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RESUMEN 

 
El género Potamotrygon incluye 33 especies de rayas de rio, pero la identificación 
de sus especies ha presentado dificultades debido a la escasez de caracteres 
puntuales para identificar especies, su sistemática compleja con varios ejemplos de 
especies cripticas en todo su rango de distribución. Por tal razón la delimitación de 
especies utilizando características alternativas, como las moleculares, es 
importante en estos casos. El objetivo de este estudio fue delimitar las especies del 
género utilizando datos moleculares, comparar los resultados con las especies 
definidas con datos morfológicos y definir MOTUs (ingles Molecular operational 
Taxonomic Units) y relacionar su existencia con eventos evolutivos. Con el uso de 
255 secuencias del gen citocromo oxidasa I (COI) obtenidas a partir de datos 
depositados en NCBI y BOLD de distintos autores y de diferentes localidades, 
realizamos la delimitación de especies de Potamotrygon con los métodos PTP, 
bPTP y GYMC. Para finalizar, se compararon las MOTUs encontradas con las 
regiones biogeográficas. Encontramos 84 haplotipos donde especies diferentes 
compartían un mismo haplotipo. Además, en el árbol ultramétrico se delimitaron por 
el análisis de GYMC 27 MOTUs, PTP 28MOTUs y bPTP 29 MOTUs. El consenso 
delimitó 28 MOTUs, que guardan relación con la región biogeográfica y en menor 
medida, con especies nominales. Ciertos MOTUs encontradas corresponden a las 
especies nominales de las secuencias trabajadas, sin embargo, algunas presentan 
inconsistencias. Sugerimos qué esto se debe a especies cripticas, una alta 
variabilidad morfológica y la existencia de complejos de especies. El número de 
regiones biogeográficas influencian en el número de MOTUs y algunas MOTUs son 
de amplia distribución mientras que algunas son propias de una única cuenca. Otro 
aspecto importante es que la historia evolutiva (biogeográfica) de las cuencas han 
influido en la alta diversidad de especies del género. Por último, la delimitación de 
especies utilizando métodos coalescentes con estas secuencias fue eficiente para 
el género Potamotrygon, los MOTUs obtenidos se ajustan adecuadamente a las 
regiones biogeográficas y la alta variabilidad de especies es explicada por los 
eventos evolutivos ocurridos en sus diferentes cuencas. 
 
Palabras clave: Árbol ultramétrico, Cuencas biogeograficas, Especies crípticas, 
MOTU, , haplotipo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 
La biodiversidad es un concepto que incluye varias categorías que van desde los 
genes hasta los ecosistemas. La biodiversidad significativamente se ha visto 
afectada por el fenómeno de extinción de especies. Las principales razones que 
llevan a ese fenómeno, son la pérdida y degradación de hábitats, el avance de la 
frontera agrícolas, la caza ilegal, el tráfico de especies, el cambio climático, la 
introducción de especies exóticas e invasoras, los patógenos, entre otros (Hoffmann 
et al., 2010; Alfonsin & Bucetto, 2019). 
 
Para estimar la biodiversidad y conservar las especies que la componen es 
importante la correcta identificación de organismos y la caracterización de su 
variedad genética. Tradicionalmente, los investigadores realizan la identificación de 
especies biológicas con base a caracteres morfológicos (Nanney, 1982; Pace, 
1997). Sin embargo, la identificación de especies basada en estos caracteres 
presenta limitaciones significativas debido a la plasticidad fenotípica y variabilidad 
genética que presenta cada individuo, existencia de taxones crípticos y dificultad en 
el uso de claves morfológicas (Palacio-López & Rodriguez-López, 2007). Otra de 
las limitaciones es la escasez de taxónomos especialistas en grupos específicos 
(Hopkins & Freckleton, 2002; Hebert et al., 2003) e infraestructura para desarrollarla 
(Wilson, 2003). A pesar de eso, los taxónomos producen gran parte del 
conocimiento sobre las especies, proporcionando información crucial para otras 

disciplinas que se ocupan de cualquier tipo de sistema biológico (Silva, 2017).  
 
Las características moleculares se han propuesto como una herramienta eficiente 
para complementar las identificaciones taxonómicas y los avances en biología 
molecular han facilitado la identificación de especies en poco tiempo y con menos 
gasto de recursos. Incluso se pueden llegar a identificar poblaciones y variedades 
genéticas, permitiendo proponer planes de conservación y de manejo más 
direccionados y eficientes. Para este fin, se han utilizado principalmente regiones 
de ADN mitocondrial para comparar grupos taxonómicos debido a altas tasas de 
mutación y gran variabilidad interespecífica, haciendo posible una adecuada 
distinción entre especies (Rocha et al., 2005). Dentro del genoma mitocondrial, el 
gen citocromo oxidasa I (COI) se ha posicionado como el más eficaz para 
discriminar especies de vertebrados e invertebrados (Rodrigues et al., 2017) y en 
especial para peces (Ward et al., 2005). La metodología del código de barras, que 
utiliza el COI para la identificación molecular de las especies, implica dos pasos: 
construir una biblioteca de códigos de barras de las especies identificadas y hacer 
coincidir la secuencia de la muestra desconocida con la biblioteca mediante el 
algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990) para su 
identificación. Las secuencias de ADN generadas para identificación de cada 
especie se registran en bases de datos públicas como GenBank o Barcode of Life 
Data System (Kaur, 2015). 
 
El uso secuencias de ADN ha permitido la correcta identificación y delimitación de 
las especies en varios grupos taxonómicos (Hebert et al., 2003). Dentro del grupo 



de los peces, en las rayas se ha utilizado el código de barras para su identificación 
principalmente en especies marinas (Zemlak et al., 2009). Sin embargo, su uso es 
necesario para especies de agua dulce, debido a que su identificación se basa 
principalmente en características morfológicas. Tal es el caso del género 
Potamotrygon (Garman, 1877) donde estos criterios han llevado, en algunos casos, 
a identificaciones equivocadas debido a variaciones en la coloración en individuos 
de la misma especie y patrones de coloración similares en individuos de especies 
diferentes (Carvalho et al., 2003). Por ejemplo, el caso de P. schroederi con 
patrones casi similares a P. trigina, por las franjas oscuras en la porción distal de la 
cola (Carvalho et al., 2011). Debido a su piel dorsal altamente policromática, sus 
diferencias geográficas, edad de madurez y su gran variación genética, este género 
de rayas se considera parte de un complejo de especies (Batista-Morales et al., 
2017).  
 
Aunque existen estudios que clasifican los individuos del género morfológicamente, 
no son lo bastante robustos para identificar todas las especies del género 
Potamotrygon, por su compleja diversidad morfológica. Algunos estudios 
moleculares se han realizado en el género Potamotrygon mostrando que existen 
algunas inconsistencias y lagunas para las especies clasificadas como parte del 
mismo (Toffoli et al., 2008; Renza-Millán et al., 2019; Fontenelle et al., 2021a).  Un 
ejemplo para el género son las especies P. motoro y P. orbigny de gran distribución 
que se encuentran con otras especies de menor distribución, afectando 
diferenciación molecular y morfológica (Fontenelle et al., 2021a). 
 
La capacidad de delimitar especies es fundamental para la evaluación precisa de la 
biodiversidad, tal información es esencial para estudiar la ecología de las rayas e 
implementar políticas de conservación (Quattrini et al., 2019). Por otro lado, la 
delimitación basada en la morfología complementada con datos de secuencias de 
ADN da lugar a una taxonomía más precisa (Schwentner et al.,2011). Por tal razón, 
el presente estudio busca delimitar las especies del género Potamotrygon a lo largo 
de su distribución geográfica, en distintos ríos de diferentes cuencas, utilizando más 
de 250 secuencias del gen COI, siendo importante para la delimitación certera y 
fiable bajo los conceptos de especie. 
  



OBJETIVOS  

 

Objetivo general 
 

 Delimitar molecularmente las especies del género Potamotrygon mediante el 
uso de secuencias del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa I (COI) con 
metodología coalescente. 

 

Objetivos específicos 
 

 Determinar incertezas taxonómicas para las especies del género Potamotrygon. 

 Definir MOTUs para el género Potamotrygon mediante metodología 

coalescente. 

 Comparar los resultados de la taxonomía clásica con los obtenidos mediante el 

uso de secuencias moleculares. 

  



JUSTIFICACIÓN 

 
Aparte del interés económico (alimento y ornamental) en el género Potamotrygon e 
inclusive en la familia Potamotrygonidae) (Rojas-Ceballes et al., 2013), la parte 
científica de la conservación tiene gran importancia ya que algunas especies del 
género están descritas y establecidas en el Plan de Acción Nacional para la 
conservación y manejo de tiburones, rayas y quimeras de Colombia (Caldas et al., 
2010) con fines de preservar y proteger las especies. Además, el género tiene un 
valor ornamental, especialmente en Colombia, Perú y Brasil, donde son objeto de 
aprovechamiento y representan un aporte económico muy importante a las 
comunidades locales (Lasso, 1985; Charvet-Almeida et al., 2005).  
 
Independiente de cuál sea el motivo de su importancia e interés, la correcta 
delimitación de sus especies permite plantear estrategias de manejo para su uso 
sustentable. En conservación, se usa el concepto de unidades de manejo, donde 
se delimitan ciertas especies para una clarificación taxonómica de grupos 
poblaciones, con datos genéticos que permitan medir la divergencia genética 
(Palsbøll et al.,2007; Batista-Morales, 2017). Aunque la delimitación de especies es 
un problema biológico complejo (Hey et al., 2003), es una base para justificar el uso 
de datos genéticos para el diagnóstico de estos linajes que contienen el indicio de 
procesos evolutivos involucrados en su divergencia (Nielsen & Wakeley, 2001).  
 
Se han delimitado especies de peces de agua dulce (Silva-Santos et al., 2018), ya 
que las especies a menudo son difíciles de discriminar sin datos genéticos, 
ecológicos o de comportamiento (Rosser et al., 2019), debido a que el uso de 
caracteres no son diagnósticos  y que surgen a través de la hibridación y la 
introgresión que pueden confundir la interpretación de los límites de las especies 
(Quattrini et al., 2019), así como las especies crípticas, particularmente aquellas que 
ocurren en simpatría y las especies que han surgido recientemente, o a través de la 
hibridación e introgresión.  
 
Los análisis moleculares de ADN son esenciales para todas las áreas de la biología 
molecular y aplicada. Un método molecular para identificar especies diseñado para 
proporcionar una identificación de especies rápida, precisa y automatizable 
mediante el uso de regiones genéticas estandarizadas cortas son los códigos de 
barras de ADN (Hebert et al., 2004b). Los códigos de barras ofrecen a los 
taxónomos la oportunidad de expandir en gran medida, y eventualmente completar, 
un inventario global de la diversidad (Hebert & Gregory, 2005). Otra ventaja de los 
códigos de barras una vez establecido una base de datos de referencia sólida es 
que el método no requiere conocimientos taxonómicos expertos para identificar 
muestras específicas y su proceso de identificación es, en general, rápido y 
reproducible (Hartvig et al., 2015).  
 
Para la familia Potamotrygonidae y el género Potamotrygon se han utilizado 
secuencias del COI para entender su filogeniay delimitar correctamente sus 
especies, es importante destacar que los autores coinciden en afirmar que 



secuencias de ADN pueden ayudar a más estudios taxonómicos que aclaren la 
delimitación de sus especies (Toffoli et al., 2008) y para COI es fundamental el 
esfuerzo continuo de recopilar códigos de barras de ADN para todas las especies 
de peces (Panprommin et al., 2019). Un aspecto a resaltar es que Toffoli et al. (2008) 
fueron los primeros autores en realizar estudios filogenéticos del género con el uso 
de código de barras con el gen COI mediante tres métodos de análisis filogenético 
con diez especies y dos especies no descritas encontrando que la familia pasó por 
procesos de rápida especiación y radiación donde algunas especies comparten 
haplotipos. Un artículo más actualizado de Fontenelle et al., (2021a), donde 
desarrollaron un árbol filogenético más completo, utilizando para su estudio 38 
especies, ha corroborado monofilias en los cuatro géneros de la familia, donde en 
el clado Potamotrygon, dos especies muy extendidas (P. motoro y P. orbignyi) están 
muy relacionadas con demás especies de las mismas cuencas generando 
incertezas taxonómicas. Adicionalmente, Sanches et al. (2021) intentaron delimitar 
las especies en el río Xingú con solo 4 especies y dos morfoespecies, mostrando 
cierta hibridación y logrando delimitar las especies correspondientes. Sin embargo, 
ninguno de estos estudios ha realizado una investigación que conduzca a la 
identificación y delimitación correcta de todas las especies de género. 
 
Las secuencias del gen mitocondrial COI que han sido generadas se encuentran 
disponibles en bases de datos de acceso libre (NCBI y BOLD), pero no han sido 
estudiadas en conjunto para poder delimitar correctamente las especies del género. 
La información procede básicamente de los resultados de experimentos científicos, 
suministrados directamente por los laboratorios o instituciones que los realizan o 
publicados en la literatura científica especializada, donde con frecuencia se aplican 
tecnologías de experimentación de muy alto rendimiento y el análisis computacional 
(Cañedo et al., 2009). Es así, como las bases de datos genéticos nos ayudan a 
facilitar la delimitación de especies y, al mismo tiempo, mejorar nuestra comprensión 
de los procesos que generan la biodiversidad (Sukumaran & knowles, 2017).  
 
Este permite brindar una solución más completa al problema de identificar las 
especies de Potamotrygon, a través de datos moleculares. Las secuencias 
genéticas, previamente publicadas por diferentes autores (Anexo 1), analizadas con 
metodologías coalescentes de delimitación de especies contribuirán 
significativamente a la identificación correcta y delimitación de las especies del 
género Potamotrygon permitiendo así futuros estudios de clasificación, filogenética 
y filogeografía. El conocimiento generado con este estudio es indispensable debido 
a que estas especies tienen morfologías similares, contribuyendo al estudio del 
género, desarrollo de nuevas investigaciones en peces de agua dulce en 
Suramérica, el país y en especial en la región Orinoquia, con informaciones 
necesarias para el manejo y uso sustentable de las especies del género. 
  



MARCO TEÓRICO  

 

Identificación molecular: códigos de barras de ADN y aplicaciones 
A pesar de no haber una región universal de ADN que permita la identificación de 
todos los taxones, muchos estudios han logrado altas tasas de reconocimiento de 
especies utilizando un fragmento de 600 pares de bases del gen mitocondrial COI 
(Ward et al., 2009). De este modo, se propuso usar COI como base para un nuevo 
sistema de identificación, descubrimiento (Hebert et al., 2004a) y delimitación de 
especies basados en ADN, después de la introducción del concepto de DNA 
Barcode (Hebert et al., 2003). Además, el gen ha demostrado ser adecuado para la 
distinción entre especies (Rocha et al., 2005; Paine et al., 2007), principalmente de 
vertebrados e invertebrados (Tavares & Baker, 2008), y en delimitar de especies 
dentro de los géneros (Ramírez et al., 2020), al mostrar alta tasa de mutación, 
regiones polimórficas y gran variabilidad interespecífica 
 
Aunque se ha sugerido que un único gen no es suficiente para identificar toda la 
biodiversidad existente, los estudios de un solo gen (single-gene) aún predominan 
en numerosos trabajos (Dellicour & Flot, 2018), principalmente al considerar la 
delimitación de las especies, donde no se incluyen las relaciones filogenéticas ni se 
pretende explicar la evolución de los géneros o familias.  
 
El uso de códigos de barras genéticos presentan aplicaciones en diversos campos; 
en el control de plagas pueden ayudar a identificarlas en cualquier etapa de la vida 
facilitando su control, ahorrando así gastos a los agricultores (Jalali et al., 2015); en 
enfermedades transmitidas, permite a los epidemiólogos identificar especies de 
vectores que causan enfermedades infecciosas graves a animales y humanos, para 
después prevenirlas (Banerjee et al., 2015); en el tráfico ilegal, se pueden identificar 
especies silvestres a partir del embrión de un huevo que no ha eclosionado 
(Gonçalves et al., 2015); en las especies en peligro de extinción, se utilizan los 
códigos de barras para la identificación de carne de animales silvestres (Bush meat 
en inglés) vendida en los mercados locales (Kolokotronis & Leslie, 2010); y en 
estudios de aguas permite identificar los organismos que viven en lagos, ríos y 
arroyos para medir o determinar su calidad (Kuntke et al., 2020), por citar algunos 
ejemplos. 
 

Bases de datos genéticas 
Una forma de analizar la información sobre la biodiversidad es el estudio del ADN, 
que almacena datos biológicos, según la secuencia de sus bases nitrogenadas. 
Tener esa información almacenada y disponible para estudios fue ganando 
importancia a medida que se fue teniendo acceso a tecnologías que permitieron 
conocer las secuencias de ADN. La idea de formalizar una plataforma para cargar 
“bases de datos” con las informaciones genéticas ocurre en 1988 al crearse el NCBI 
(National Center for Biotechnology Information), donde se alojan actualmente bases 
de datos públicas, herramientas de software para analizar datos moleculares y 
genómicos (Smith, 2008). 
 



Posteriormente la creación de bases de datos con información molecular fue 
ganando importancia y algunas de ellas se han venido destacando debido a que 
brindan a los investigadores algunas herramientas específicas que aumentan la 
confianza en los datos en ellas depositados. Por ejemplo, el Barcode of Life Data 
System (BOLD), es una plataforma creada en el 2007, donde se almacenan datos 
genéticos de pocos genes para la identificación molecular de especies. Dicha base 
de datos está basada en la adquisición, almacenamiento, análisis y publicación del 
código de barras, disponible gratuitamente para cualquier investigador interesado 
en los códigos de barras (Ratnasingham & Hebert, 2007) y los datos allí 
almacenados son sometidos a procesos de curaduría.  
 
Lo importante de ambas plataformas es la información de libre acceso y veraz sobre 
los datos moleculares, donde varios autores con distintos organismos de estudio 
enriquecen el número de registros en las bases de datos. Para NCBI, la popularidad 
de los registros de COI desde la introducción del código de barras en 2003 ha 
crecido de forma exponencial en casi un 51 % cada año, y para 2018 se identificaron 
más de 2.500.000 registros COI de organismos eucariontes en la base de datos 
(Porter & Hajibabaei,2018). 
 

Delimitación de especies 
La delimitación de especies busca determinar los límites entre las unidades de 
especies (Zhao et al., 2018) y se relaciona con el límite entre micro y macroevolución 
determinado por los límites entre el número de unidades de especies (Queiroz, 
2007). Por eso, el uso de criterios moleculares para la delimitación es obligada en 
estudios filogenéticos validando los límites morfológicos con datos moleculares 
(Schlick-Steiner et al., 2010; Carstens et al., 2013; Flot 2015). La delimitación es un 
requisito previo y esencial para la identificación precisa de especies con 
implicaciones en múltiples niveles, desde la taxonomía hasta la biología sistemática 
y la medición de la biodiversidad (De Queiroz, 2007). 
 
Impulsados por iniciativas del BOLD, los métodos para la delimitación de especies 
basados en un solo locus han aumentado en número y ahora se utilizan 
ampliamente (Hebert et al., 2003; Schoch et al., 2012). Las diferencias y similitudes 
de dicho locus son comparadas y analizadas utilizando algoritmos matemáticos que 
permiten establecer los límites de cada especie dentro de determinado taxón. Un 
método matemático que permite dicha delimitación es el General Mixed Yule 
Coalescent (GMYC) que se basa en un árbol ultramétrico.  Estos detectan la 
transición en el árbol donde el patrón de ramificación cambia para atribuirse así a la 
especiación (un linaje por especie) o a cuándo puede atribuirse al proceso de 
coalescencia intraespecífica (múltiples linajes por especie) (Pons et al., 2006). 
Dentro de los árboles se observan los MOTUs (Molecular Operational Taxonomic 
Units) que representan un linaje monofilético que podría o no corresponder a un 
taxón (Blaxter et al., 2005; Jones et al., 2011) y permiten identificar grupos 
moleculares en especies mal descritas (Floyd et al., 2002).  
 



Estudios en peces; género Potamotrygon 
 
Las rayas neotropicales (familia Potamotrygonidae) representan un grupo único 
entre los peces elasmobranquios recientes, debido a su hábitat restringido y 
obligatorio en agua dulce (Rosa et al., 2010). Dentro de la familia son conocidos 
cuatro géneros; Paratrygon, Potamotrygon, Plesiotrygon y Heliotrygon (Lasso et al., 
2013). El género Potamotrygon, exclusivo de Suramérica se caracteriza por su 
forma casi circular, color marrón o grisáceo con distintivos manchados o moteados, 
cola relativamente corta, pliegues membranosos dorsal y ventralmente en la cola, y 
ojos relativamente grandes (Rosa, 1985). Entre las especies del género existen 
similitudes morfológicas que generan dificultades al momento de la identificación 
(Carvalho et al., 2003), conduciendo a que dentro de algunas especies su 
delimitación no es clara. Por ejemplo, en la especie P. motoro se han adelantado 
algunas investigaciones donde se colectaron muestras en seis cuencas del Orinoco 
y cuencas del Amazonas sugiriendo una significativa diferenciación genética con 
muestras de ambas cuencas (Renza-Millán et al., 2019).  
 

Al igual que los demás peces, su identificación se basa principalmente en caracteres 
morfométricos y merísticos, que cambian durante las etapas del desarrollo 
ontogenético (Zhang & Hanner, 2011). Además, la diversidad de la ictiofauna está 
influenciada procesos biogeográficos del continente, donde varios de estudios en 
rayas y otros peces se relacionan con la biogeografía (Vari & Malabarba, 1998). Por 
ejemplo, variedad cuencas hidrográficas ha generado problemas descriptivos como 
los “complejos de especies” descritos en P. motoro (García-Villamil, 2012) y P. 
orbingy (Rosa et al., 2010) ambos de gran distribución.  
 
Existe un único estudio para delimitación de especie de la familia, sin embargo, este 
fue realizado solamente para la cuenca del rio Xingú en Brasil, por Sanches (2021). 
En él se usó la delimitación de especies con más de 160 secuencias en 7 especies 
(incluido especies del género Paratrygon) evidenciando 3 MOTUs los cuales 
compartían los clados de P. motoro - P. orbignyi, P. orbignyi - P. scobina y P. leopoldi 
- P. scobina, argumentando procesos de hibridación y dificultad para diferenciar 
taxonómicamente estas especies. Dicho estudio a pesar de ser limitado 
geográficamente, a una cuenca, y abarcar pocas especies nos permite evidenciar 
la problemática de delimitación que existe en el género y la necesidad de realizar 
estudios más completos que abarquen varias cuencas y varias especies. Por ese 
motivo, se propone utilizar secuencias del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa I 
(COI), publicadas por diferentes autores en bases de datos de acceso libre, de 
individuos a lo largo de la distribución geográfica del género Potamotrygon para 
delimitar sus especies. 
 
La finalidad de este trabajo es delimitar las especies del género Potamotrygon 
abarcando varias cuencas con más de 250 secuencias de un fragmento del gen 
mitocondrial Citocromo Oxidasa I (COI) y se espera que través de los resultados se 
puedan resolver ciertas incertezas taxonómicas del género, dando prioridad 
especialmente a especies crípticas como P. motoro y P. orbingy, donde los 
caracteres morfológicos utilizados actualmente para definir las especies no son 



informativos o son incongruentes. 
  



METODOLOGIA 

 

Obtención y análisis de secuencias 
Se realizó una búsqueda de las secuencias depositadas del gen Citocromo Oxidasa 
I (COI) para el género Potamotrygon en dos bases de datos de acceso público; 
National Center of Biotechnology Information (NCBI) y Barcode of Life Data Systems 
database (BOLD). Las secuencias utilizadas en este estudio provenían de 
individuos de 28 especies del género, distribuidos a lo largo del continente 
suramericano, obtenidas en estudios previos por distintos autores como Toffoli et al. 
(2008), Pereira et al. (2013), García et al. (2015), Díaz et al. (2016), Fontenelle et 
al. (2021a), Cruz et al. (2021) y Sanches et al. (2021) (Anexo 1), con un total de 403 
secuencias inicialmente. Algunas de las secuencias descargadas presentaban 
clasificaciones como: sp. (especie indeterminata) espécimen no ha sido identificado 
a nivel de especie, pero si a nivel de género, aff. (especie affinis) espécimen con 
cierta afinidad con una especie conocida pero no es idéntico a tal taxón y cf. (confer; 
comparar) aquel espécimen con caracteres diagnósticos que corresponden a una 
especie dada, pero con algunos caracteres que no están claros, sin embargo, su 
identificación puede ser provisional con el taxón de referencia (Sigovini et al., 2016). 
 
Para confirmar la región dentro del gen COI y la calidad de las secuencias 
depositadas se procedió a realizar un alineamiento múltiple de secuencias mediante 
la metodología de CLUSTALW (Thompson et al.,1994) y revisión manual, en el 
programa Geneious v 6.0.6 (Kearse et al., 2012). Para el alineamiento utilizamos 
como referencia el genoma mitocondrial completo de P. motoro NC_023116 (Song 
et al., 2015), puesto que los autores mencionados han trabajado con regiones 
diferentes del mismo gen COI. Por tratarse de un gen que se expresa, el 
alineamiento de las secuencias no podía presentar algún tipo de deleción o 
inserción en ninguna región o GAP en su alineamiento. Todas las secuencias que 
en el alineamiento no guardaban relación con el fragmento del genoma estudiado 
fueron descartadas. Posteriormente, se realizó un análisis de haplotipos en el 
programa DNAsp v 6.12.03 (Librado & Rozas, 2009) y las secuencias repetidas, que 
eran muy comunes en un mismo haplotipo, fueron descartadas sin afectar el análisis 
del trabajo pues no se busca estudiar la evolución del género y si únicamente la 
delimitación de las especies. Finalmente, se trabajó con un total de 255 secuencias 
(84 haplotipos) para este estudio. 
 

Delimitación de especies  
La delimitación de las especies se realizó bajo tres modelos; el modelo Mixto 
Generalizado de Coalescencia de Yule (GMYC) (Pons et al., 2006), el Proceso de 
Árbol de Poisson (PTP) y bayesiano de Poisson (bPTP) (Zhang et al., 2013) los tres 
para un solo locus. Como entrada para estos análisis se infirió un árbol ultramétrico 
por análisis bayesiana (IB) generado usando el programa BEAUti v.2.5 (Bouckaert 
et al., 2014). La inferencia del árbol se implementó utilizando el modelo de 
sustitución HKY + I + G elegido por el jModelTest2 (Darriba et al., 2012), y se utilizó 
un reloj relajado logarítmico normal sabiendo que las tasas de sustitución molecular 
entre linajes se distribuyen de manera independiente y propia bajo el modelo Birth-



Death, asumiendo que cambia la cantidad de individuos en una población a lo largo 
del tiempo. Además, se utilizaron Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) con 
una longitud de 200 millones, con muestreo a cada 20000 iteraciones y con un 
registro de cada 5000 iteraciones, en el programa BEAST (Bouckaert et al., 2014). 
Posteriormente, en TRACER v1.7.2 (Rambaut et al., 2014) se confirmó que los 
muestreos realizados alcanzaron un tamaño efectivo de muestreo mayor de 200. 
 
Posteriormente con el programa TreeAnnotator (Drummond et al., 2015) se 
seleccionó un árbol ultramétrico de máxima credibilidad (más soportado del clado) 
a partir del programa LogCombiner (Bouckaert et al., 2014), después de la 
eliminación de los árboles iniciales (15%). Por último, el árbol filogenético con mayor 
soporte fue visualizado en FigTree v 1.4.4 (Rambaut, 2019) 
(http://beast.bio.ed.ac.uk/figtree) para su análisis. 
 
Por último, se empleó el pipeline SPdel (https://github.com/jolobito/SPdel) para 
comparar los resultados de la delimitación entre todos los métodos utilizados (PTP, 
bTPT y GYMC), incluyendo el nominal (nombre de la especie que tiene la secuencia 
depositada identificada utilizando características morfológicas) y generar una 
delimitación por consenso (consensus). 
 

Clasificación biogeográfica  
Para agrupar los taxones de acuerdo a su respectivo lugar de colecta donde se hizo 
su estudio y posterior registro a las bases de datos, comparamos las MOTUs 
obtenidas con las 13 regiones propuestas por Fontenelle et al. (2021b) para todo 
Suramérica (Anexo 1). 
 
 
  

http://beast.bio.ed.ac.uk/figtree


RESULTADOS 

 
Para este estudio trabajamos con 255 secuencias de 500 pares de bases (pb). Se 
encontraron un total de 84 haplotipos (Tabla1), dentro de los cuales cuatro 
compartían más de 15 secuencias y 35 haplotipos cada uno con una única 
secuencia. Cabe mencionar que especies diferentes compartían un mismo 
haplotipo, siendo un posible indicio de hibridación y/o complejo de especies. Por 
ejemplo, secuencias de la especie P. motoro está presente en 56 y en P. orbigny 
presente 40 haplotipos, (Tabla 1).  
 

 
 



 
 
 

 
 
 
Tabla 1. Lista de haplotipos para el citocromo oxidasa I (COI), con la frecuencia para cada especie 
(número de individuos secuenciados en cada especie) junto con el número de haplotipos observados 
por especie. Las especies que comparten el mismo haplotipo están resaltadas (en azul).



Por otro lado, los análisis de delimitación de especies de las secuencias del gen 
COI identificaron un total de 28 MOTUs (consensus, árbol determinado por el 
algoritmo). El análisis por GMYC delimitó 27 MOTUs, por el método PTP 28 MOTUs 
y por bPTP 29 MOTUs (Figura 1). Las MOTUs definidas en cada uno de los modelos 
no agrupaban a las mismas especies definidas morfológicamente, sin embargo, se 
pudo evidenciar que las especies definidas molecularmente presentan relación con 
la cuenca biogeográfica de donde provienen (Figura 1).  Algunos, por ejemplo, son, 
el MOTU 20 el cual presenta individuos pertenecientes a seis especies nominales 
diferentes (P. amandae, P. falkneri, P. histrix, P. motoro P. pantenensis y P. 
tatianae), de la región de Paraná-Paraguay. Al igual el MOTU  22 con 7 especies 
(P. adamastor, P. limai P. motoro, P. orbignyi, P schroederi, y P. scobina) y el MOTU 
28 (Upper amazon) con 6 especies diferentes (P. amandae, P. amazona, P. limai, 
P. motoro, P. orbignyi y P. scobina), cabe resaltar que estos y demás MOTUs, se 
incluyen secuencias como sp. (especie indeterminata), aff. (especie affinis) y cf. 
(confer; comparar).  





 
 





 
Figura 1. Árbol ultramétrico bayesiano que muestra la agrupación de las distintas MOTUs obtenidas 
mediante análisis de delimitación de especies. Las barras azules representan la taxonomía nominal, 
las barras negras las MOTUs delimitadas por los métodos GYMC, PTP y bPTP y las barras rojas 
representan los MOTU´s consensus. El árbol está dividido en cuatro imágenes organizadas de forma 
consecutiva. 

 
 



Otro aspecto importante en los MOTUs son las regiones biogeográficas que 
abarcan. Algunos MOTUs se encuentran en solo una región biogeográfica y a su 
vez presentan una sola especie nominal, como la región del Magdalena con la 
especie P. madgalenae (MOTU 4), la región Maracaibo con la especie P. yepezi 
(MOTU 5) y la región Parnaiba con la especie P. signata (MOTU 10), al igual que 
los MOTUs 15-19. Posteriormente evidenciamos esa relación casi similar de dos 
especies nominales en los MOTUs 3, 7, 25, y 26. 
Por otro lado, algunas regiones biogeográficas albergan más de un MOTU, por 
ejemplo, la cuenca que presentó una mayor diversidad fue la cuenca del alto 
amazonas (Upper amazon) con 8 MOTUs (MOTU 1, 18, 19, 20, 22, 24, 25, 28) 
siendo la región más extensa geográficamente (Km2). Seguidas por la cuenca del 
Essequibo (MOTU 6,8,21,22, 23), Bajo amazonas (Lower amazon) (MOTU 3, 22, 
25, 27, 28), Negro/Branco (MOTU 3, 7, 21, 22, 25), Orinoco (MOTU 7, 8, 16, 22, 23) 
y Paraná-Paraguay (MOTU 2, 11, 18, 19, 20) todos con cinco MOTUs, la cuenca 
del este de Guyana (East Guayana) presento 4 MOTUs (6, 8, 17, 23) y las cuencas 
Tapajós (22, 26, 27) y Tocantis-Araguaia (9, 14, 15) con tres MOTUS las cuencas 
menos diversas fueron Magdalena (4), Maracaibo (5) y Parnaiba (10) con un MOTU 
cada una. 
Respecto a las especies algunas son de amplia distribución como P. motoro 
presente en 7 regiones Biogeográficas (Lower amazon, Negro/branco, Orinoco, 
Paraná-paraguay, Tapajós Upper amazon y Xingu) y en 7 MOTUs (11, 16, 20, 22, 
24, 25 y 28) al igual que P. orgibnyi   con 9 regiones biogeográficas ( East Guyana, 
Essequibo, Lower amazon, Orinoco, Tapajós, Tocantins/Araguaia, Upper amazon, 
y Xingu) y en 9 MOTUs 1, 7, 8, 12, 14, 15, 21, 22 y 28) y P. sp con 7 regiones (East 
Guyana, Essequibo, Lower Amazon, Orinoco, Paraná-paraguay, Tapajós, 
Tocantins/Araguaia y Upper amazon ) y con 7 MOTUs (3, 8, 14, 20, 21, 22, 23, 28) 
(figura 1)



DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 
Este es el primer trabajo de delimitación de especies para el género Potamotrygon 
abarcando varias cuencas hidrográficas en casi todo Suramérica. Nuestros 
resultados demostraron que la delimitación de las especies del género 
Potamotrygon a través del uso datos moleculares (COI) es posible y que los límites 
de sus especies están influidos fuertemente por su región biogeográfica.  
 
Pocas especies se agrupan en un único MOTU y curiosamente son aquellas con 
rango de distribución estrecho o que simplemente son endémicas (distribución 
restringida) de esas zonas. Exactamente las especies como P. hystrix P. brachyura, 
P. magdalenae, P. yepezi, P.wallacei, P. marinae, P. signata y P. garmani  
endémicas de La Plata, Río Magdalena, Lago Maracaibo, Río Negro, Rio Marowijne, 
Rio Parnaiba, Rio Tocantins, respectivamente se delimitaron como una MOTU.Así 
las cosas para estas especies , no se evidencian inconsistencias taxonómicas entre 
la delimitación molecular y la morfológica. Fontenelle et al., (2021a) han encontrado 
que estas mismas especies se encuentran bien definidas y que esto se debe a 
posibles divergencias tempranas.  Algunos otros autores han afirmado que en peces 
las divergencias tempranas, a modo general, están influenciada por factores 
bióticos y abióticos (Angermeier & Winston, 1998). Adicionalmente, el endemismo 
en las regiones se debe a que las cuencas actúan como una barrera a la dispersión 
de especies (Fontenelle et al., 2021a), evitando así hibridación entre ellas y 
manteniendo las Unidades taxonómicas claramente definidas.  
 
Por otro lado, algunas especies que son endémicas no se agrupan en un único 
MOTU, como es el caso de P. tatianae, P. pantanensis, P. rex, P. limai y P. henlei. 
Araujo y colaboradores (2004) han propuesto que esto se debe a que esas especies 
están mal identificadas taxonómicamente. En contra parte, otros autores han 
afirmado que las especies pueden estar presentando algún grado de hibridación 
entre distintos linajes evolutivos, resultando en aislamiento reproductivo incompleto 
y especies no definidas (Funk & Omland, 2003; Nosil et al., 2009). Sin embargo, 
dada la diversidad morfológica del género, los observados en el árbol (Figura 1) y 
la distribución geográfica de estas especies, creemos que se trata de problemas de 
identificación taxonómica. 
 
Respecto a la hibridación, algunos estudios han utilizado otro tipo de marcadores 
moleculares para probar la existencia de la misma en el género. Por ejemplo, Cruz 
et al. (2015) confirmaron hibridación introgresiva de las especies P. motoro con las 
especies P. falkneri usando microsatelites. También Sanches et al., (2021) 
observaron lo mismo en el río Xingú (Brasil) entre las especies P. orbignyi y P. 
scobina. A pesar de esto, el uso de los métodos GYMC, PTP y bPTP fueron 
eficientes para delimitar las especies en estas áreas. Cabe destacar que nuestra 
delimitación solo utilizó ADN mitocondrial, que refleja únicamente el linaje matrilineal 
y al momento de realizar estudios es recomendable considerar la hibridación que 
ocurre en las especies.  
 



Por otro lado, el aislamiento geográfico (por distancia o por barreras físicas) a 
menudo se asocia con formas fenotípicas locales en animales (razas,o 
subespecies) que representan la etapa incipiente de especiación (Mayr, 1942) y la 
alta frecuencia de flujo de genes entre especies del Potamotrygon puede ser una 
de las razones por las que la especiación a menudo sea incompleta. Toffoli (2008) 
observó haplotipos entre las localidades geográficas de Brasil y Venezuela de P. 
scobina y P. orbignyi que pueden estar en proceso de especiación incipiente con 
límites de especies aún no definidos. Puesto que estas especies no están 
fuertemente aisladas desde el punto reproductivo, no acumulan diferencias debido 
a la deriva genética, la selección y la adaptación, afectando su identificación y 
clasificación (Rosenblum et al., 2012). Sin embargo, estos procesos son la clave 
para la especiación de peces neotropicales promoviendo la biodiversidad, 
probablemente a los procesos de vicarianza y dispersión a través de numerosos 
sistemas hidrográficos continentales (Albert y Reis, 2011). Por tal motivo, sugerimos 
que, aunque el tiempo evolutivo de ciertas especies de rayas es muy reciente, se 
hizo posible delimitarlas utilizando los métodos coalescentes de delimitación. Sin 
embargo, algunas especies que estén en proceso de especiación es necesario 
utilizar marcadores moleculares capaces de identificar procesos evolutivos más 
recientes como lo son los marcadores nucleares. 
 
En lo que concierne a los 84 haplotipos encontrados, un mayor número de 
haplotipos se correlaciona con una mayor probabilidad de encontrar especies 
estrechamente relacionadas, en particular cuando el muestreo es muy amplio 
(Meyer & Paulay, 2005; Pentinsaari et al., 2014; Phillips et al., 2019. Por otro lado, 
Lohse (2009) observó una relación positiva entre el número de haplotipos y la 
eficiencia de delimitación de especies para los métodos basados en árboles 
coalescentes (GYMC y PTP). Nuestro estudio abarcó todas las zonas 
biogeográficas posibles evidenciando una eficiencia de los tres métodos de 
delimitación (GMYC, PTP y bPTP) en relación adecuada con la distancia geográfica 
entre las localidades de colecta. Todos los trabajos de delimitación en biodiversidad 
incluidos los estudios de rayas pueden verse influidos por la estructura del muestreo 
incidiendo en la eficiencia de la delimitación de especies, especialmente cuando las 
distancias genéticas y geográficas están relacionadas (Mason et al., 2020). 
Sugerimos estudios de delimitación de rayas con rangos geográficos menores 
donde será posible delimitar especies, subespecies y poblaciones. 
 
Las especies con amplia distribución geográfica como P. motoro y P. orbigny 
pueden estar compartiendo cuencas debido a la historia biogeográfica de las 
regiones estudiadas, como en el MOTUs 14. El caso de la región Tocantis/Araguaia 
ocurre posiblemente a una unión de los afluentes del rio amazonas en el pasado 
(Latrubesse et al., 2005). Adicionalmente, las cuencas de Tocantins y Paraguay 
tienen conexión en la cabecera del río Araguaia (Albert & Reis, 2011). Se ha 
reportado registros de otras peces de especies compartidas, por ejemplo, el bagre 
Scoloplax distolothrix presente en el Paraguay y Xingu, y la cuenca del Araguaia 
(Schaefer et al., 1989) y también especies del género Characidium compartidas 
entre las cuencas de Xingu y Paraguay (Graça et al., 2008). Lo que podría indicar 



que las cuencas posiblemente comparten especies del género Potamotrygon en 
ciertos afluentes. 
 
Se estima que la alta diversidad de la región Paraná-Paraguay, (cinco MOTUs) se 
debe a procesos evolutivos y geográficos. Las especies surgieron inicialmente en la 
cuenca del Amazonas y comenzaron a dispersarse por tributarios adyacentes al 
Paraná-Paraguay (Albert y Reis, 2011). También se ha reportado que esas especies 
que están presentes en un área paleogeográfica abarcaban ambas cuencas antes 
del evento vicariante que originó la configuración hidrográfica actual (Albert y Reis, 
2011), por ejemplo, varias especies de cíclidos en la amazonia boliviana también se 
encuentran en la región Paraná-Paraguay (Kullander,1986). 
 
El MOTU 22 (Mixed-region) es el que más llama la atención respecto a las especies 
nominales, encontrando 6 especies y 7 regiones biogeográficas. Aunque este tipo 
de patrón se ha observado en otros estudios de peces neotropicales, por ejemplo, 
con los géneros Eretmobrycon, Bryconamericus y Hemibrycon con MOTU que 
presentan 3 o 4 especies de zonas diferentes (Garcia-Melo et al., 2019). Para este 
MOTU, ocupado mayoritariamente por P. motoro y P. orbignyi, demostrando que 
son un complejo de especies con amplia distribución geográfica, como se había 
propuesto anteriormente por Renza-Millán et al., (2016) y Batista-Morales (2017). 
La especie P. motoro presenta la distribución más amplia del género, encontrándose 
desde la cuenca Orinoco hasta el sistema del río de la Plata (Rosa 1985, Lobola & 
Carvalho 2013). Al tener una distribución extensa y habitando diferentes rios, 
presenta variaciones en el patrón de coloración, el cual puede variar entre 
poblaciones de diferentes cuencas (Lobola & Carvalho 2013). En el caso de P. 
orbignyi también presenta variantes de coloración (Rincón, 2006), debido a la 
variación en rasgos morfológicos como diferencias de tamaño y peso en madurez 
(Lasso et al. 2013). Debido a su amplia distribución y su gran variabilidad se han 
presentado identificaciones erróneas como se puede evidenciar en el árbol 
ultramétrico. 
Según Kekkonen et al., (2015) los casos de discordancia entre los límites de las 
especies y los MOTUs también pueden reflejar errores por un conocimiento 
insuficiente de los taxones de estudio. 
 
El MOTU 28 (Cuenca del Amazonas) es la más diversa con 8 especies nominales 
y 3 regiones biogeografías; bajo amazonas, alto amazonas y Xingú. Esta región 
presenta cualidades biogeográficas muy importantes que ocurrieron en el pasado, 
debido a la formación de los ríos y cuencas de América del Sur a fines del Cretácico 
y el Cenozoico, seguido de las incursiones marinas en el continente (Lovejoy et al., 
1998). Al momento de la incursión, ocurre una mezcla de aguas que desempeñaron 
un papel en la transición de la biota marina a los ambientes de agua dulce 
amazónicos durante el Mioceno, formando el mega-humedal Lago de Pebas (Albert 
y Reis, 2011). Los peces que habitaban el lago podían moverse libremente por casi 
toda la región amazónica que alcanzó un tamaño de más de 1.1 millones de KM2, 
formando uno de los ecosistemas acuáticos continentales más grandes que se 
conocen (Wesselingh y Salo, 2006). Dicho lago se extendió desde la cuenca de la 
del sur de Bolivia (Chaco) drenando hacia el norte hasta el Caribe a través de la 



cuenca de los Llanos (Wesselingh et al., 2002). Las incursiones marinas en el 
continente, que llevaron al origen de la familia Potamotrygonidae (Lovejoy et al., 
1998) y el ancestro común de todas las especies (Potamotrygon ucayalensis) que 
habitó este lago, fue encontrado en la Amazonia peruana y representó la evidencia 
más antigua de rayas adaptada al agua dulce, hace aproximadamente 50 MA (Adnet 
et al., 2014).  
 
Por otro lado, la cuenca del Amazonas ha servido de “puente” entre las distintas 
regiones biogeográficas en todos sus eventos geomorfológicos. Al norte comparte 
tributarios con las regiones del Orinoco y Esequibo a través de la cuenca 
Negro/Branco, al este con las regiones Xingú, Tocantins y Tapajós (Fontenelle et 
al., 2021a) y todo esto por sus más de 1000 ríos tributarios del río Amazonas 
(Ziesler, 1979). Por tal motivo, la diversificación de los sistemas acuáticos del 
Amazonas está directamente relacionada con la historia geomorfológica, siendo la 
del período del Mioceno la más importante (Albert et al., 2006; Hubert & Renno, 
2006), donde las cuencas ya sea por conexiones entre ellas, las alteraciones de los 
sistemas de drenaje y la captura de ríos promovieron la vicarianza y la especiación 
alopátrica (Bermingham & Moritz, 1998). Así, la historia geomorfológica de la 
formación de ríos y cuencas proporciona un buen modelo para estudios de 
diversificación de la ictiofauna (Lundberg et al., 1998; Montoya-Burgos, 2003). 
Nuestro trabajo refleja que las cuencas que presentan mayor diversidad son las que 
en algún momento tuvieron relación con la cuenca amazónica. 
 
Los posibles errores de identificación de especímenes de rayas se deben, entre 
otras cosas a la presencia de especies crípticas dentro de la familia (Batista-
Morales, 2017), e identificaciones erróneas debido por la gran cantidad de 
variaciones en los patrones de color que exhiben al ser especies muy policromáticas 
(De Carvalho et al., 2013; Faria et al., 2012). Por ejemplo, existen especies cripticas 
se han clasificado incorrectamente en especies “validas” (Beheregaray y Caccone, 
2007). Este fenómeno, se aprecia en P. orbignyi que aparece en más de una MOTU 
(1, 7, 12, 14, 15, 21, 22 y 28). Dichas inconsistencias evidencian la necesidad del 
uso de datos moleculares como complemento de la taxonomía clásica. Esta 
necesidad no es exclusiva de las rayas de rio, sino que la presencia de especies 
crípticas en diversos grupos taxonómicos (Olivieri et al., 2007) y en varias regiones 
biogeográficas ha llevado a un crecimiento exponencial del uso de herramientas 
moleculares para delimitar estas especies (Pfenninger y Schwenk 2007). 
 
Este trabajo permitió esclarecer inconsistencias de algunas secuencias que habían 
sido depositadas en las bases de datos con incertidumbres taxonómicas tales como; 
"sp". (especie indeterminata), “aff.” (especie affinis) y “cf.” (conferir; comparar). 
Estas ambigüedades taxonómicas o errores de identificación por parte de los 
autores son numerosos, por lo que la implementación de la delimitación puede 
ayudar a resolver estos errores y proporciona un marco único para abordar 
cuestiones posteriores en taxonomía, sistemática y biogeografía (García-Melo et al., 
2019). Es importante destacar que algunas de las especies “sp” se agrupan en un 
único MOTU haciendo evidente el desconocimiento taxonómico en el grupo y la 
necesidad de delimitar molecularmente sus especies.  



 
Finalmente, con respecto al desempeño, los resultados de los tres métodos (GMYC, 
PTP, bPTP) fueron consistentes y apropiados para la delimitación, donde cada 
MOTU en cada taxón estuvo relacionado con su región biogeográfica. Otros 
estudios de delimitación de especies realizados en peces neotropicales 
demostraron buenos resultados con estos mismos métodos con géneros de cierto 
grado dificultad taxonómica (Por ej. Silva-santos et al.,2018; Ramirez et al., 2020, 
Sanches et al., 2021).  
  



CONCLUSIONES  

 
A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, con 255 secuencias del género 
Potamotrygon se logró delimitar en 28 MOTUs. De tal modo sugerimos que algunas 
secuencias de las especies identificadas no corresponden a la especie nominal y 
se debe a especies mal identificadas, presencia de especies crípticas y por tratarse 
de un complejo de especies.  
 
La delimitación tiene concordancia, en especial con su región biogeográfica y a su 
vez esta se vio influenciada por eventos biogeográficos y evolutivos que ocurrieron 
en el pasado. 
 
El uso de herramientas con datos moleculares y análisis de inferencia bayesiana 
permiten delimitar correctamente grupos taxonómicos considerados complejos de 
estudiar debida a su baja variabilidad morfológica, especies crípticas, variaciones 
ontológicas y ubicación geográfica. 
 
El uso de bases de datos que almacenan información de distintos autores y 
diferentes áreas de estudio, con diferentes regiones de ADN (mitocondrial, nuclear) 
permiten analizar una cantidad de datos mayor y una comprensión global sobre los 
grupos taxonómicos. Sin embargo, es necesario que estas estas bases de datos se 
encuentren estandarizadas con el fin de facilitar los resultados para próximas 
investigaciones. 
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Anexo 1. Mapa de América del Sur que muestra las 13 regiones biogeográficas 
consideradas en este estudio, tomado y modificado de Fontenelle et al., (2021b).  
 
 


