneri and one of Beringophysa jennessi.
The sequences ascribed to Physa skinneri
are from the study by Pip & Franck (2008)
and the sequence KM612096 ascribed to B.
Jennessi are from a barcoding project. The at-
tribution of this sequence to B. jennessi could
represent a misidentification, because here it
was recovered in ESU 8, formed exclusively
by 80 sequences of B. jennessi, with high
support. Young et al. (2021) also considered
the sequence KM612096 as a case of mis-
identification. ESU 7 was well supported and
included only one sequence of B. jennessi,
and it is still necessary to investigate whether



SARTINI ET AL.: SPECIES BOUNDARIES IN PHYSIDAE 103

there is cryptic diversity associated with this
nominal species.

ESU 25 includes all of the available se-
quences of Physella ancillaria (Canada and
U.S.A.; 70 sequences), Physa aurea (U.S.A.;
two sequences), Physella johnsoni (Canada
and U.S.A.; seven sequences), Physa wolfiana
(U.S.A.; one sequence), Physella wrighti (Can-
ada; two sequences), Physella acuta (Japan;
one sequence), Sibirenauta elongata (Canada;
one sequence), and Physella gyrina (Canada
and U.S.A,; 26 sequences). Among these nom-
inal species, at least three have already been
suggested as synonyms of Physella gyrina.
Molecular analysis also suggested that Phy-
sella johnsoni and Physella gyrina represent
ecophenotypes of the same species (Remigio
et al., 2001). Taylor (2003) also considered
Physella johnsoni as a synonym of Physella gy-
rina. Wethington & Guralnick (2004) observed
that the genetic distance between Physella
wrighti, Physa aurea, and Physella gyrina is <
6%, indicating that these three nominal species
represent a single phylogenetic species. Dillon
& Wethington (2004) verified the absence of
reproductive isolation between Physa aurea
and Physella gyrina. Physella ancillaria was
considered to be a valid species by Taylor
(2003); nonetheless, this author stressed that
the information on the distribution of this spe-
cies is scarce, as is the availability of preserved
specimens in malacological collections. Among
the sequences of Physella gyrina included in
ESU 25, 16 (61.5% of the total) were obtained
from specimens identified by means of penial
anatomy (Remigio et al., 2001; Wethington &
Guralnick, 2004; Gates et al., 2013). Regarding
Physella ancillaria, 21.4% of the sequences
(i.e., 15 sequences from the study of Wething-
ton & Lydeard, 2007) come from specimens
identified based on penial anatomy. The se-
quences attributed to Physa aurea and Physa
wolfiana also come from specimens identified
through penial anatomy (Wethington & Gural-
nick, 2004), whereas the identification of the
specimens associated with the sequences
of Physella johnsoni and Physella wrighti
were based on shell morphology (Remigio
et al., 2001; Wethington & Guralnick, 2004).
The fact that sequences of different nominal
species, validated through morphological
identification, were grouped together in one
ESU demonstrates the difficulty in establishing
interspecific boundaries. This is beacuse the
morphological differences between nominal
species, taken as diagnostic criteria, could in

fact reflect intraspecific variability. The inclusion
in this ESU of a single sequence of Physella
acuta collected in Japan and one of Sibirenauta
elongata collected in Canada could represent
misidentifications. The sequence of Physella
acuta was used as an outgroup in the work of
Saito et al. (2018). According to these authors,
the specific identification of the specimens
of Hygrophila included in the outgroup was
beyond the scope of their study, the species at-
tribution being based on catalogs and species
lists. The sequence attributed to Sibirenauta
elongata was derived from a DNA barcoding
study, with no associated publication, so we
could not check the criteria used for specific
identification.

In the present study, COI sequences ascribed
to the nominal species Physella acuta (ESUs 1,
18, 20, 21, 23, and 25), Beringophysa jennessi
(ESUs 7, 8, and 9), Physella pomilia (ESUs 11
and 12), and Physella gyrina (ESUs 20, 24,
and 25) were separated into more than one
ESU, with high support, which could indicate
the presence of cryptic species. All of the
sequences of B. jennessi were from Canada,
those grouped in ESU 8 being from Manitoba
and Alberta, and those delimited as ESU 7
from Ontario (Pukaskwa National Park, Hattie
Cove). It is therefore necessary to investigate
whether these two entities present a geo-
graphic distribution restricted to these areas.

COlI sequences ascribed to Physella acuta
were recovered in four well-supported ESUs
[ESU 1 (BS:100), ESU 18 (BS:100), ESU 20
(BS:99), and ESU 23 (BS: 90)], as well as
ESUs 24 and 25 delimited with low support. It
is interesting to note that Physella acuta is an
invasive cosmopolitan species, able to repro-
duce through self-fertilization and established
in non-native areas for a long time (Albrecht et
al., 2009; Ng et al., 2015, 2018; Vinarski, 2017;
Ebbs et al., 2018). Despite the wide distribution
of Physella acuta in non-native areas around
the world, the presence of genetic structuring
as well as cryptic diversity in those popula-
tions has never been investigated. However,
even within its native distributional range in
North America, there is evidence of genetic
structuring in populations in the western and
eastern United States (Ebbs et al., 2018). The
occurrence of Physella acuta was recorded
in several freshwater environments in Africa
(Bourguignat, 1864; Brown, 1967; Itagaki et
al., 1975; Paraense & Pointier, 2003; Allan et
al., 2017; Lawton et al., 2018; Koudenoukpo
et al., 2020), the history of introduction being
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longer in some countries than others. Here,
ESU 18 exclusively recovered a sequence
ascribed to Physella acuta corresponding to
specimens from Angola. Lawton et al. (2018)
compared mitochondrial COIl gene sequences
between isolates of Physella acuta from An-
gola, Burundi, and South Africa. Their phylo-
genetic reconstruction showed a clade formed
exclusively by sequences of Physella acuta
from Angola; their analysis based on genetic
distance, however, did not show significant
divergence between the isolates from these
different locations and between Physella acuta
populations from Africa and other countries.

We included the COI sequences of Physella
acuta from the study of Lawton et al. (2018) in
our dataset. Four sequences of Physella acuta
from Angola were recovered as ESU 18. The
other 14 sequences of Physella acuta from
Angola, as well as four sequences from Bu-
rundi and eight sequences from South Africa,
were recovered in ESU 21. The recovery of the
highly supported ESU 18, genetically distant
from the other clades that grouped sequences
of Physella acuta, demonstrated the presence
of cryptic diversity in a physid population from
Angola identified as Physella acuta.

Due to similarities in the anatomy of the
penial complex (Dillon et al., 2007), Physella
hendersoni has previously been considered
a synonym of Physella pomilia. However,
Dillon (2009) observed reproductive isolation
between the two species, which were also re-
covered as monophyletic groups in the analysis
provided by Wethington & Lydeard (2007).
Herein, the grouping of the sequences ascribed
to Physella hendersoni in a single evolutionarily
significant unit (ESU 13), rejects the status of
the synonymy of Physella pomilia. Both the
sequences ascribed to Physella hendersoni,
included in ESU 13, and the sequences at-
tributed to Physella pomilia, included in ESU
12, come from specimens identified by the
anatomy of the penial complex by Wethington
& Guralnick (2004) and Wethington & Lydeard
(2007), respectively, showing that, in this case,
the two species can be delimited through both
morphological and molecular criteria.

We observed an overlap in the distribution
of ESUs 21 and 25, which correspond to
Physella acuta and Physella gyrina and ESUs
3, 8, and 11 that correspond to Sibirenauta
elongata, Beringophysa jennessi, and a cryptic
species under the name of Physella pomilia,
respectively. Both Physella gyrina and Physella
acuta are known to be widely distributed in

North America, which in some cases overlap
the distribution of other native species. Geo-
graphic range overlap and co-occurrence are
well known for physid species and could be
due to species’ intrinsic characteristics or spe-
cies introduction. In the United States, Aplexa
hypnorum, Physella gyrina, and Physella acuta
are known to overlap their distributions across
the state of Michigan (Dillon & Wethington,
2004); Physella natricina, Physella gyrina, and
Physella acuta are thought to coexist in Snake
River, Idaho (Gates et al., 2013).

The co-occurrence of morphologically similar
species of Physidae is an issue for species
identification because it could hide species
diversity. The use of molecular methods for the
clarification of species limits is essential in the
cases where species are cryptic when coex-
isting with common, taxonomically close, and
morphologically resembling species (Young
et al., 2021). The more traditional molecular
approach—using genetic distance as the sole
criterion for defining interspecific boundar-
ies—can bring good resolution in some cases
(Remigio et al. 2001; Wethington & Guralnick,
2004). However, for some co-occurring nominal
species, doubts about species validity per-
sist when the values of genetic distance are
relatively low. Thus, in the present study, we
integrated three criteria to access intra- and
interspecific limits, i.e., coalescence, support
values for the clades recovered in the phylo-
genetic reconstruction, and the value of 5%
of genetic distance as proposed by Young et
al. (2021).

In the present study, we did not intend to
resolve supraspecific relationships and the
classification systems available for Physidae.
However, our results concerning physid gen-
era corroborate previous phylogenetic stud-
ies available for this family. According to the
classification proposed by Te (1980), based
on shell morphology and characteristics of
the penial complex, Physidae includes the
subfamilies Aplexinae and Physinae. Aplexinae
includes the genera Aplexa and Stenophysa
and Physinae includes Physa and Physella.
More recently, Taylor (2003) proposed a new
taxonomic arrangement comprising 15 tribes
and 15 genera ascribed to the subfamilies pro-
posed by Te (1980). The available phylogenetic
information for Physidae, however, suggests
a simpler taxonomic arrangement based on
monophyly of the nominal genera (Wethingthon
& Lydeard, 2007; Pip & Frank, 2008).
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Our phylogenetic analysis recovered only
Aplexa, Sibirenauta, and Beringophysa as
monophyletic groups, whereas Physa was
recovered as a polyphyletic group and Phy-
sella as a paraphyletic group. Moreover, the
low support values separating Stenophysa
marmorata from other species of Physidae cor-
roborate the findings of Wethingthon & Lydeard
(2007) who have proposed that Stenophysa
marmorata, the sole representative of the ge-
nus Stenophysa E. von Martens, 1898, should
be ascribed to the genus Physa (Physinae),
with the absence of a preputial gland as a
plesiomorphy, and not a synapomorphy with
representatives of Aplexinae as previously sug-
gested by Te (1980). Separation of the genera
Physa (Europe) and Physella (America) was
based on differences in mantle traits (presence
of digitations and the mantle partially cover-
ing the shell; Baker, 1928). Our phylogenetic
analysis did not recover these two genera as
monophyletic groups, demonstrating that these
morphological traits do not reflect evolutionary
relationships between the species ascribed to
the two genera.

Our results corroborate the finds of previ-
ous authors, indicating that the number of
valid genera for Physidae and the allocation
of the species in those genera will probably
change when a more inclusive phylogeny, with
a greater number of sequences from different
genera, especially those created by Taylor
(2003) for neotropical physids, is available.

Considering the limitations of morphological
criteria to delimit species of Physidae, the use
of an approach that considers the phyloge-
netic species concept (Hausdorf, 2011) and
the integration of data from multiple sources
(Dayrat, 2005; Padial et al., 2010; Pante et
al., 2015) is now ascribed to the reliability of
new species descriptions and the resolution of
cryptic species complexes. For a practical rea-
son, the results of many studies that aimed to
quantify biodiversity are limited to the indication
of operational taxonomic units (OTUs) (Telfer
et al., 2015; Dopheide et al., 2019). However,
when there is interest in delimiting and describ-
ing cryptic species, the mere indication of an
OTU is considered insufficient, because its
validation remains undetermined. The recovery
here of ESUs that show cryptic diversity could
constitute the first step in a process of reverse
taxonomy (Michaloudi et al., 2018; Young et
al., 2021), including a subsequent phase in
which multiple sources of evidence should be
gathered to clarify species identity or justify the
description of a new species.

In conclusion, the low sensitivity of methods
based on genetic distance to the limits of in-
traspecific similarity can hinder the molecular
delimitation of freshwater snail species. The
barcoding approach has been extensively
used to detect new lineages, but standardized
criteria are still needed to better infer species
limits. The algorithms PTP and mPTP that we
used are based on the phylogenetic species
concept (PSC). The PSC defines a species as
a grouping of organisms with patterns of ances-
try and descent, which differ from other clusters
(Eldredge & Cracraft, 1980). The algorithms
group lineages that have similar evolutionary
histories, and that have not have enough time
to accumulate nucleotide substitutions. Con-
sequently, the recovered ESUS are lineages
that share similar evolutionary histories and
that differ significantly from other lineages.
Coalescent methods therefore appear prom-
ising to solve taxonomic divergences shared
by several freshwater snail families, because
they provide a more accurate delimitation of
independent evolutionary lineages, which
can ultimately guide the species validation
processes. The number of gastropod lineages
represented in public databases is growing
exponentially. Gastropods represent excellent
study models for delimitation algorithms based
on the PSC, because they present abundant
DNA sequences from genes with high mutation
rates of the same morphospecies available in
public databases.
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