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RESUMO

O género Donax, composto por cerca de 80 espécies de moluscos na superfamilia Tellinoidea, habita
varios ambientes de praias arenosas, excluindo regides polares. Recentemente, a malacologia
concentrou-se no uso da morfometria geométrica para encontrar caracteres diagnésticos. Neste estudo
utilizamos caracteres discretos conquiliolégicos e continuos com técnicas de morfometria geométrica
em seis espécies de Donax do Atlantico Ocidental para tentar reconhecer caracteres diagnésticos. As
analises de componente principal e variancia candnica revelaram Donax hanleyanus, separado de
outras espécies do Atlantico Ocidental - enquanto D. variabilis, D. gemmula, D. texasianus, D. striatus
e D. denticulatus estdao sobrepostos. A validagdo cruzada apoiou a identificacdo precisa de D.
hanleyanus e D. gemmula, com menor precisdo para outras espécies. As andlises de tamanho
indicaram variagdes nas classes de tamanho entre as espécies, sendo D. gemmula com menor
tamanho e D. hanleyanus as maiores. A dificuldade em reconhecer um padrao claro de diferenciagéo

morfométrica em Donax pode ser atribuida a fatores ambientais e filogenéticos.

Palavra chave: Donaciforme. Landmarks. Outliers. Sernambi. Taxonomia.



ABSTRACT

The genus Donax, comprising approximately 80 species of mollusks in the superfamily Tellinoidea,
inhabits various sandy beach environments, excluding polar regions. Recently, malacology has focused
on achieving taxonomically valid morphological understanding, employing geometric morphometrics. In
this study, geometric morphometric techniques were applied to six species of Donax from the Western
Atlantic. Through the use of markers and measurements such as landmarks and semilandmarks,
morphological variations in shells were described. Comparative analyses revealed differences among
species, particularly in the posterior aperture of the shell and the position of the umbo of Donax
hanleyanus, distinguishing this species from others. Principal Component Analyses demonstrated
morphological variations along different axes, while Canonical Variate Analysis confirmed the distinction
of D. hanleyanus and, to a lesser extent, Donax gemmula. Cross-validation supported the precise
identification of D. hanleyanus and D. gemmula, with lower accuracy for other species. Size analyses
indicated variations in size classes among species. In summary, geometric morphometrics highlighted
significant morphological variations among Donax species, underscoring its importance in

understanding taxonomic relationships within this group of bivalves.

Keyword: Donaciform. Landmarks. Outliers. Sernambi. Taxonomy.
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1. INTRODUGAO

Os telindideos (Ordem Tellinoidea) diferem marcadamente de outros bivalves por serem um
dos grupos de infaunadores marinhos mais profundos no substrato. Esse habito esta correlacionado a
caracteristicas como o desenvolvimento da extensao do sifdo acoplado a um longo musculo retrator e,
secundariamente, a um musculo cruciforme exclusivo (PREZANT, 1998; LAUDIEN ET AL., 2003).
Dentro dos telindideos, a familia Donacidae se destaca por apresentar espécies adaptadas a habitar
zonas entremarés dominadas pela instabilidade do substrato arenoso, determinada pela agao das
ondas - especialmente as do género Donax (DE LA HUZ et al.,, 2002). Esse comportamento é
caracterizado por um deslocamento ativo momentaneo dos organismos, saindo do substrato, sendo
levados junto com as ondas e depois se enterrando rapidamente na zona supralitoral (ANSELL &
TRUEMAN, 1973; ANSELL, 1983; PASSOS e DOMANESCHI, 2004). Por serem estritamente
filtradores, os donacideos tém grande importancia para a cadeia alimentar, sendo fonte de alimento
para aves, peixes, crustaceos e também para consumo humano em diversas sociedades
(CARSTENSEN et al., 2009).

O género Donax Linnaeus, 1758 (latu sensu, seguindo Moncada et al., 2022), apresenta cerca
de 80 espécies distribuida s em quase todos os ambientes de praia arenosa, exceto em aguas polares
(ANSELL, 1983; HUBER, 2015). Existem 8 espécies de Donax |.s. no Atlantico Ocidental, com trés
espécies exclusivas da costa norte-americana (ADAMKEWICZ & HARASEWYCH, 1996): Donax fossor
Say, 1822, D. variabilis Say, 1822 e D. texasianus Philippi, 1847; duas espécies distribuidas desde o
Caribe até a costa nordeste do Brasil (WADE, 1967; RIOS, 2009): D. denticulatus Linnaeus, 1758 e D.
striatus Linnaeus, 1767; e duas espécies exclusivas da costa da América do Sul (GIL & TOME, 2001;
RIOS, 2009): D. hanleyanus Philippi, 1847, variando da costa leste brasileira até a Argentina, e D.
gemmula Morrison, 1971, presente na costa do nordeste brasileiro até o Uruguai. Morrison (1971)
também aponta que a espécie D. vellicatus Reeve, 1855 é exclusiva da localidade tipo no Rio Grande
do Norte, porém, com referéncias posteriores menos confiaveis em outras regides (BARROSO et al.,
2013).

O reconhecimento histérico de espécies em Donax quase que necessariamente envolve
caracteres conquiliolégicos, uma situagdo comum a todos os moluscos (SIGWART & SUTTON, 2007;
PONDER, 2008). Parte da definicdo das espécies de Donax esta relacionada a termos muitas vezes
subjetivos, vagos ou imprecisos, geralmente associados a forma do contorno da concha (WADE, 1967)
ou ainda termos mais subjetivos na descricdo, como "triangular", "donaciforme" ou "arredondado" (por
exemplo, Stanley, (1970); Ansell, (1981); Webb, (1986); Morton, (2016). No entanto, caracteres
objetivos também s&o utilizados, como o formato das crenula¢gdes marginais, os dentes da charneira,
a transparéncia e a distribuicdo dos padrées de cor da concha. Mesmo assim, fica evidente que a
subjetividade nessas interpretagdes tem o potencial de induzir a erros de identificagao.

Assim, uma das tarefas da malacologia nas ultimas décadas tem sido compreender se existem
caracteristicas relacionadas a forma que possam ser expressas como caracteres taxonomicamente
validos. Recentemente, abordagens utilizando morfometria geométrica baseada em pontos homdélogos

(marcos anatdmicos ou landmarks, como ficaram conhecidos - Rohlf & Marcus, (1993); Reis, (1999)



tornaram-se uma ferramenta eficiente na quantificagdo de caracteristicas baseadas em forma e
contorno, bem como na validade taxonémica desses caracteres em um grande nimero de grupos de
bivalves (por exemplo, COLLINS et al., 2013; FERNANDEZ-PEREZ et al., 2016; MONEVA ET Al., 2014;
MARINHO & ARRUDA, 2021; MARQUES et al., 2022). Recentemente, essas ferramentas também
comecaram a ser aplicadas as espécies de Donax (SIGNORELLI & PRINTRAKOON, 2020;
PRINTRAKOON et al., 2022).

1.1 Objetivos Geral

Neste trabalho, utilizamos técnicas de morfometria geométrica baseadas em marcos
anatbmicos (landmarks) e curvas (semilandmarks), bem como a delimitacdo de caracteres
conquiliolégicos discretos em seis espécies de Donax do Atlantico Ocidental, abrangendo desde a

Flérida até a Argentina, com o objetivo de determinar:

1.2 Objetivos Especificos

1) Se existem diferengas morfoldgicas entre as espécies e ao longo das regides;

2) Quais diferengas estdo relacionadas a essas espécies e como poderiam ser utilizadas como
caracteristicas diagnoésticas especificas;

3) Quantificar diferengas gerais utilizando o conceito de disparidade morfoldgica;

4) Comparar se dados discretos e continuos (ou seja, morfométricos) podem ser utilizados como

identificadores taxonémicos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Levantamentos das Espécies

Utilizamos, para este trabalho, espécimes das coleg¢des biolégicas do Museu de Zoologia da
Universidade de S&o Paulo (MZSP) e da Academia de Ciéncias Naturais da Filadélfia (ANSP).
Selecionamos seis espécies de Donax que ocorrem desde a Fldrida até a Argentina (Figura 1, A-R):
Donax variabilis, D. texasianus, D. striatus, D. denticulatus, D. hanleyanus e D. gemmula. Na auséncia

de hol6tipos ou séries-tipo, utilizamos espécimes da localidade-tipo.



Figura 1. Exemplo de espécimes utilizadas aqui. A-C: Donax variabilis; D-F: D. texasianus; G-1: D. striatus; J-L: D.

denticulatus; M-O: D. hanleyanus; P-R: D. gemmula

Analisamos um total de 441 exemplares de procedéncia registrada de todo o Atlantico
Ocidental. A distribuicdo por espécie foi a seguinte: 207 individuos de D. hanleyanus; D. gemmula, com
74 individuos; D. variabilis, representada por 49 individuos; D. texasianus, com 9 individuos; D. striatus,

com 41 individuos; e, por fim, D. denticulatus, totalizando 66 individuos.

2.2 Analise Morfométrica

Para a morfometria geométrica, foram selecionadas as maiores valvas que n&o apresentavam
injurias em suas margens, evitando assim efeitos alométricos e vieses de analise. As imagens foram
capturadas a partir da superficie interna das valvas, com apoio sob lupa estereomicroscépica. Como
padrao, a orientagdo das valvas esquerdas foi utilizada de modo que as valvas direitas fossem
espelhadas. As marcagdes e medicoes foram realizadas no software TPS Dig. Os landmarks foram
escolhidos com base no facil reconhecimento entre esses pontos em diversos grupos de bivalves (como
exemplo, o umbo) ou em regides relacionadas a caracteristicas anatémicas internas (como a saida dos
sifdes). Os semilandmarks foram escolhidos com base em pontos equidistribuidos entre os landmarks,
aproximando-se do contorno geral da concha. Dessa forma, foram selecionados 10 landmarks (LM) no
contorno e nas cicatrizes paliais e adutoras, e 27 semilandmarks igualmente espagados ao longo da
margem da concha, sem deslizamento (sliding, Tabela 1; Figura 2). Foram consideradas as seguintes
variaveis (classificadores) iniciais: (A) espécie; (B) regides (estados, provincias e paises); (C) valva
esquerda e direita. Como ndo foram observadas diferencas entre regides nem entre valvas esquerdas

e direitas, considerou-se apenas a variavel espécie.

Tabela 1. Landmarks e suas respectivas descrigdes por pontos.

LANDMARKS HOMOLOGIA
1 Umbo da concha (Acima dos dentes cardinais)
2 Ponto mais anterior da margem lateral
3 Ponto médio entre os pontos 2 e 4 na margem lateral inferior anterior
4

Ponto mais ventral da margem



5 Margem lateral posterior inferior (equivalente a porgéo ventral da abertura

sifonal)
6 Margem lateral posterior (equivalente a por¢ao dorsal da abertura sifonal)
7 Ponto de contato da cicatriz do musculo adutor posterior e cicatriz do seio
palial posterior
8 Extremidade anterior do seio palial
9 Ponto de contato da cicatriz do musculo adutor anterior e da Cicatriz da linha
palial anterior
10 Extremidade posterior da linha palial (aproximadamente acima das cicatrizes

do musculo cruciforme)

4

Figura 2. Pontos homélogos (landmarks) em vermelho distribuidos sobre a valva em seguida na margem da concha

as curvas (semilandmarks) representado por pontos em azul escuro compondo o contorno na margem da concha.

2.3 Analise dos Dados

Para a obtengao dos dados, foram realizadas analises comparativas utilizando apenas os 10
landmarks no Morphod e posterior analise com marcos e semilandmarks no ambiente R Studio. A
sequéncia de analise foi a seguinte: (A) alinhamento de landmarks e semilandmarks pela Analise
Generalizada de Procrustes, resultando em uma matriz de covariancia; (B) retirada de outliers; (C)
Andlise de Componentes Principais (PCA); (D) Analise de Variagdo Candnica (CVA); (E) Classificagao
e teste de diferengas entre variaveis utilizando fungao discriminante; (F) disparidade morfoldgica entre
espécies; (G) testar diferengcas de modularidade e se partes de marcos anatémicos formam complexos
morfolégicos via regressédo de quadrados minimos parciais (PLS). As andlises realizadas no ambiente
R Studio utilizaram os pacotes Geomorph para as analises A, B, C, D e G; ja para E e F, foram utilizados
os pacotes Geomorph e Morpho em conjunto.

Para a realizagdo de uma chave taxondémica, amostramos caracteres conquiliolégicos
objetivamente diferentes, que ndo apresentam sobreposic¢do, utilizando uma matriz de dados taxon-

caracteres no programa Mesquite, o que resultou na produgéo de uma arvore filogenética inicial simples
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e dicotdmica, posteriormente visualizada no programa Winclada. Foram considerados como caracteres
discretos aqueles que possuem reconhecimento objetivo quanto a forma (por exemplo, reto/concavo)
e tamanho, sem sobreposicdo em sua métrica, considerando auséncia ou presenca total. Estes
caracteres foram levados em consideragao somente se os estados ocorrerem em todos os individuos

dentro da mesma espécie.

3. RESULTADOS

3.1 Analise de Componentes Principais

O primeiro componente principal separa relativamente bem D. hanleyanus das demais
espécies, que se apresentam sobrepostas no morfoespaco (Figura 3). A sobreposigdo € total nos
demais componentes principais. Os componentes principais PC1, PC2 e PC3 explicam 56,89% de toda
a variagdo. O eixo de variagcdo morfologica foi representado como um morfoespago com os trés
primeiros componentes principais (Figura 3 A). A forma média (Figura 3 B) parece ser mais proxima de
D. gemmula. O PC1 (30.53%) demonstrou uma forte correlagdo com o tamanho da regido da margem
posterior (LM 5,6) e em relagdo a abertura dos sifées e a posi¢gdo do umbo (LM 1). Na espécie D.
hanleyanus, observou-se uma abertura posterior maior (LM 5,6) e um umbo (LM 1) posicionado mais
posteriormente do que nas outras espécies analisadas. O alongamento da concha esta contido tanto
no PC2 (16.33%) quanto no PC3 (10.03%) (Figura 3 C).
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Figura 3. Morfoespago das espécies de Donax, dado pela relagdo dos principais componentes principais: a)
Representagdo dos eixos de variagdo das formas morfoldgicas obtidos por meio da analise de componentes

principais PC1, PC2 e PC3; b) Configuragdo da forma média com os landmarks (Pontos vermelhos) e
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semilandmarks (Pontos em amarelo); c) Distribuicdo dos trés primeiros componentes principais com as

quantidades relativas de variéncia explicada de cada componente entre parénteses.

3.2 Analise de Variaveis Canodnica

A analise canbnica apresentou cinco variaveis, sendo que os trés primeiros eixos candnicos
respondem por cerca de 93% de toda a variagdo (CV1, CV2 e CV3, Figura 4). A distribuicao das
variaveis candnicas revelou que a espécie D. hanleyanus exibe uma distinta separacdo em comparagao
com as demais espécies, explicada principalmente pela primeira variavel canbnica (CV1, 57.76%),
assim como pelo PC1, relacionado a parte posterior e ao posicionamento do umbo. O CV2 (22.76%)
mostra uma tendéncia a distingdo de D. gemmula dos demais donacideos, embora apresente uma
pequena sobreposigdo com D. striatus. O CV3 (12.75%) distingue as formas mais "triangulares" das
formas mais quadradas — dado pelo alongamento das regides ventrais (LM 5,3,2) e do umbo (LM 1) —
como demonstrado pelas formas menos alongadas em D. striatus e mais alongadas em D. variabilis.

No entanto, a sobreposi¢do é muito alta entre todas as espécies.

Species

[+] Donax denticutatus
Donax gemmula

| « | Donax hanleyanus

Donax striatus

5.0

Donax texasianus

| = | Donax variabils

2.54

CV.2

0.0

=251

Figura 4. Variagdo dos trés principais eixos de variancia candnica das espécies de Donax (CV.1, CV.2 e CV.3),

ilustrando as formas extremas baseadas em espécimes analisados.

3.3 Validagao Cruzada por Fungao Discriminante

A validagéo cruzada classificou corretamente a espécie D. hanleyanus como diferente das
demais, apresentando um total de 100% em sua classificagdo (Tabela 2). A espécie D. gemmula
apresenta 95,94% de classificacdo correta. Ja as espécies D. denticulatus, D. striatus e D. variabilis

apresentaram uma porcentagem de classificagéo inferior a 95% (Tabela 2). A distancia de Mahalanobis

12



mostrou que a espécie D. hanleyanus apresenta a maior distancia entre todas as espécies, enquanto

D. striatus e D. denticulatus apresentam a maior proximidade (Figura 5).

Tabela 2. Classificagcao - Validagédo cruzada por fungéo discriminante das espécies: Na diagonal (% em negrito)
temos o valor de classificacdo entre as espécies amostradas; Na regido diagonal superior, as distancias

Euclidianas; Ja na diagonal inferior, as distancias de Mahalanobis.

VALIDAGAO CRUZADA POR FUNGAO DISCRIMINANTE E DISTANCIA ENTRE OS CENTROIDES

Espécies D. denticulatus D. gemmula D. hanleyanus D. striatus D. texasianus D. variabilis
D. denticulatus 84.84% 0.04961742 0.08460958 0.04051262  0.05783365 0.07536630
D. gemmula 6.333868 95.94% 0.08166443 0.05885276  0.07561510 0.08914979
D. hanleyanus 6.488001 7.886711 100% 0.09673503 0.06528833 0.10816510
D. striatus 4.237890 6.115545 6.556857 80.48% 0.08257626 0.09403142
D. taxasianus 6.038002 7.783581 7.762594 7.514892 25% 0.07363417
D. variabilis 5.073473 7.056997 7.370025 6.436632 6.107221 91.83%

3.4 Disparidade Morfolégica

A anadlise da disparidade morfoldgica (Tabela 3), por meio da variagéo de Procrustes (-1/log de
variagao), revelou que ha uma menor disparidade relativa em D. texasianus, seguida por D. hanleyanus
e D. gemmula. A maior disparidade € encontrada em D. variabilis, seguida por D. striatus e D.
denticulatus. No entanto, esses dados de D. texasianus devem ser considerados com cautela devido a

menor amostragem desta espécie.

Tabela 3. Disparidade morfolégica através de Procrustes sobre -1 logaritmo da varidncia estudada.

ESPECIES VARIANCIA DE PROCRUSTES

D. denticulatus 0,47950751
D. gemmula 0,45429882
D. hanleyanus 0,45396217
D. striatus 0,48090235
D. texasianus 0,44979137
D. variabilis 0,50241834

13



Donax striatus
Donax texasianus
Donax variabilis

Donax gemmula
Donax denticulatus
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Figura 5. Dendrograma mostrando as distancias de Mahalanobis considerando as espécies como grupo.

3.5 Regressao de Tamanho e dos Minimos Quadrados Parciais

Para o tamanho dos individuos estudados, foi conduzida uma analise de regressao sobre os
escores das variaveis dos organismos em rela¢cao ao logaritmo do tamanho do centroide, resultando
na definigdo de trés classes de forma determinadas pelo tamanho do centroide, o qual esta relacionado
ao tamanho das conchas (Figura 6). A espécie D. gemmula apresenta os menores espécimes,
enquanto D. striatus e D. variabilis apresentam espécimes em grupos medianos e menores. Ja as
espécies D. texasianus e D. denticulatus apresentam espécimes medianos, e D. hanleyanus, por sua

vez, esta presente em todas as classes de tamanho, sendo a Unica espécie com as "maiores" conchas.
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Figura 6. Dispersao dos valores de regressao (representando a variagdo da forma) pelo log do tamanho (tamanho
do centréide) entre as espécies de Donax.

Embora n&do tenhamos encontrado evidéncias soélidas de modularidade entre as espécies
analisadas, realizamos testes entre conjuntos de landmarks que apresentavam maior covariagéo
conjuntamente, por meio de analise de regressdo dos minimos quadrados parciais (PLS). O objetivo
aqui é testar se o seio palial € um moddulo que varia independentemente do restante da concha. O
conjunto mais correlato € o conjunto que inclui o contorno da margem total, as marcas musculares
(musculos adutores) e o seio palial (rv = 0,293), em comparag¢ao com apenas o seio palial e o restante
(rv =0,209), o que demonstra que o seio palial apresenta uma leve independéncia em relagédo a concha,
mas com menor poder de separacao taxondmica do que a forma da concha (representada pelo bloco

"margem da concha") (Figura 7 A, B).
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Figura 7. Comparacgéo entre blocos de minimos quadrados parciais (PLS Block) em duas configuragbes: A) entre
maracas musculares (incluindo seio palial) e o contorno geral da concha e B) somente o seio palial e contorno da

concha.
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3.6 Chave de Identificagao

Foram identificados 5 caracteres discretos especificos dos taxons aqui presentes, distribuidos
em trés grupos: a) ornamentagéo da superficie externa da concha (com dois caracteres: nédulos na
superficie posterior e linhas de crescimento); b) forma geral (presenca/auséncia de quilha); c) charneira
(posicao relativa da ninfa dividida em dois caracteres: em relagdo ao dente cardinal e em relacdo a

denticao lateral posterior). A chave dicotdmica encontrada esta abaixo:

3.6.1 Chave de identificagao

1.a — Superficie posterior nodular (Figura 8 M) D. hanleyanus
1.b — Superficie posterior ndo nodular 2

2.a — Superficie ndo quilhada (Figura 8 P) D. gemmula
2.b — Superficie quilhada com angulagéo (Figura 8 M) 3

3.a — Ninfa dorsal ao dente cardinal (Figura 8 A)

3.b — Ninfa por posteriormente ao dente cardinal (Figura 8 B-C)

4.a — Linhas de crescimento visiveis, pontuada (Figura 9 A) D. denticulatus
4.b — Linhas de crescimento nao perceptiveis (Figura 9 B) D. striatus
5.a — Ninfa levemente sobreposta ao dente posterior (Figura 8 B) D. variabilis
5.b — Ninfa separada do dente posterior (Figura 8 C) D. texasianus

Figura 8. Margem da denti¢cdo da charneira nas espécies D. hanleyanus (A), D. variabilis (B) e D. texasianus (C).
representa o dente cardinal bifido (c), ligamento externo (1), ninfa (ny) e dente lateral posterior (p) respectivamente.

Escala =1 mm.
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Figura 9. Regido externa da concha composta por costelas onde A representa costelas com linhas de crescimento

visivel com pontuagdes em D. denticulatus e B costelas sem linhas de crescimento visiveis em D. striatus. Escala

=0.4 mm.

4. DISCUSSAO

A busca por caracteres universais e reconheciveis tem sido um dos principais objetivos das
ciéncias taxondmicas. Durante os anos 80 e 90, a busca por discretizagao de caracteres continuos era
um dos principais objetivos na taxonomia classica e na sistematica filogenética - haja visto que
caracteres discretos eram preferenciais em matrizes de caracteres - ou se caracteres eram continuos,
a discusséao era como discretizar, tornando- um carater objetivo como diagndsticos de clados e grupos
taxondmicos (SEBERG, 1984; BAUM, 1988; THIELE, 1993; WIENS, 2004). A partir do inicio deste
século, os dados morfométricos baseados em landmarks, devido ao avango de algoritmos — bem como
sua popularizagcado — passaram a ser mais utilizados como descritores ou diagndsticos na sistematica
(veja, por exemplo, MITTEROECKER & GUNZ, 2009), bem como na sistematica filogenética
(CATALANO et al., 2010). Um dos pontos € que, de fato, existem diferengas conquiliolégicas discretas
e continuas para todas as espécies aqui vistas. No entanto, ha ressalvas a serem consideradas. Por
exemplo, embora todas as espécies apresentem caracteristicas discretas, deve-se considerar o
numero reduzido de diferengas encontradas (5 caracteres em 6 espécies), que pode tornar o
reconhecimento e caracteres diagndsticos mais complexo com adi¢gdo de novos taxons. Algumas
caracteristicas tradicionalmente diagndsticas também se mostraram falhas. Por exemplo, a forma
posterior "obtusa" referente a D. striatus comum em varias descrigdes desde o século XIX (veja
TURTON, 1802) é caracterizada pelo tamanho da abertura palial. No entanto, a analise morfométrica
aqui demonstrou que a margem palial apresenta variagdo comum a todas as espécies, com baixa
caracterizagao diagnéstica para D. striatus. Por outro lado, a punctuagéo ao longo da superficie dorsal
como diagndstica de D. denticulatus, ja apontada por Wade (1969), mostrou-se valida.

Os dados continuos, por outro lado, evidenciaram uma complexidade maior no diagndstico
destas espécies. A analise dos dados morfométricos, embora haja alguma sobreposicéo, apresenta a
distingdo de D. hanleyanus das demais espécies do Atlantico Ocidental. As demais espécies exibem

sobreposicdo no morfoespago, formando um grande agrupamento, e dentro desse agrupamento,

17



destacam-se os conjuntos D. striatus e D. denticulatus, bem como D. texasianus e D. variabilis. Embora
D. gemmula tenha dificuldade em se separar desse agrupamento, se destaca das demais por possuir
um tamanho menor de fato.

A complexidade na diferenciagdo morfolégica do género Donax aqui observada tem sido um
constante desafio na morfometria comparativa convencional com outros grupos de bivalves, onde em
grande parte a sobreposicdo € comum (e.g. MORAIS et al.,, 2014; PRINTRAKOON et al., 2022;
MARQUES et al., 2022). Alguns pontos podem justificar esta dificuldade na separagéo destas espécies
usando apenas a forma. Sabe-se que entre os bivalves infaunais ha uma forte associagao entre o tipo
de substrato ocupado e a forma e ornamentacdo dos bivalves (STANLEY, 1971; VERMEIJ, 1973;
NOLAN, 1991; TRUSSELL, 2000; BAYNE, 2004; SOUSA et al., 2007; INOUE et al., 2009). Embora
seja reconhecido que formas epifaunais apresentem uma grande plasticidade fenotipica entre os
bivalves (por exemplo, HUNTLEY et al., 2018), recentemente se reconhece que infaunais também
apresentam alta plasticidade fenotipica (por exemplo, COPE & LINSE, 2006; HARPER et al., 2012;
REED et al.,, 2013; GHOZZI et al.,, 2022). Embora seja dificil distinguir quais sdo as variaveis
preponderantes nesta plasticidade, alguns dados apontam o conjunto substrato-temperatura-regido.

Por exemplo, alguns estudos indicam que o conjunto regido-sedimento parece ter um efeito
maior na forma, por compartilhar habitats e requisitos fisicos mais semelhantes (por exemplo, REED et
al.,, 2013; WU et al., 2022). J4 em escalas maiores, somente a temperatura parece ter um efeito no
tamanho geral (por exemplo, BERKE et al., 2013). Outros estudos apontam que o tamanho parece
estar mais associado a questdes filogenéticas e de desenvolvimento do que a produtividade primaria
local (SAULSBURY et al., 2019). Cabe lembrar que nos donacideos, a exposi¢do temporaria fora do
sedimento & uma dimensao que deve ser considerada. Por exemplo, Soares et al. (1998) encontraram
variagdes morfolégicas na forma de Donax serra relacionadas ao regime dindmico praial. As espécies
aqui analisadas foram encontradas distribuidas ao longo do Atlantico Ocidental, onde diversas
condi¢cdes ambientais como aporte sedimentar, temperatura, profundidade e salinidade variam, o que
explica os valores de disparidade. Como exemplo, D. hanleyanus ocorre na costa leste-sul brasileira,
dominada por correntes mais quentes e um maior aporte sedimentar, até a costa argentina, dominada
por correntes mais frias e menor aporte sedimentar (HERRMANN et al., 2009).

Em segundo lugar, é importante levar em conta a questéo das relagdes filogenéticas entre os
donacideos aqui presentes. Os dados genéticos demonstram que ha proximidade entre as espécies
que formam o agrupamento principal aqui detalhado. Utilizando marcadores de RAPD (ADAMKEWICZ
& HARASEWYCH, 1996), apontavam D. striatus e D. denticulatus como proximas filogeneticamente,
corroborando nossos dados morfométricos. Moncada et al. (2022) também aponta D. hanleyanus como
a mais distante filogeneticamente dos demais Donax do Atlantico Ocidental, tendo como grupo irmao
D. californicus Conrad, 1837, do Pacifico Oriental, o que explicaria a forte distingdo morfométrica aqui
encontrada. Evidentemente, a questao filogenética dos donacideos ainda é uma questao em aberto.
Para isso, novas abordagens genéticas sobre os telinoideos tém sido uma grande estratégia para
obtermos relagdes filogenéticas e, através de outras ampliacdes amostrais e completas, poderemos
tornar possivel as solugdes para resolver tais questdes em sistematica destes individuos (BOORE,
1999; CARSTENSEN et al., 2009; FERNANDEZ-PEREZ et al., 2017).
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Além de dados moleculares, outros dados podem ser levados em conta, como os dados
anatbmicos de partes moles e ultraestrutura. Por exemplo, Introini et al. (2013) destacaram notaveis
disparidades nos espermatozoides de D. hanleyanus e D. gemmula, especialmente nas caracteristicas
relacionadas ao acrossomo e ao padrao de condensagao da cromatina. O espermatozoide de D.
hanleyanus revelou um nucleo com cromatina granular em formato de corda, envolto por uma vesicula
acrossomal longa e conica que se estendia para além da fossa nuclear anterior. Em contraste, o
espermatozoide de D. gemmula exibiu cromatina compacta, com seu acrossomo parcialmente inserido
na fossa nuclear anterior, apresentando uma ponta em forma de bolha.

Wade (1968) sugere que D. striatus apresenta ancestralidade comum com D. denticulatus
devido a distribuicdo simpatrica. O mesmo autor também aponta que o ceco pdstero-dorsal de D.
striatus resultou em um processo lento de desaparecimento em D. denticulatus. Dessa forma, a
preferéncia pelas localidades e suas condigdes especificas estdo fortemente relacionadas aos fatores
abidticos e as limitagbes do ambiente. Essas relagdes influenciam diretamente a morfologia e os
comportamentos dos donacideos. Por exemplo, a energia das ondas, a composi¢do e o tipo dos
sedimentos, a tolerancia a temperaturas extremas e a exposi¢édo ao ar sao fatores que podem explicar
a separagado de cada nicho ecoldgico e os comportamentos migratérios em regides entre marés
(ANSELL, 1981; MANATRINON et al., 2012).

5. CONCLUSAO

As analises morfologicas com dados continuos e as demais andlises discriminantes aqui
apresentadas mostraram-se Uteis na separacdo e identificacdo de Donax hanleyanus das demais
espécies, bem como revelaram maior variagdo em classes de tamanho em comparagéo com as demais
espécies, 0 que contribui para sua distingdo, corroborando os resultados dos autovalores dos scores.
Ao mesmo tempo, Donax gemmula mostrou uma tendéncia de separagéo das outras espécies, com 0s
valores de classificagdo proximos aos de D. hanleyanus. Ja outras espécies apresentaram diferengas
dentro do préprio grupo, como D. variabilis, que demonstrou alta variagdo morfolégica em sua concha,
enquanto as analises de distancia de Mahalanobis sugerem a formacéao de grupos préximos entre D.
denticulatus e D. striatus, com D. gemmula como irmao deste grupo. Quanto as possiveis variagdes
morfolégicas independentes observadas neste trabalho, vale também destacar que as marcas
musculares juntamente com o seio palial apresentam certa independéncia em relagdo a forma da
concha, embora sua capacidade de separacéo taxondmica seja inferior a forma da concha.

No entanto, a importancia da investigagdo de caracteres discretos mostrou-se util na utilizagao
conjunta com dados continuos. Dessa forma, para estudos futuros em identificagdo taxondmica em
bivalves, defendemos a utilizagdo do conjunto de dados continuos e discretos. Essa abordagem
sistematica contribui ndo apenas para a precisdo taxonémica, mas também para a compreensao mais
profunda da biodiversidade marinha, auxiliando na preservacdo e no manejo adequado de bivalves.
Também destacamos a necessidade do uso dessas ferramentas para a melhoria da capacidade de
identificacao de espécies de Donax, proporcionando beneficios significativos para a pesquisa cientifica

€ a conservagao dos ecossistemas marinhos no Atlantico Ocidental.
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Abstract

The genus Donax, comprising approximately 80 species of mollusks in the superfamily Tellinoidea,
inhabits various sandy beach environments, excluding polar regions. Recently, malacology has
focused on employing geometric morphometrics in search for diagnostic reliable features. In this
study, we use discrete conchological and continuous characters with geometric morphometric
techniques on six species of Donax from the Western Atlantic. We also use. The principal component
and canonical variance analyses revealed Donax hanleyanus, separated from others Western Atlantic
species — whereas D. variabilis, D. gemmula, D. texasianus, D. striatus and D. denticulatus are
overlapped. The regression analysis with centroids shows the size as feature in some species -
Donax gemmula as the smaller and D. hanleyanus as the larger specimens. Cross-validation
supported the precise identification of D. hanleyanus and D. gemmula, with lower accuracy for other
species. Although few discrete characters were recognized, they were sufficient to be used as a
diagnosis in each species. The difficulty in recognizing a clear pattern of morphometric differentiation

in Donax can be attributed to environmental and phylogenetic factors.
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1 INTRODUCTION

The tellinoids (Order Tellinoidea) are markedly different from other bivalves
because they are the deepest marine burrowers of soft sediments among infaunals
clams, associated with the development of siphon extension coupled to a long
retractor muscle and secondarily to an exclusive cruciform muscle (Prezant, 1998;
Laudien et al., 2003). Among the tellinoids, the family Donacidae differs by
presenting species adapted to inhabit intertidal zones dominated by instability of the
sandy substrate determined by wave action - especially those of the genus Donax
(De La Huz et al., 2002). This behavior is characterized by a momentarily dislodging
of the clams from the substrate and floating with the waves and then quickly burying
themselves in the supralittoral zone (Trueman, 1971; Ansell, 1983; Passos &
Domaneschi, 2004). Because they are strictly filter feeders, donacids are of great
importance for the food chain, both for birds, fish, crustaceans and for human
consumption in various societies (Carstense et. al, 2009).

The genus Donax (the surf clams) presents circa 80 species distributed
throughout almost all sandy beach environments (latu sensu following Moncada et
al., 2023), except in polar waters (Ansell, 1983; Huber, 2015). There are 8 species of
Donax I.s. in the Western Atlantic, with three species exclusive to the Northern
American coast (Adamkewicz & Harasewych, 1996): Donax fossor Say, 1822, D.
variabilis Say, 1822 and D. texasianus Philippi, 1847; two species ranging from
Caribbean to Northeastearn coast of Brazil (Wade, 1967; RIOS, 2009): D.
denticulatus Linnaeus, 1758, and D. striatus Linnaeus, 1767; and two species
exclusive to South America coast (Gil & Tomé, 2001; Rios , 2009): D. hanleyanus
Philippi, 1847 ranging from Eastern Brazilian Coast to Argentina and D. gemmula
Morrison, 1971, ranging from Northeastern Brazilian Coast to Uruguay. Morrison
(1971) also points out that the species D. vellicatus Reeve, 1855 are exclusive to the
type locality in Rio Grande do Norte, however, with later dubious references to other
regions (Barroso et al., 2013). The historical recognition of species in Donax almost
necessarily involves conchological characters, a common situation for all molluscs
(Sigwart & Sutton, 2007; Ponder & Lindberg, 2008). Part of the definition of Donax
species is related to often subjective, vague or imprecise terms generally related to

the shell’s outline (Wade, 1967) — or even more subjective such as “triangular”,



“‘donaciform' or “rounded” generally referring to parts of the shell’s contour (e.g.
Stanley, 1970; Ansell, 1981; Webb, 1986; Morton, 2016). Secondarily, the
descriptions also consider more objective characters such as the shape of the
marginal crenulations, hinge teeth, transparency and color pattern distribution of the
shell. Even so, is evident the subjectivity in these interpretations has the potential to
induce errors in identification.

Thus, one of the tasks within malacology in recent decades is to understand
whether there are characteristics related to shape that can be expressed as
taxonomically valid characters. Recently, approaches using geometric morphometrics
based on homologous points (landmarks - Rohlf and Marcus 1993; Monteiro and
Reis, 1999) have become an efficient tool in quantifying characteristics based on
shape and outline, as well as the taxonomic validity of these characters in plethora of
bivalves groups (eg: Collins et al., 2013; Moneva et al., 2014; Perez et al., 2016;
Marinho et al., 2021; Marques et al., 2022), including the Donax species (Signorelli &
Printrakoon, 2020; Printrakoon et al., 2022).

In this paper, we use techniques of geometric morphometry based on
landmarks and curves (semilandmarks) as well as discrete shell characters in six
species of Donax of Western Atlantic ranging from Florida to Argentina aiming to
determine: 1) whether there are morphological differences between species and
along the regions; 2) what differences are related to those species and how could be
used as specific diagnostic characteristic; 3) quantify general differences using the
concept of morphological disparity; 4) if there are discrete characters that could be

used as diagnostic character.

2 METHODS

Specimens from the biological collections of the Museum of Zoology of the
University of Sdo Paulo (MZSP), Natural History Museum of Rotterdam (NMR) and
the Academy of Natural Sciences of Phyladelphia (ANSP) were reviewed and
selected, corresponding to 6 species occurring from Florida to Argentina (Fig. 1):
Donax variabilis (n=49), D. texasianus (n=9). D. striatus (n=41), D. denticulatus
(n=66) and D. hanleyanus (n=207). In the absence of holotypes or type series, we
used specimens from the type locality. We used the largest undamaged valves, thus

avoiding allometric effects and analysis biases. The images carried out from the inner



surface of the valves with a support under a stereomicroscopic magnifying glass. As
a standard, the orientation of the left valves was used in such a way that the right
valves were mirrored. Markings and measurements were carried out in ImagedJ and
TPS Dig. In this way, 10 landmarks were chosen in the outline and in the pallial and
adductor scars and 26 semilandmarks equally spaced along the margin of the shell,
with no sliding (Table 1; Figure 2). The following variables (classifiers) were used: a)
species; b) regions (states and countries); c) left and right valve.

Comparative analyzes were carried out using only the 10 landmarks (LM
analysis) in MorphoJ and subsequent analysis with landmarks and semilandmarks
(Full analysis) using the Morpho and Geomorph packages in the R environment
(RTeam). The analysis sequence was: a) alignment of landmarks and semilandmarks
by Generalized Procrustes Analysis, resulting in a covariance matrix; b) elimination of
outliers and size effect; c) Principal Component Analysis (PCA); d) Canonical
Variation Analysis (CVA); e) Classification and testing of difference between
variables using discriminant function; d) Morphological disparity between species.

We sampled the discrete characters using a taxon-character data matrix in the
Mesquite software, which led to the generation of an initial, straightforward, and
dichotomous phylogenetic tree. This tree was subsequently visualized using the
Winclada software. Discrete characters were defined as those with objectively
recognizable shape (e.g., straight or concave) and size, without overlapping
measurements. These characters were included only if their states were consistent

across all individuals within the same species.

3 RESULTS

The first three main components (PC1, PC2 and PC3) account for 56.89% of
the total variation. Notably, PC1 (30.53%) distinctly show a separation of the species
D. hanleyanus from the others, while some degree of overlap is observed among the
remaining species (see Figure 3a-c). PC1 demonstrates a strong correlation with the
of the posterior margin region length, particularly in relation to the siphonal aperture,
which is wider in D. hanleyanus and and narrower in the other species. Additionally, it
correlates with the umbo position (LM 1), which tends to be central across all species
except in D. hanleyanus, where it is more posteriorly positioned. PC2 (16.33%) and

PC3 (10.03%) appear to be linked to general shell morphology, including shape



(rounded/triangular) and elongation (see Fig. 3a). Hence, a less elongated shell
corresponds to a more rounded shape within the morphospace (Fig. 3a).

The canonical analysis presented five variables, and the first three canonical
axes explained approximately 93% of the total variation (CV1, CV2; and CV3, Fig. 4).
The distribution of canonical variables revealed that the species D. hanleyanus
exhibits a distinct separation compared to the other species, primarily explained by
the first canonical variable (CV1, §7.76%). Similar to PC1, CV1 is related to the
posterior margin length and positioning of the umbo. The CV2 (22.76%)
demonstrates a tendency to differentiate D. gemmula from other donacids, although
it shows a slight overlap with D. striatus. CV3 (12.75%) distinguishes the more
"triangular" shape — characterized by the elongation of the ventral regions and the
umbo — as evidenced by the less elongated shape in D. striatus and the more
elongated ones in D. variabilis — despite presenting a significant overlap.

The cross-validated classification correctly validated the species D.
hanleyanus as different from the others, achieving a total classification rate of 100%
(Table 02). The species D. gemmula showed a classification rate of 95.94%, while
the species D. denticulatus, D. striatus, and D. variabilis exhibited lower classification
percentages. Is notable that D. texasianus presents low classification accuracy rates
(Table 02). The Euclidean and Mahalanobis distances revealed that the species D.
hanleyanus exhibited the greatest distance from all other species, whereas D.
striatus and D. denticulatus showed the highest proximity (Fig. 5).

The analysis of morphological disparity (Table 3), utilizing Procrustes variation
(-1/log variation), indicated that D. texasianus exhibits the smallest disparity, followed
by D. hanleyanus and D. gemmula. The greatest disparity is observed in D. variabilis,
followed by D. striatus and D. denticulatus. However, it's important caution when
interpreting the data for D. texasianus due to the smaller sample size of this species.

The analysis of the regression scores in relation to the logarithm of the
centroid size led to the categorization of three classes that may be related to the shell
size (Fig. 6). The species D. gemmula is associated with the smallest specimens,
while D. striatus and D. variabilis are related to medium and smaller sizes. The
species D. texasianus and D. denticulatus present medium-sized specimens,
whereas D. hanleyanus is found all across all size classes.

The RV values for modularity were found to be statistically non-significant

(alpha > 0.05) for the pallial sinus and muscle scars versus shell outline



configuration. Consequently, we conducted tests between sets of landmarks using
partial least squares (PLS) regression analysis. The most correlated set was the one
comprising the outline, muscle scars (including pallial sinus), and the pallial sinus (rv
= 0.293), in comparison to just the pallial sinus (without the adductor scars) and the
shell outline (rv = 0.209). This indicates that the pallial sinus exhibits a minor degree
of independence from the shell, albeit with less taxonomic discriminatory power than

the shell shape (represented by the "shell outline" block in Fig 7 A, B).

Discrete characters and taxonomic key:

Five discrete characters specific to the taxa present here were identified,
distributed in three groups: a) ornamentation of the outer surface of the shell (with
two characters: nodules on the posterior surface and growth lines); b) general shape
(presence/absence of keel); ¢) hinge (relative position of the nymph divided into two
characters: in relation to the cardinal tooth and in relation to the posterior lateral

dentition). The dichotomous key found is below:

1.a — Nodular posterior surface (Fig. 1M) D. hanleyanus
1.b — Non-nodular posterior surface 2
2.a — Non-keeled surface (Fig. 1 P) D. gemmula
2.b — Keeled surface with an angle (Fig. 1 M) 3

3.a — Nymph dorsal to the cardinal tooth (Fig. 8 A)

3.b — Nymph posterior to the cardinal tooth (Fig. 8 B-C)

4.a - Visible growth lines, punctuated (Fig. 9 A) D. denticulatus
4.b — Imperceptible growth lines (Fig. 9 B) D. striatus
5.a — Nymph slightly overlapping the posterior tooth (Fig. 8 B) D. variabilis
5.b — Nymph separated from the posterior tooth (Fig. 8 C) D. texasianus

DISCUSSION



The pursuit of universal and identifiable characters has long been a central
objective in taxonomic sciences. In the 1980s and 1990s, the consideration of
discretizing continuous characters was a viable approach in phylogenetic
organization. Preference was given to discrete characters in character matrices,
leading to their prominence as diagnostic features for taxonomic clades (Seberg,
1984; Baum, 1988; Thiele, 1993; Wiens, 2004). Since the turn of the century,
morphometric data based on landmarks has gained increased traction due to
advancements in algorithms and their widespread adoption. This has led to their
more frequent use as descriptors or diagnostics in systematics (e.g., Mitteroecker &
Gunz, 2009) and phylogenetic systematics (Catalano et al., 2010).

The discrete and continuous (moprphometric) here presented show
differences among the species, but with some limitations. Although all species
exhibited discrete characters, there are just 5 characters in 6 species. This limited
number of characters may decrease the number of diagnostic characters.
Additionally, certain traditionally diagnostic characteristics were found to be flawed.
For example, the "obtuse" posterior shape attributed to D. striatus since Linnaean
description (see Turton, 1802) is defined by the size of the pallial opening — here
shown to be undifferentiated between all species except D. hanleyanus on the other
hand, the punctuations along the dorsal surface), proved to be a valid diagnostic
feature of D. denticulatus as previously indicated by Wade (1968).

The utilization of curves and landmarks in this study yielded a robust
differentiation between D. hanleyanus from other Wetern Atlantic species - whereas
the differentiation within the latter is not clear. This question has been observed in
other bivalve families (Morais et al., 2014; Printrakoon et al., 2022; Marques et al.,
2022). Several factors may explain this phenomenon related to the phenotypical
plasticity and phylogenetic constraints. The phenotypical plasticity is explained has
been observed in shape and surface ornamentation and are associated to the life
mode and substrate occupation (Stanley, 1971; Vermeij, 1973; Nolan, 1991; Trussell,
2000; Bayne, 2004; Sousa et al., 2007; Inoue et al., 2009; Reed et al., 2013; Wu et
al., 2022), temperature Although it is recognized that epifaunal forms exhibit
considerable phenotypic plasticity among bivalves (e.g., Huntley et al., 2018), the
infaunal species also display high phenotypic plasticity (e.g., Cope & Linse, 2006;
Harper et al., 2012; Reed et al., 2013; Ghozzi et al., 2022). On the larger scales

temperature seems to have an effect on overall size (e.g., Berke et al., 2013). The



temporary exposure outside of sediment as in most of the Donacidae species may
also role an influence on the shell morphology (Ansell, 1981; Manatrinon et al.,
2012). The species analyzed here ranges along the Western Atlantic with different
environmental conditions such as sediment type, beach dynamic, temperature,
depth, and salinity. Soares et al. (1998) found morphological variations in the shape
of D. serra related to beach dynamic regimes. D. hanleyanus occurs from the
southeastern Brazilian coast, dominated by warmer currents and higher continental
sediment input, to the Argentine coast, dominated by cooler currents and lower
sediment input (Herrmann et al., 2009).

On other hand, the size may be more associated with phylogenetic and
developmental factors (Saulsbury et al., 2019). As example, the D. striatus-
denticulatus affinity was first recognized by Wade (1968) based on soft parts
anatomy. Adamkewicz & Harasewych, (1996) using RAPD markers indicated D.
striatus and D. denticulatus as phylogenetically close. Subsequently Moncada et al.
(2022) with a larger taxonomic sampling shows that D. striatus are phylogenetically
closer to D. variabilis, and the clade (D. striatus + D. variabilis) is the sister group of
D. denticulatus. Moncada et al. (2022) also suggest that D. hanleyanus is the most
phylogenetically distant from the other Donax species in the Western Atlantic, with D.
californicus Conrad, 1837 from the Eastern Pacific as sister group, which may explain
the strong morphometric distinction found here.

The morphometric analysis presented here illustrates that differentiation in
Donax from the Western Atlantic is influenced by both environmental and
phylogenetic factors. Despite the limitations of the morphometric and discrete data
analysis in this study, we advocate for the inclusion of a comprehensive range of
data in taxonomic studies, whether within a phylogenetic framework or with
taxonomic review objectives, to enhance species distinction. Therefore, we also
strongly support the utilization of continuous-discrete data sets in taxonomy, along
with geometric morphometry tools. In addition to molecular and conchological data,
we highlight the potential of incorporating other data to enhance the identification of
Donax species. For instance, soft parts anatomy related to digestive and muscular
systems (e.g., Wade, 1968; Passos & Domaneschi, 2004) and reproductive
ultrastructure (e.g., Introini et al., 2013) offer potential diagnostic features in donacids

as well as in other bivalve’s groups.
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FIGURES

FIG. 1. Species in the presente study: A-C: Donax variabilis; D-F: D. texasianus; G-I D. striatus; J-L:

D. denticulatus; M-O: D. hanleyanus; P-R: D. gemmula.
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FIG. 2. Landmarks (red citcles) and semilandmarks (blue circles). The blue dotted line represents the

shape obtained after generalized Procrustes superimposition analysis.
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Fig 3: Graphical representation of the morphospaces based on PCA: a) Representation of variation of
the first three principal componentes (PC1, PC2 and PC3); b) mean shape (landmarks = red points;
semilandmarks = yellow points); c) PCA scatter plot of PC1 x PC2 and PC1 x PC3 (the percentage of

the total variance in parenthesis).
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FIG. 4. CVA scatter plot of the shape variation (CV.1, CV.2 e CV.3). The shape draws represents the

extreme values.
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Fig. 5. Cluster analysis showing morphological distance based on Mahalanobis distance. (See Table 2

for the values)
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Fig. 7. Comparison between partial least squares blocks (PLS Block) in two configurations: A)

between muscle scars (including pallial sinus) and the shell outline; B) only the pallial sinus and the

shell outline.

Fig. 8. Hinge teeth of three Donax species: D. hanleyanus (A), D. variabilis (B) and D. texasianus (C).
c= bifid cardinal teeth; | = external ligament, ny = nymph, p = posterior lateral tooth. Scale bar = 1

mm.



Fig. 9. Detail of external surface showing the ribs in D, denticulatus (A) and D. striatus; growth lines

and punctuations only in D. denticulatus. Scale bar = 0.4 mm

TABLES

Table 1. Descriptions of the landmark’s points.

Landmarks Homology

Umbo (above cardinal teeth comissure)
anteriormost point of margin

midpoint between landmarks 2 and 4
ventralmost ooint of margin

inferior portion (vertex) of siphonal aperture

superior portion (vertex) of siphonal aperture
contact point of adductor posterior muscle and pallial sinus
scar

D A W N

N

anteriormost point of pallial sinus
9 contact point of adductor anterior muscle and pallial line scar
10 pallial line posterior end (above cruciform muscle scar)

Table 2. Cross-validation analysis of shape in the species. Diagonal, bold numbers: % of correctly
classified. cl Numbers above diagonal: Euclidean distances. Below diagonal: Mahalanobis distance.

Species D. denticulatus D. gemmula D. hanleyanus D. striatus D. texasianus D. variabilis




D. denticulatus  84.84%

D. gemmula 6.333868
D. hanleyanus  6.488001
D. striatus 4.237890
D. texasianus ~ 6.038002
D. variabilis 5.073473

0.04961742
95.94%
7.886711
6.115545
7.783581
7.056997

0.08460958
0.08166443
100%
6.556857
7.762594
7.370025

0.04051262
0.05885276
0.09673503
80.48%
7.514892
6.436632

0.05783365
0.07561510
0.06528833
0.08257626
25%
6.107221

0.07536630
0.08914979
0.10816510
0.09403142
0.07363417
91.83%

Table 3. Morphological disparity with Procrustes variance (-1/log Variance)

species Procrustes variance
D. denticulatus 0,47950751
D. gemmula 0,45429882
D. hanleyanus 0,45396217
D. striatus 0,48090235
D. texasianus  0,44979137
D. variabilis 0,50241834




