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RESUMO

A familia Anostomidae compreende 12 géneros e aproximadamente 140 espécies
validas. Nesta familia o género Leporinus inclui cerca de 90 espécies validas,
agrupando o maior numero de taxons dentro da ordem Characiformes e o mais
diversificado dentro da familia anostomidae. A espécie Leporinus piau encontra-se
amplamente distribuida em bacias hidrograficas da regido Nordeste e apresenta
padroes morfologicos bastante similares dificultando sua correta identificagdo.
Portanto, neste estudo sequéncias do genoma mitocondrial e nuclear foram utilizadas
para identificar e estimar os niveis de variabilidade genética de Leporinus piau e assim
tentar solucionar as incertezas taxondmicas. O DNA foi isolado utilizando o protocolo
de Fenol-cloroférmio, as regidées mitocondriais e a regido nuclear foram amplificadas
por PCR. Os produtos da PCR foram sequenciados usando o método didesoxiterminal
no ABI 3500. Um total de 107 espécimes foram sequenciados para o gene rRNA 16S
resultando na obtencdo de um fragmento de 516 pb, 14 haplétipos e valor de
diversidade haplotipica (h) de 0.726 e nucleotidica (17) de 0.012. A rede de hapl6tipos
revelou trés haplogrupos, dois formado por haplétipos das bacias dos Rios Itapecuru,
Pindaré e Mearim, e outro formado por haplétipos da bacia do Rio Parnaiba. Os indices
de distancia genética entre os haplogrupos variaram de 1,9 a 2,9%. O resultado da
AMOVA revelou alta estruturagdo entre as populagbes (Fsr =0,648) e entre os
haplogrupos (0,951) com valor de p altamente significativo. Um fragmento de 622 pb
do gene COI foi obtido para 103 espécimes resultando em, 17 hapl6tipos e elevados
valores de diversidade haplotipica e nucleotidica (h= 0,819 e = 0,025). A rede de
haplétipos gerada evidenciou também a formacgéao de trés haplogrupos evolutivamente
distintos com valores de distédncia genética variando de 3,6% a 7,5%. A AMOVA
indicou que a maior parte da variagao molecular (96,59%) ocorre entre os haplogrupos
(FsTt=0,965) com valor de p altamente significativo. A analise filogenética obtida pelos
dados mitocondriais gerou topologia similar agrupando fortemente os haplotipos em
dois clados, o primeiro constituido pelo haplogrupo Parnaiba (haplétipos do Parnaiba)
e o segundo formado pelos haplétipos dos Rios Itapecuru, Pindaré e Mearim,
subdividido em dois haplogrupos (ITA/PIN/MEA-I e ITA/PIN/MEA-II). A comparagao
dos dados na plataforma BOLD Systems mostrou um percentual de similaridade de
98,84% com L. piau e de 99,16% com L. friderici para os espécimes oriundos da bacia
do Parnaiba, para os exemplares provenientes das demais bacias, a similaridade
encontrada variou de 97,17% a 100% com (Leporinus sp04, 06, 10 e 15) e de 99,17%
a 99,34% com L. friderici. Para a regiao nuclear TROP foi obtido um fragmento de 250
pb para 120 individuos, revelando a ocorréncia de 05 haplétipos. A rede de haplétipos
evidenciou também a formacéao de trés haplogrupos com valores de distancia genética
entre os haplogrupos variando de 0,8% a 2,1%. A analise de AMOVA também mostrou
gue a maior parte da variacao molecular (96,54%) ocorre entre os haplogrupos (Fsr=
0,965, P < 0.00001). Nossos resultados confirmam um processo de estruturacéo
genética para L. piau, sugerindo a existéncia de duas linhagens para os Rios
Itapecuru, Pindaré e Mearim e uma terceira de ocorréncia exclusiva na bacia do Rio
Parnaiba.

Palavras-chave: Peixes, Nordeste, haplogrupos, Distancia genética, Pindaré.



ABSTRACT

The Anostomidae family comprises 12 genera and approximately 140 valid species. In
this Family the genus Leporinus includes about 90 valid species, grouping the largest
number of taxa within the Characiformes and most diverse in the anostomidae family.
The species Leporinus piau is widely distributed in watersheds of the Northeast and
presents very similar morphological patterns hindering their correct identification.
Therefore, on this study sequences of mitochondrial and nuclear genome were used
to identify and estimate the genetic variability levels of Leporinus piau so try to resolve
the taxonomic uncertainties. The DNA was isolated using the Phenol-chloroform
protocol, the mitochondrial and nuclear region regions were amplified by PCR. The
PCR products were sequenced using the didesoxiterminal method on ABI 3500. A total
of 107 specimens were sequenced for the rRNA gene resulting in obtaining of a
fragment of 516 pb, 14 haplotypes and value of haplotype diversity (h) of 0.726 and
the nucleotide (n) of 0.012. The haplotype crossroad revealed three haplogroups two
haplotypes formed by the basins of the Rivers Itapecuru, Pindaré and Mearim, and
another formed by haplotypes of Parnaiba River basin. The rates of genetic distance
between the haplogrupos ranged from 1,9 to 2,9%. The results of AMOVA revealed
high structuring between the populations (FST = 0,648) and between haplogroups
(0,951) with highly significant p value. A fragment of 622 pb of the COIl gene was
obtained for 103 specimens resulting in 17 haplotypes and high haplotype diversity
values and nucleotide (h = 0,819 and n = 0,025). The haplotypes crossroad generated
also showed the formation of three distinct evolutionarily haplogrupos with genetic
distance values ranging from 3,6% to 7,5%. The AMOVA indicated that most of the
molecular variation (96,59%) occurs between haplogrupos (FST = 0,965) with highly
significant p value. The Phylogenetic analysis obtained by the mitochondrial data
generated similar topology strongly grouping haplotypes into two clades, the first
consisting of the haplogroup Parnaiba (haplotypes from Parnaiba) and the second
formed by haplotypes from Rivers Itapecuru, Pindaré and Mearim, subdivided into two
haplogroups (ITA/PIN/MEA-I e ITA/PIN/MEA-II). The comparison of the data in the
BOLD Systems platform showed a percentage of 98.84% similarity to L. piau and
99.16% with L. friderici for specimens derived from the Parnaiba Basin, to the copies
from the other basins, the found similarity ranged from 97,17% to 100% with (Leporinus
sp04, 06, 10 e 15) and of 99,17% to 99,34% with L. friderici. For TROP core region was
obtained a fragment of 250 pb to 120 individuals, showing the occurrence of 05
haplotypes. The haplotype crossroad also showed the formation of three haplogrupos
with genetic distance values between haplogrupos ranging from 0,8% to 2,1%. The
AMOVA analysis also showed that the most of the molecular variation (96,54%) occurs
between haplogrupos (FST = 0,965, P <0.00001). Our results confirm a process of
genetic structure to L. piau, suggesting the existence of two strains for Rios Itapecuru,
Pindaré and Mearim and a third of exclusive occurrence in the basin of Rio Parnaiba.

Keywords: Fish, Northeast, haplogroups, Genetic distance, Pindaré.
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1.INTRODUCAO
1.1 Ordem Characiformes
Entre os Ostariophysi, os peixes da ordem Characiformes, exclusivamente de

agua doce encontram-se distribuidos nas Américas e na Africa, atingindo maior
diversidade nas principais drenagens neotropicais (BUCKUP, 1998). A ordem
Characiformes juntamente com a de Silurifomes, representam 85% da ictiofanal dos
rios Neotropicais, na qual hd um leve predominio dos Characiformes. Segundo
(NELSON, 2006), esta ordem comprrende cerca de 18 familias, 270 géneros e
aproximadamente 1700 espécies ocorrem na regido Neotropical Sdo peixes
dominantes em ambientes de agua doce da América do Sul ocorrendo mais da metade
de suas espécies na Amazdnia (SANTOS et al., 2004; CALCAGNOTTO et al., 2005).
A ordem Characiformes inclui espécies de grande importancia ecoldgica e econdmica
para o Brasil. Sdo peixes de habito predominantemente diurnos que apresentam
grande variabilidade de habitos alimentares (BURGER, 2008). Assim, ha muitas
espécies utilizadas na pesca comercial, esportiva e na aquicultura como os
curimbatas (Prochilodontidae), piaparas e piaus (Anostomidae), trairas (Erythrinidae),

pacus, tambaquis, dourados e matrinchas. (Characidae). (CHAO et al., 2001).

1.2 Familia Anostomidae

A familia Anostomidae compreende 12 géneros e aproximadamente 140
espécies validas (NELSON, 2006; BUCKUP et al., 2007), além de outras ainda em
fase de descricao (BIRINDELLI & BRITSKI, 2009). Esta familia encontra-se
amplamente distribuida desde o Sul da América Central até o Norte da Argentina
(SANTOS & JEGU, 1996). As espécies do grupo sao facilmente reconheciveis pelo
corpo fusiforme, 3 ou 4 dentes grandes no pré-maxilar e dentario (maxilar sem dentes),
escamas grandes e pouco numerosas (32 a 46 escamas perfuradas na linha lateral
na grande maior das espécies, nadadeira anal curta (com menos de 10 raios
ramificados, na grande maior das espécies) (GERY, 1977). Apresentam grande
variacao na posicao da boca, como também, no padréo de colorido, composto desde
manchas redondas no flanco, a faixas longitudinais, ou barras verticais (GARAVELLO
& BRITSKI, 1987). Essas duas caracteristicas sao fortemente influenciadas pela

ontogenia sendo possivel encontrar formas diferenciadas de
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posicdo da boca e padrao de coloragédo durante o desenvolvimento de uma mesma
espécie (GARAVELLO, 1979; BIRINDELLI & BRITSKI, 2009).

1.3 Género Leporinus Agassiz, 1829

O género Leporinus € um dos mais complexos da ordem Characiformes, uma
vez que apresenta um grande numero de espécies descritas, inclui cerca de 90
espécies validas (GARAVELLO & BRITSKI, 2003; BIRINDELLI & BRITSKI, 2009;
SIDLAUSKAS et al.,, 2011; FEITOSA et al, 2011). Segundo Géry (1977), Leporinus é
um dos géneros que agrupa maior numero de espécies dentro da ordem
Characiformes e o mais diversificado dentro da familia anostomidae, ocorrendo desde

a América Central ao Sul da América do Sul.

1.4 A espécie Leporinus piau Fowler, 1941

A espécie Leporinus piau Fowler, 1941 (Figura 01) encontra-se amplamente
distribuida em bacias hidrograficas da regido Nordeste, sendo abundante em rios,
riachos, lagos, lagoas e acudes do Nordeste brasileiro (BRITSKI et al., 1988). Esta
espécie apresenta consideravel importancia na pesca artesanal e esportiva. E uma
espécie bastante agil de pequeno a médio porte que pode atingir acima dos 400
gramas de peso corporal (SAMPAIO & SATO, 2009). Apresenta habito alimentar
onivoro, sendo assim importante ecologicamente como peixe forrageiro com
condi¢cdes favoraveis para ser utilizada na piscicultura uma vez que aceita ragao
(GOMES & VERANI, 2003; ALVIM & PERET, 2004).
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Figura 1. Espécie Leporinus piau Fowler, 1941

1.5. Variabilidade Genética em Leporinus

Estudar variabilidade genética de populagdes naturais utilizando marcadores
moleculares pode contribuir na resolucéo de incertezas taxonémicas. Neste sentido,
varios estudos tém sido realizados na tentativa de resolver problemas taxonémicos
em diferentes grupos de peixes (ORTi et al., 2008; IERVOLINO et al., 2010;
TERENCIO et al., 2012; CHENG et al., 2012; BORBA et al., 2013; TERENCIO et al.,
2013; PEREIRA et al., 2013).

Estudos utilizando marcadores moleculares tém sido realizados em
Leporinus (CHIARI & SODRE 1999; MARTINS et al., 2003; CALCAGNOTTO et al.,
2005; FRAGA et al., 2014) a partir da analise de marcadores mitocondriais.
Calcagnotto et al., (2005) realizaram um estudo com espécies do género Leporinus
utilizando seis genes sendo dois do genoma mitocondrial (16S e Citocromo b) e quatro
nucleares (TROP, RAG 2, Fkh e Sia). Em Leporinus da bacia do rio Itapecuru elevada
diversidade haplotipica foi observada a partir da analise de sequéncias do gene
mitocondrial rRNA 16S com valores moderados de distancia genética (0,2 a 1,9%),
reforcando a necessidade do esclarecimento desta problematica taxonémica neste
grupo de peixes. (FRAGA et al., 2014).

2. Marcadores Moleculares
2.1 DNA mitocondrial: rRNA 16S, COI e nuclear TROP
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O DNA mitocondrial dos animais € constituido de uma molécula circular de fita
dupla, na qual sdo descritos 37 genes dos quais dois codificam RNAs ribossémicos,
13 codificam proteinas e 22 codificam a formag&do dos RNAs transportadores e uma
regido ndo codificadora chamada de regido controle ou al¢ca D (D-loop) (MEYER,
1993). Seu tamanho é de aproximadamente 16.000 pares de bases (BOORE, 1999).
Entre os marcadores moleculares do DNA mitocondrial, tem sido proposta a
utilizacdo de um fragmento do gene Citocromo Oxidase Subunidade | (COIl) (DNA
barcoding) como um sistema de identificagcao global (HERBET et al., 2004; HUBERT
et al.,, 2008; WARD et al., 2005). Este gene é uma subunidade do complexo
Citocromo Oxidase, que faz parte da cadeia transportadora de elétrons e tem sido
utilizado com o objetivo de identificar espécies, possibilitar o estudo comparativo
entre espécimes de posi¢do taxondmica desconhecida, aumentar a descoberta de
novas espécies e como ferramenta de auxilio em filogenética e catalogacdo da
biodiversidade (ROSA & PAIVA, 2009).

O gene 16S rRNA faz parte da grande subunidade ribossomal do DNA
mitocondrial assim como o 12S rRNA (PALUMBI et al.,1996). As sequencias desse
gene sdo razoavelmente conservadas, e tem se mostrado como um bom marcador na
diferenciacao de peixes, como também em estudos comparativos intergenéricos e
interespecificos (SANTOS et al., 2003; CALCAGNOTTO et al., 2005; FRAGA et al.,
2007; FRAGA et al., 2014). O uso desses genes tem sido utilizado com sucesso em
estudos filogenéticos de diversos grupos de vertebrados, como em peixes, pois existe
uma consideravel variagdo em algumas espécies (CALCAGNOTTO et al., 2005).

O gene nuclear a-tropomiosina € responsavel pela produgcdo de uma proteina
“tropomiosina” (ALBERTS, et al. 1996). Alguns estudos filogenéticos tém sido
realizados mostrando a utilidade e eficacia deste gene em diversos grupos de peixes
(ORTIi & MEYER, 1996; LOVEJOY E COLLETE, 2001; CALCAGNOTTO et al. 2005).

Na presente analise foram utilizados fragmentos de dois genes mitocondriais
(16S rRNA e citocromo oxidase ) e um fragmento do gene nuclear (TROP). Portanto,
neste estudo sequéncias do genoma mitocondrial € nuclear foram utilizadas para
identificar e estimar os niveis de variabilidade genética de Leporinus piau e assim

tentar solucionar as incertezas taxonémicas.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

A presente proposta visa identificar e determinar os indices de variabilidade e
distancia genética de Leporinus piau visando contribuir para a correta identificacao da

espécie, deste modo, contribuindo para resolucao de questdes taxonémicas do grupo.

3.2. Especificos

> Identificar e caracterizar os espécimes de Leporinus piau através de sequéncias
do DNA mitocondrial dos gene rRNA e 16S e COl;
> Determinar os indices de variabilidade e distancia genética das populagdes

analisadas, utilizando sequéncias de DNA mitocondrial dos genes
mitocondriais (rRNA 16S e COI) e nuclear (TROP);
> Testar a ocorréncia de diferenciacdo e estruturagcdo entre as populagoes

analisadas;

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Locais de coletas e obtencao das amostras

Os espécimes de Leporinus piau foram coletados nas principais bacias
hidrograficas do Maranhao: Itapecuru, Parnaiba, Mearim e Pindaré (Tabela 1 e Figura
2). Como instrumento de coleta foram utilizadas redes de emalhar de varios tamanhos
de malha e tarrafas.

O material coletado foi devidamente triado, etiquetado e conservado em gelo
para posterior transporte ao Laboratério de Genética e Biologia Molecular -
GENBIMOL, no Centro de Estudos Superiores de Caxias, Universidade Estadual do
Maranhao - CESC/UEMA.

A identificacdo dos espécimes foi realizada através de literatura especifica
(FOWLER, 1941; BRITSKI et al., 1988; BRITSKI et al., 2012) e confirmada por
especialista. Exemplares testemunhos foram depositados no Museu de Zoologia da
Universidade de Sao Paulo - MZUSP (MZUSP 104576) e na Universidade Estadual
de Londrina - MZUEL (MZUEL /10530, MZUEL /10531 MZUEL /10534, MZUEL
/10535, MZUEL /10532, MZUEL /10533). Amostras de tecido muscular foram retiradas
de cada exemplar e conservadas em alcool a 90% para fins de caracterizacao

molecular. Os demais espécimes foram fixados em formol a 10% e
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encontram-se depositados no Laboratério de Genética e Biologia Molecular -
CESC/UEMA. Todas as coletas foram devidamente autorizadas pelo IBAMA
(Autorizagdo n2. 02012.004159/2006, 42119-1/2013 e 46367-1/2014).

Tabela 1. Localidades de obtencao dos espécimes de Leporinus piau obtidos em bacias hidrograficas
no estado do Maranhé&o.

Bacias hidrograficas Localidades Coordenadas
Geograficas
Rio Itapecuru Caxias 03931'39"S 44924'19"W
Rio Parnaiba Teresina 04915'24"S 43°00'46"W
Rio Mearim Bacabal 04934'08"S 44935'31"W
Rio Pindaré Pindaré-Mirim 03939'54"S 45925'31"W

49°0°W A8'0'W 47°0'W 46°0'W 45°0'W 44°0'W 430w 42°0'W 41°0'W 40°0'W

Bl ],

A= o - 2 o ANl R e
51°0'W S0°0'W 49°0'W 48°0'W 470'W 46°0'W 0" 42°0°W 41°0'wW 40r0'w

Figura 2. Localizacdo das bacias hidrograficas onde foram obtidos os espécimes

4.2. Extracao, Visualizacao e Diluicao do DNA gendémico
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O DNA total foi extraido utilizando o protocolo de fenol-cloroformio de Sambrook
& Russel (2001) com algumas modificagées. A qualidade do DNA extraido foi

verificada por meio de uma eletroforese em gel de Agarose a 1%.

4.3. Amplificacao e Sequenciamento das regidoes genémicas (rRNA 16S, COl e
nucler)

O isolamento e amplificacédo das regides gendmicas rRNA 16S, COIl e TROP foi
realizado através da técnica de Reagcao em Cadeia da Polimerase (PCR) usando- se
primers especificos. As sequéncias dos primers estao descritos na tabela 2. A PCR foi
feita em um volume final de 25 pl, com os seguintes reagentes: 4 pl de DNTPs (1.25
M) (nucleotideos), 2.5 pl de Buffer (10X), 0.5 pl de solugao de MgClI2 (50 mM), 1 ul de
DNA (250 ng/pl), 0.25 pl de cada primer (200 ng/ul), 0.2 pl da enzima Taq polimerase
(5U/ul) e 16.3 de H2O purificada. Os parametros de amplificacdo de cada regiao
encontram-se na tabela 3.

Os produtos das PCRs foram visualizados em gel de Agarose a 1% e
purificados com ExoSAP-IT segundo o protocolo sugerido pelo fabricante. A reagao
de sequenciamento foi realizada pelo método de Sanger et al. (1977). As amostras
foram precipitadas em EDTA-Acetato de Sédio-Etanol e analisadas no sequenciador
de DNA automatico (ABI 3500/Life Technologies).

Tabela 2. Sequéncias e referéncias dos primers utilizados na amplificacdo dos fragmentos
mitocondriais. E nuclear

Primers Sequéncias Referéncias
rBRNA 16S Palumbi et al.
16SL1 (forward) ,DGCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC3" (1991)
16SH2 (reverse) ,OCCGGTCTGAACTCAGATCACGT3"
Citocromo Oxidase |
COIF1 (forward) ,OTCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC3" Ward et al.
COIR1 (reverse) ,OTAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA3" (2005)
TROP Friesen et al.
TROP 1 (forward) ,DGAGTTGGATCGGGCTCAGGAGCG3" (1999)

TROP 2 (reverse) ,OCGGTCGGCCTCTTCAGCAATGTGCTT3"

Tabela 3. Descricdo dos ciclos de cada regido mitocondrial e nuclear amplificada na PCR.

Primers Ciclos Desnaturacao  Anelamento Extensao

rRNA 16S 25 94°C/1 min 502C/1 min 72°C/2 min
COl 35 94°C/30 s 54°C/30 s 72°C/1 min
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TROP 30 95°C/30's 60°C/30 s 72°C/45 s

4.4. Analises Filogenéticas e Populacionais

As sequéncias foram alinhadas no CLUSTAL W 1.4 (THOMPSON et al., 1994)
e ditadas no BIOEDIT 7.0 (HALL, 1999). Foram usadas como referéncia no
alinhamento sequéncias de L. piau do GenBank (Tabela 5). As analises filogenéticas
de Maxima Parcimdnia (MP) foram geradas no programa MEGA 6.0 (TAMURA et al.,
2013). A escolha do modelo evolutivo mais adequado aos dados foi realizada pelo
teste de razdo de verossimilhanca no MEGA 6.0, sendo selecionado o modelo
evolutivo Kimura 2-parameter modelado pela distribuicdo gama para os trés bancos
de dados. O modelo selecionado foi usado para gerar a arvore de Maxima
Verossimilhanca (ML) e Agrupamento de Vizinhos (NJ), assim como para gerar a
matriz de distadncia genética no programa MEGA 6.0. A significancia dos
agrupamentos foi estimada pela analise de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985). Foram
utilizadas como grupo externo sequéncias de Prochilodus nigricans e Caenotropus
labyrinthicu obtidas do GenBank (Tabela 4).

As analises populacionais foram realizadas nos softwares DNAsp 5.1 (ROZAS
et al., 2010) e ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010). A Andlise Molecular
de Variancia (AMOVA) foi realizada no software ARLEQUIN 3.5 para verificar a
existéncia de diferenciacdo populacional em diferentes niveis hierarquicos. A
divergéncia nucleotidica entre e dentro dos haplogrupos foram determinadas pela
distancia p nao corrigida (rRNA 16S, COIl e TROP) e pelos parametros corrigidos de
Kimura 2-parameter (rRNA 16S e TROP) no MEGA 6.0. A relacao entre os haplétipos
foi inferida por meio da constru¢do de uma rede de haplétipos ndo enraizada, obtida
através do programa NETWORK 4.5.1.0 (http://www.fluxus- engineering.com) usando
o0 método de mediam-joining (BANDELT et al 1999).

Foi feita a comparacao das sequéncias nucleotidicas obtidas neste estudo com
as sequéncias do banco de dados do BOLD System v.3 ( The Barcoding of Life Data
System - www.barcodinglife.org) (RATNASINGHAM & HEBERT, 2007) para verificar

a identificagcdo correta dos espécimes de L. piau.


http://www.fluxus-engineering.com/
http://www.fluxus-engineering.com/
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Tabela 4. Sequéncias obtidas do banco de dados GenBank.

Analises Espécie Codigo de acesso (Genbank)
rRNA 16S col TROP
Alinhamento Leporinus piau EU181564 HM405030 EU181682
Caenotropus

Grupo externo HQ171247 EU185614 EU181704

labyrinthicus

Prochilodus nigricans  pAy788075 FJA18758 AY817278

5. RESULTADOS
5.1. Gene rBNA 16S

5.1.1. Analise do polimorfismo do fragmento e Diversidade genética

Foram obtidas sequéncias de um fragmento do gene rRNA 16S do DNA
mitocondrial para 107 espécimes de Leporinus piau distribuidos nas quatro bacias
analisadas. O tamanho do fragmento obtido foi de 516 pb, com uma composi¢cao
nucleotidica média de 31,9% para adenina, 23,2% para citosina, 22,4% para guanina
e 22,5% para timina (Figura 03). Dos 516 pb, 488 foram conservados, 27 variaveis e

21 foram filogeneticamente informativos para parciménia.
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Figura 3 - Porcentagem da frequéncia de bases nucleotidicas baseado em 516 pb de 107 sequéncias
do gene mitocondrial rRNA 16S.

Um total de 14 haplétipos foi observado na analise conjunta das amostras, com
uma diversidade haplotipica de 0,726 e nucleotidica de 0,012. Quando analisado

isoladamente as populacbes observou-se que os maiores valores de
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diversidade haplotipica ocorreram para as bacias do Pindaré e ltapecuru com 0,640

e 0,424, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Diversidade genética nos espécimes de L. piau baseado em 516 pb do gene rRNA 16S.

indice de Diversidade Molecular

Populacoes N NH S
H n
Itapecuru 41 7 15 0,424 0,005
Pindaré 28 5 13 0,640 0,005
Parnaiba 7 1 0 0 0
Mearim 31 5 11 0,398 0,006
Populagées agrupadas 107 14 27 0,726 0,012

N = numero amostral NH = nimero de haplétipos S = sitios polimérficos h = diversidade haplotipica e
T = diversidade nucleotidica

Dos 14 haplétipos encontrados os haplotipos H1 e H2 foram os mais frequente
ocorrendo nas populagdes do Itapecuru, Pindaré e Mearim. Foram observados cinco
haplétipos exclusivos para a populagao do Itapecuru (H3, H4, H5, H6 e H7), trés para
as populagdes do Pindaré (H12, H13 e H14) e Mearim (H8, H9 e H10) e um para a
populacao do Parnaiba (H11) (Tabela 6).

Tabela 6 Haplétipos de L. piau com suas respectivas frequéncias e localidades de coleta baseados
no rRNA 16S. ITA (ltapecuru), PIN (Pindaré), MEA (Mearim) e PAR (Parnaiba).

Hap Sitios informativos

Populacgéo

1111111122222222223334444
692379999900125668892571237 ITA PIN  MEA PAR
217205678957823461800080270

Hl1 Lepl47 ATTGACCCATTGGAATATACAATCGGG 04 15 24 -
H2 Lepl51  G..A..TT..C..C...C.T..C.A.. 31 03 01 -
H3 Lep01 G..A..TT..C..C..TC.TC.C.AA. 01 - - -
H4_Lep02 G..A..TT..C..C...C.T..C.AA. 02 - - -
H5 Lep30 P 01 - - -
H6_Lep46 G..A..TT..... C...C.T..C.A 01 - - -
H7_Lep68  ....... ATA. .ttt iiie e 01 - - -
H8 Meab6  ....................... A. - - 01 -
H9 Mea353 G..A..TT..C..C...C.T.GC.A - - 03 -
H10 Mead496 G..A..TA..C..C...C.T.GC.A - - 02 -
H1l Palepl2 GC.ATTTA...AACGC.CTT....... - - - 07
H12 Lepl22 cC e e e e - 08 - -
H13 Lepl3l ... ... ..., A - 01 - -
H14 Lepl42 ..............ccc0cuen.. A, - 01 - -
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A analise dos hapldtipos resultou em uma rede de haplétipos ndo enraizada, na
qual os trés haplogrupos foram definidos, sendo que 0s numeros representam a
posicdo das mutagbes que separam os haplétipos, e o tamanho dos circulos é
proporcional a frequéncia com que estes ocorrem. Os haplotipos mais frequentes (H1
e H2) foram compartilhados entre as bacias ltapecuru, Pindaré e Mearim evidenciando
a ocorréncia de dois haplogrupos diferentes separados por nove passos mutacionais.
Observou-se ainda que as amostras do rio Parnaiba representada pelo haplétipo (H11)
constituiu um haplogrupo diferenciado dos demais por 15 passos mutacionais (Figura
4).

H_HO . Itapecuru
42 O Mearim
b . Pindaré
) (:)Pmmama

H_14

Figura 4. Rede de haplétipos gerada para L. piau provenientes de bacias hidrograficas do Maranhao
com base no gene rRNA 16S.

A taxa de transicao e transversao versus divergéncia foi plotada no programa

DAMBE e ndao mostrou saturacao dos dados (Figura 5).
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Figura 5. Numero de transicdes (s) e transversdes (v) versus divergéncia utilizando o algoritmo de
Felsenstein (F84) para o fragmento do gene rRNA 168S.

5.1.2. Analises filogenéticas e distancia genética

A reconstrucdo filogenética gerada por meio dos métodos de Maxima
Parciménia (MP), Maxima Verossimilhanga (ML) e Agrupamento de Vizinhos (NJ)
geraram arvores com topologias similares evidenciando trés haplogrupos fortemente
suportados, onde o clado | agrupou os exemplares da bacia do rio Parnaiba
(haplogrupo/Parnaiba). O clado Il agrupou os espécimes das bacias do Itapecuru,
Pindaré e Mearim. Observou-se ainda que neste clado os espécimes de L. piau foram
separados em dois haplogrupos (ITA/PIN/MEA-I e ITA/PIN/MEA-II) fortemente
suportados, mostrando assim a existéncia de linhagens diferenciadas de L. piau
(Figura 6).
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H13 LEP131 Pindaré MZUEL10531 —
H14 LEP142 Pindaré
H1 LEP147 Mearim MZUEL10530
H12 LEP122 Pindaré
H8 MEAG66 Mearim
H7 LEP68 ltapecuru
H5 LEP30 Itapecuru —
rH6 LEP46 Itapecuru

~H9 MEA353 Mearim
90/91/90 |-i H10 MEA496 Mearim

74/100/100
H2 LEP151 Itapecuru MZUEL 10534
H3 LEPO1 Itapecuru
H4 LEPO2 Itapecuru

H11PALEP12 Parnaiba MZUSP 104576 —> Haplogrupo Pamaiba
Prochilodus nigricans AY788075
Caenotropus labyrinthicus HQ171247

Haplogrupo ITA/PIN/MEA_II

96/99/99

82/91/90

HaplogrupolTA/PIN/MEA_I

o
0.01

Figura 6. Arvore de haplotipo obtida através do método de Agrupamento de Vizinhos (NJ) com 1000
réplicas de bootstrap para o gene rRNA 16S através do algoritmo de Kimura 2-parédmetros. Da esquerda
para direita seguem os valores de Maxima Parcimbénia (MP) Maxima verossimilhan¢ga (ME) e
Agrupamento de Vizinhos (NJ). ). Verde: haplogrupo Parnaiba; Azul: haplogrupo ITA/PIN/MEA-I ;
Vermelho: haplogrupo ITA/PIN/MEA-II

A matriz de distancia genética obtida com o algoritmo de Kimura 2-parametros
para o gene rRNA 16S do DNA mitocondrial € mostrado na tabela 7. A divergéncia
nucleotidica variou de 1,9% a 2,9% sendo os maiores indices observados entre os
haplogrupo/Parnaiba, clado | e o haplogrupo ITA/PIN/MEA-II, clado Il. A distancia
baseado nos parametros de distancia p evidenciou valores que variaram de 1,9% a
2,8%.

Tabela 7. Percentual de divergéncia nucleotidica baseada nos parametros de Kimura 2-Parametros e

gerado através do programa MEGA para os haplétipos de L. piau através do gene rRNA 16S. com
base nos pardmetros da disténcia p (acima do diagonal).

Divergéncia nucleotidica

Haplogrupos 1 2 3
1-Haplogrupo Parnaiba - 24 2,8
2-Haplogrupo ITA/PIN/MEA-I 25 - 1,9
3-Haplogrupo ITA/PIN/MEA-II 2,9 1,9 -

5.1.3. Analise molecular de Variancia (AMOVA)

A diferenciagéo genética entre as populagbes de L. piau estimada através do
indice Fst, para deteccao de variacao dentro e entre as populacdes foi testada dois
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niveis hierarquicos. O primeiro, considerando cada bacia como uma populagéo. Nesta
analise, observou-se maior variagao entre as populagoes, ou seja, bacias analisadas
com o Fs de 0,648 e p altamente significativo, evidenciando um processo de
estruturacdo genética nessas populagdes (Tabela 8). No segundo considerando os
haplogrupos, observou-se também que maior parte da variagcdo genética encontrada
estd entre os grupos (95,17%) e n&o dentro dos grupos (4,83%), evidenciando uma
forte diferenciagcao genética entre as amostras de L. piau analisadas.

Tabela 8. Resultados da AMOVA para populagbes de L.piau como dois grupos com base em
sequéncias da regido 16S.

Participacao observada

Tipos de Varlagao Comp. de variacdo % Variacdo For P
Bacias (rio Itapecuru, Pindaré, Mearim, Parnaiba)
Dentro das bacias 1,29305 35,10 0,648 <0,00001
Entres as bacias 2,39055 65,90
Haplogrupos (A, B E C)
Dentro dos haplogrupos 0,24808 4,83 0,951 <0,00001
Entre os haplogrupos 4,88532 95,17

*Valores de P calculados com 1.023 permutacgdes aleatérias

5.2. Gene Citocromo Oxidase | (COI)
5.2.1. Anadlise do fragmento e Diversidade genética

O sequenciamento do gene Citocromo Oxidase | (COl) do DNA mitocondrial de
103 individuos de L. piau resultou em um fragmento de 622 pb com 560 sitios
conservados, 62 variaveis e 58 informativos para parcimbénia. A composicao
nucleotidica consistiu de 24.3% de adenina, 29.6% de citosina, 17.2% de guanina e
28,8% de timina (Figura 7).
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Figura 7. Porcentagem da frequéncia de bases nucleétidicas baseado em 622
pb de 104 sequéncias do gene mitocondrial COI

Foi observado um total de 17 haplétipos, uma diversidade haplotipica de 0,819
e nucleotidica de 0,025. Quando analisado isoladamente as populagdes observou-se
que os maiores valores de diversidade haplotipica ocorreram para as bacias do

Mearim e Pindaré, com 0,828 e 0,724, respectivamente (Tabela 9).

Tabela 09. Diversidade genética nos espécimes de L. piau baseado em 622 pb do gene Citocromo
Oxidase | (COl).

indice de Diversidade Molecular

Populacoes N NH S H ¥
Itapecuru 40 09 28 0,509 0,007
Pindaré 27 07 26 0,724 0,006
Parnaiba 7 01 0 0 0
Mearim 29 07 24 0,828 0,014
Populacdes agrupadas 103 17 61 0,819 0,025

N = numero amostral NH = nimero de haplétipos S = sitios polimérficos h = diversidade haplotipica e
m = diversidade nucleotidica

Dos 17 haplotipos encontrados os haplétipos H1 e H2 foram os mais frequentes
ocorrendo nas populacdes do Itapecuru, Pindaré e Mearim. Foram observados seis
haplétipos exclusivos para a populacao do Itapecuru (H3, H4, H5, H6, H7 e H8), trés
para a populacao do Mearim (H9, H13 e H16), dois para a populacao do Pindaré (H10
e H17) um para a populacao do Parnaiba (H15) (Tabela 10).



Tabela 10. Hapl6tipos de L. piau com suas respectivas frequéncias e localidades de coleta baseados no gene COI. ITA (ltapecuru), PIN
(Pindaré), MEA (Mearim) e PAR (Parnaiba).

Hap Sitios informativos Populagéao

1111111111112222222222222223333333344444444444555555666
1123381224455557770133445566899990122358801125568889022678011 1TA PIN MEA PAR
1792996250403580399803234739703695406566973652342581617651808

Hl Lepl5l CTACGCAATTATACATGCCTCTACCAAATATGGTATTTTGTGTCTTTAGACCTATCGAATT 28 01 05

H2 Lep51 B C..GT.CA........ G.GG..A.C...C...A.TCC.G.G...GC..GG.. 03 12 07 -
H3 LepO01 B 01 - - -
H4 Lep23 Bt et e e e e e e e e e e et e e e 02 - - -
H5 Lep30  ................ Avooooiae.. O 01 - - -
HE _Lepd6 et e Aovinienn, 02 - - -
H7 Lep67 B CA...ovvvnn. . G. ..., G.. 01 - - -
H8 Lep80 i o1 - - -
H9 Mea58 I - - 02 -
H10 Lepl40 e e e e e e e e e e e e e A. - 01 -

H1l Lep68 S C..GT.CA.T...... G.GG..A.C...C...A.TCC.G.G GC..GG 01 - 01 -
H12 Lepl3l B C..GT.CA........ G.GG..A.C...C...A.T.C.G.G...GC..GG.. - 03 08 -
H13 Lepl29 B CT.GT.CA........ G.GG. .A. LCLo o AVTCCLGL.GL . .GCL GG - - 01 -
H14 Lepl47 B C..GT.CA........ G.GG..A.C...C...A.T.C.G.G...GC..GG.. - 08 05 -
H15 Palepl2 .CTT.TGGCC.CG.GCAT.ATCTTTGGG.CC.A.GCCCAACA..C.CGA.TTC..TA.... - - - 07
H16 LeplOl O C..GT.CA........ G.GG..A.C...C...A.T.C.G.G...GC..GG.. - - 01 -

H17 Lepl33 B C..GT.CA........ G.GG..A.C...C...A.TCC.G.G...GC..GG.A - 01 - -
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A analise dos haplotipos resultou em uma rede de haplétipos nao
enraizada, na qual os trés haplogrupos foram identificados, sendo que os
numeros representam a posi¢cao das mutagdes que separam os haplotipos, e o
tamanho dos circulos € proporcional a frequéncia com que estes ocorrem nas
bacias hidrogaficas amostradas. Os haplotipos mais frequentes (H1 e H2) foram
compartilhados entre as bacias Itapecuru, Pindaré e Mearim evidenciando a
ocorréncia de dois haplogrupos diferentes. Observou-se também a ocorréncia de
dois haplotipos (H12 e H14) exclusivos do sistema Pindaré-Mearim com
frequéncia superior a dez vezes. As amostras do rio Parnaiba constituiram um
unico haplétipo (H15) resultando em um haplogrupo diferenciado dos demais por

43 passos mutacionais (Figura 8).

. Itapecuru
O Mearim
. Pindaré
O Parnaiba

Figura 8. Rede de haplétipos gerada para L. piau provenientes de bacias hidrograficas
do Maranhao com base no gene COI.

A taxa de transicdo e transversao versus divergéncia foi plotada no

programa DAMBE e ndo mostrou saturacéo dos dados (Figura 9).
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Figura 9. Numero de transigdes (s) e transversdes (v) versus divergéncia utilizando o algoritmo
de Felsenstein (F84) para o fragmento do gene mitocondrial COI.

5.2.2. Analises filogenéticas e distancia genética

A reconstrucao filogenética gerada por meio dos métodos de Maxima
Parciménia (MP), Maxima Verossimilhanga (ML) e Agrupamento de Vizinhos
(NJ) geraram topologias similares formando trés haplogrupos com fortes valores
de bootstrap, onde o clado | agrupou os exemplares da bacia do rio Parnaiba
(haplogrupo/Parnaiba). O clado Il agrupou os espécimes das bacias do
Itapecuru, Pindaré e Mearim. Foi observada neste clado uma divisdo entre os
espécimes de L. piau em dois haplogrupos (ITA/PIN/MEA-I e ITA/PIN/MEA- 1l),
mostrando assim a existéncia de duas linhagens distintas de L. piau ocorrendo

nestas bacias (Figura 10).
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H4 LEP23 Itapecuru —
H10 LEP140 Pindaré MZUEL10531
H1 LEP151 Itapecuru MZUEL 10534
H6 LEP46 ltapecuru
H3 LER01 lt2pecury HaplogrupoI TA/PIN/MEA Il
H8 LEP80 Itapecuru
H9 MEAS58 Mearim
H5 LEP30 ltapecuru
H7 LEP67 Itapecuru —
rH16 LEP101 Mearim .
H12 LEP131 Pindaré MZUEL 10531
100/100/100 |- H14 LEP147 Mearim MZUEL10530
88/100/100 H2 LEP51 Itapecuru HaplogrupolTA/PIN/MEA_I
H17 LEP133 Pindaré
H11 LEP68 Itapecuru
-H13 LEP129 Pindare —
H15 PALEP12 Pamaiba MZUSP 104576 — Haplogrupo Parnaiba
Prochilodus nigricansFJ418758
Caenotropus labyrinthicus EU185614

85/93/93

85/100/100

0.02

Figura 10. Arvore de haplotipo obtida através do método de Agrupamento de Vizinhos (NJ) com
1000 réplicas de bootstrap para o no gene COl do mtDNA. através do algoritmo de Kimura 2-
parametros. Da esquerda para direita seguem os valores de Maxima Parcim6nia (MP) Maxima
verossimilhanga (ME) e Agrupamento de Vizinhos (NJ). Verde: haplogrupo Parnaiba; Azul:
haplogrupo ITA/PIN/MEA-I; Vermelho: haplogrupo ITA/PIN/MEA-II

A matriz de distancia genética gerada com o algoritmo de Kimura 2-
parametros para o gene COI do DNA mitocondrial € mostrado na tabela 11. Os
valores de distédncia variaram de 3,6% a 7,5% sendo os maiores indices
observados entre os haplogrupo/Parnaiba, clado | e o haplogrupo ITA/PIN/MEA-
I, clado Il (7,5). Os resultados obtidos utilizando a distancia p variaram de 3,5 a
7%.

Tabela 11. Percentual de divergéncia nucleotidica baseada nos pardmetros de Kimura 2-
Parametros e gerado através do programa MEGA para os haplétipos de L. piau através do gene
COl om base nos parédmetros da distancia p (acima do diagonal).

Divergéncia nucleotidica

Haplogrupos 1 2 3
1-Haplogrupo/Parnaiba - 6,9 7
2-Haplogrupo/ITA/PIN/MEA-I 7.4 - 3,5
3-Haplogrupo/ITA/PIN/MEA-II 7,5 3,6 -

5.2.3. Analise Molecular de Variancia (AMOVA)
A diferenciagao genética entre as populagdes de L. piau obtida através do
indice Fst, para deteccao de variacdo dentro e entre as populacdes foi realizada

em dois niveis hierarquicos. O primeiro, considerando cada bacia
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como uma populagcdo. Nesta analise, observou-se maior variagdo entre as
populagdes, ou seja, bacias analisaldas com o Fs: de 0,721 e p altamente
significativo, evidenciando um processo de estruturacdo genética nessas
populagdes (Tabela 12). O segundo realizado considerando os haplogrupos
formados pelos clados (I e Il), mostrou também um elevado indice de variagéo
genética entre os grupos (96,59%), evidenciando uma forte diferenciagcédo

genética entre as amostras de L. piau analisadas.

Tabela 12. Resultados da AMOVA para populagées de L. piau como dois grupos com base em
sequéncias da regido COlI.

Participacao observada

Tipos de Variacao Comp. de variacao % F ST P*
Variacao

Bacias (rio Iltapecuru, Pindaré, Mearim, Parnaiba)
Dentro das bacias 2,76039 27,88 0,721 <0,00001
Entres as bacias 7,13997 70,12
Haplogrupos
Dentro dos haplogrupos 0,45561 3,41 0,965 <0,00001
Entre os haplogrupos 12,91446 96,59

*Valores de P calculados com 1.023 permutacgdes aleatérias

5.2.4 Analise no BOLDSystems

As sequencias dos haplétipos obtidos nas quatro populagdes foram
plotadas na plataforma BOLDSystems a fim de obter a identificagcdo molecular
através da comparagdo com as sequéncias do gene COIl (DNA barcoding)
depositadas na plataforma. O resultado revelou que os haplétipos deste estudo
pertencem ao filo Chordata, Classe Actinopterygii, Ordem Characiformes,

Familia Anostomidae e Género Leporinus (Figura 11).
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Chordata  Actinopterygii Characiformes Anostomidae Leporinus

Figura 11. Identificagdo do género Leporinus (status taxondmico) baseado no gene COL.

Os indices de similaridade obtidos na identificagcdo molecular de L. piau,
realizada com os haplétipos que tiveram voucher determinados sdo mostrados
na tabela 13. Os exemplares da bacia do Rio Parnaiba representados pelo
Haplé6tipo15 que constitui o Haplogrupo/Parnaiba revelou maior similaridade com
a espécie Leporinus friderici (99, 16%) do que com L. piau (98,84%). Os
individuos das bacias dos Rios Itapecuru, Pindaré e Mearim representados pelos
Haplétipos 1 e 10 que constituiram o Haplogrupo ITA/PIN/MEA-II revelaram
similaridade de 99,34% com Leporinus sp04 e de 99,17 com Leporinus sp15. Os
Haploétipos 12 e 14 que representam o ITA/PIN/MEA-I revelaram similaridade
com Leporinus sp06 variarando de 99,83 a 100%. Observou-se também uma
similaridade de 99, 16 a 99, 34% com L. friderici. Observou-se ainda, uma alta
similaridade com um terceiro taxon Leporinus sp10 (99,17 a 99,34%). Portanto,
estes resultados divergem da identificacdo morfoldgica e reforga a problematica

taxonémica na correta identificacdo de L. piau.



Tabela 13. Identificacdo molecular das amostras de L. piau das bacias Itapecuru, Pindaré, Mearim e Parnaiba realizada atraves de
comparacdes das nossas sequéncias com sequéncias disponiveis na plataforma BOLDsystems para o gene COI.

IDENTIFICACAO
H/Cédigo Haplogrupo Voucher Taxon6mica Molecular: BOLDSystems

H1/Lep_151 ITA/PIN/MEA-II MZUEL10534 Leporinus piau Leporinus sp04 ................ (99.34%)
Leporinus sp15 ................ (99.17%)

H10/Lep_140 ITA/PIN/MEA-II MZUEL10531 Leporinus piau Leporinus sp04 ................ (99.34%)
Leporinus sp15 ................ (99.17%)

H12/Lep_131 ITA/PIN/MEA-I MZUEL10531 Leporinus piau Leporinus sp06.................. (99.83%)
Leporinus friderici............... (99.67%)

Leporinus sp10 ................ (99.34%)

H14/Lep_147 ITA/PIN/MEA-| MZUEL10530 Leporinus piau Leporinus sp06.................... (100%)
Leporinus friderici............. (99.34%)

Leporinus sp10 ................ (99.17%)

H15/Palep_12 Parnaiba MZUSP104576 Leporinus piau Leporinus friderici............... (99.16%)
Leporinus piadu. ................ (98.84%)

H — Haplétipo.



5.3. DNA Nuclear (TROP)

5.3.1. Andlise do fragmento e Diversidade genética

Foram obtidas sequéncias de um fragmento do gene TROP do DNA
nuclear para 120 individuos de Leporinus piau distribuidos nas quatro bacias
estudadas. Dos 250 pb, 244 foram conservados, 05 variaveis e 06 foram
filogeneticamente informativos para parcimdénia. A composi¢cdo nucleotidica

meédia de 28,3% para adenina, 16,6% para citosina, 29,6% para guanina e 25,5%

para timina (Figura 12).
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Figura 12. Porcentagem da frequéncia de bases nucleétidicas baseado em 250
pb de 120 sequéncias do gene Nuclear TROP.

Um total de cinco haplétipos foi observado com uma diversidade
haplotipica de 0,560 e nucleotidica de 0,009 na analise conjunta das populac¢des.
Quando analisado isoladamente as populagdes valor elevado de diversidade

haplotipica foi encontrado na bacia do Mearim (0,646) (Tabela 14).
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Tabela 14. Diversidade genética nos espécimes de L. piau baseados em 250 pb do gene
TROP.

Indice de Diversidade Molecular

Populacoes N NH S o o
Itapecuru 58 3 5 0,192 0,003
Pindaré 29 2 5 0,246 0,004
Parnaiba 5 1 0 0 0
Mearim 28 3 6 0,646 0,009
Populag¢des agrupadas 120 5 6 0,560 0,009

N = ndmero amostral NH = nimero de haplétipos S = sitios polimérficos h = diversidade
haplotipica e 1 = diversidade nucleotidica

Dos cincos haplétipos encontrados, os mais frequentes foram os
haplétipos H1 e H2 observados nas populagdes do Itapecuru, Pindaré e Mearim.
Foi observado um haplétipo exclusivo para a populagao do Itapecuru (H3), um
para populagcédo do Mearim (H4) e outro para populagao do Parnaiba (H5) (Tabela
15).

Tabela 15. Haplétipos de L. piau com suas respectivas frequéncias e localidades de coleta
baseados no gene TROP. ITA (ltapecuru), PIN (Pindaré), MEA (Mearim) e PAR (Parnaiba).

Hap Sitios informativos Populacgéo
111
167023 ITA PIN MEA PAR
679214
Hl Lepl47 CAAGGC 52 04 14 -
H2 Lepl3l .GGTAT 05 25 08 -
H3 Lep58 .GGTA. 01 - - -
H4 Lep66 AL.... - - 06 -
H5 Palepl2 .GG.A. - - - 05

A rede de haplétipos gerada com base no fragmento do gene TROP do
DNA nuclear mostrou a formacao de trés haplogrupos, como ja observado a partir

dos dados mitocondriais (Figura 13).
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Figura 13. Rede de haplétipos gerada para L. piau provenientes de bacias hidrogréaficas
do Maranh&o com base no gene TROP.

A analise entre as transicoes (Ti) e transversdes (Tv) e a distancia
genética estimada pelo algoritmo de Felsenstein (F84) indica que ndo ha

saturagao dos dados (Figura 14).
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Figura 14. Numero de transigées (s) e transversdes (v) versus divergéncia utilizando o algoritmo
de Felsenstein (F84) para o fragmento do gene nuclear TROP.



39

5.3.2. Andlises filogenéticas e Distancia genética

A reconstrucao filogenética gerada por meio dos métodos de Maxima
Parciménia (MP), Maxima Verossimilhanca (ML) e Agrupamento de Vizinhos
(NJ) mostraram topologias similares formando trés haplogrupos fortemente
suportados em dois clados, onde o haplogrupo Parnaiba agrupou exemplares da
bacia do Parnaiba e os haplogrupos ITA/PIN/MEA | e |l agrupou os espécimes

das bacias do Itapecuru, Pindaré e Mearim (Figura 15).

7579/80 — H2 LEP131 Pindaré MZUEL10531

:l Haplogrupo I TA/PIN/MEA_II
78194193 | H3 MEAS8 Mearim

11/90/9 H5 PALEP12 Parnaiba MZUSP 104575] HaplogrupoParnaiba

H1 LEP147 Mearim MZUEL10530
HaplogrupoITA/PIN/MEA_I

H4 MEAG6 Mearim
|7 Prochilodus nigricans_AY817278

Caenotropus labyrinthicus_EU181704

—_
0.02

Figura 15. Arvore de haplotipo obtida através do método de Agrupamento de Vizinhos (NJ) com
1000 réplicas de bootstrap para gene nuclear TROP. através do algoritmo de Kimura 2-
parametros. Da esquerda para direita seguem os valores de Maxima Parciménia (MP) Maxima
verossimilhanga (ME) e Agrupamento de Vizinhos (NJ). Verde: haplogrupo Parnaiba; Azul:
haplogrupo ITA/PIN/MEA-I ; Vermelho: haplogrupo ITA/PIN/MEA-II

A matriz de divergéncia nucleotidica gerada com o algoritmo Kimura 2-
parametros para o gene nuclear TROP é mostrado na (Tabela 16). A distancia
genética entre os haplogrupos variou de 0,8% a 2,1%. A distancia p ndo corrigida

revelou valores similares.

Tabela 16. Percentual de divergéncia nucleotidica baseada nos pardmetros de Kimura 2-
Parametros e gerado através do programa MEGA para os haplotipos de L. piau através do
gene TROP com base nos parametros da distancia p (acima do diagonal).

Divergéncia nucleotidica

Haplogrupos 1 2 3
1- Haplogrupo/ITA/PIN/MEA-I - 1,2 2
2- Haplogrupo/Parnaiba 1,3 - 0,8

3- Haplogrupo/ITA/PIN/MEA-II 2.1 0,8 -
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5.3.3 Analise Molecular de Variancia (AMOVA)

Os padrdes de variabilidade genética encontrados dentro e entre as
populagdes através da Analise Molecular de Variancia (AMOVA) estimada a
partir de dois niveis hierarquicos, o primeiro considerando cada bacia como uma
populacdo e o segundo os haplogrupos formados. O resultado da AMOVA
indicou que a maior parte da variagdo molecular ocorre entre as populagoes
como o Fs de 0,549 e p altamente significativo. Na analise dos haplogrupos
observou-se que a maior parte da variagao genética também encontra-se entre
0s grupos (96,54%), evidenciando uma forte diferenciacdo genética entre as
amostras de L. piau analisadas. (Tabela 17)

Tabela 17. Resultados da AMOVA para populagées de L. piau como dois grupos com base em
sequéncias do DNA nuclear TROP.

Componentes de Variacao
Comp. de variacdo % Variacdo  Fsr P

Tipos de Variacao

Bacias (rio Itapecuru, Pindaré, Mearim, Parnaiba)

Dentro das bacias 0,66046 45,06 0,549 <0,00001
Entres as bacias 0,80542 54,94

Haplogrupos

Dentro dos haplogrupos 0,08103 3,46 0,965  <0,00001
Entre os haplogrupos 2,26134 96,54

*Valores de P calculados com 1.023 permutacdes aleatérias
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6. DISCUSSAO
6.1. Gene rRNA 16S, COIl e TROP

Segundo Torres et al (2004), nos utimos anos, diversos estudos foram
realizados com a utilizagdo de marcadores moleculares analisando o
polimorfismo de DNA. Ainda de acordo com esses autores a regido neotropical é
a mais diversificada em numero de espécies e densidade populacional, no que
se diz respeito aos peixes de agua doce. Neste contexto a biologia molecular
disponibiliza ferramentas capazes de acessar variagdo molecular existente
nesses grupos e relaciona-las a fatores ambientais e antropicos. Com base
nisso, marcadores moleculares mitocondriais € nucleares s&o uteis nos estudos
cujo objetivo é a variabilidade e a estrutura genética de uma espécie.

As incertezas taxonOmicas encontradas em Leporinus sugerem que
dados morfologicos hem sempre sao suficientimente eficazes na resolugéo
destes problemas, portanto estudos moleculares associados a morfologia podem
ser uteis na elucidacao desses conflitos. Neste género a sistematica € um tanto
complexa devido a dificuldade de diferenciar os caracteres morfologicos,
dificultando a identificacdo correta das espécies do género (RENNO et al, 1989).
Dados moleculares que utilizam sequencias do DNA mitocondrial, assim como o
nuclear tem sido considerada uma ferramenta importante e eficaz na elucidacéo
de questdes taxondmicas, entre elas o diagnostico de espécies, onde a
morfologia sozinha mostrou-se pouco resolutiva (Mitchell e Samways, 2005)

Em nossos resultados com a utilizagao de dois genes mitocondriais (rRNA
16S e COI) e um nuclear (TROP) para a analise de polimorfismo de DNA revelou
alta diversidade hapldétipica. Resultados similares foram observado por Fraga et
al. (2014) em populacdes de L. piau da bacia do Itapecuru. Martins et al. (2003)
também estudando seis populagbes L. elongatus da bacia do rio Parana
utilizando também fragmento de gene mitocondrial encontraram resultados
similares.

Os haplétipos H1 e H2 foram os mais frequentes sendo observados em
trés das quatro bacias estudadas (ltapecuru, Pindaré e Mearim), independente
da regidao gendémica utilizada. Para as regides genomicas COIl e TROP o H1 foi

mais frequente na bacia do Rio Itapecuru, enquanto que o H2 foi mais



42

frequente no sistema Pindaré-Mearim, o que possivelmente nos permita inferir
quanto a ocorréncia de duas linhagens de L. piau nestas bacias. De acordo com
Piorski (2010) este fato pode ser explicado devido essas bacias posuirem certa
conectividades e fluxo génico ser menos restrito, uma vez que os rios Mearim e
Pindaré formam um sistema hidroldégico que desemboca na regido do Golfao
Maranhense.

A bacia do rio Parnaiba apresentou um haplotipo exclusivo e distinto das
demais bacias analisadas, o que sugere provalmente a existencia de linhagens
diferenciadas geneticamente nas bacais maranhense, o que vem corroborar a
hipotese da existencia de identificagdo erronea ou possivelmente a existencia de
espéecies cripticas.

A rede de haplétipos evidenciou a presenca trés haplogrupos onde foi
possivel observar que os haplotipos de maior ocorréncia ocupam uma posi¢cao
central em relagao aos haplétipos de menor frequéncia. Segundo Kidd e Ritchie
(2006) os haplotipos mais frequentes sao mais antigos e geralmente encontram-
se no interior da rede e os de menor frequéncia sdo 0s mais recentes e ocupam
as extremidades. Dessa forma, os haplotipos H1 e H2 deste estudo podem ser
considerados como os mais antigos.

Neste estudo, os exemplares analisados formam dois clados. Onde o
primeiro clado foi formado por exemplares provenientes das bacias dos rios
Itapecuru, Pindaré e Mearim. O segundo por exemplares exclusivos da bacia do
rio Parnaiba. Os haplogrupos | e Il (ITA/PIN/MEA) constituem um clado e o
haplogrupo Parnaiba outro clado mais basal na arvore de haplétipos para os
genes mitocondrias rRNA 16S e COIl. Santos (2007) ao estudar 17 espécies do
género Leporinus com base em genes mitocondriais e nucleares observou que
as espécies analisadas constituem um grupo monofilético reforcando a monofilia
do género. Em nossos resultados foi observado que os haplogrupos de L. piau
foram fortemente agrupados constituindo uma unidade monofilética. Portanto, a
separacao de espécimes em diferentes haplogrupos sugere a existéncia de
diferentes linhagens ou ocorréncia de espécies cripticas, ja que a espécie em
estudos possui taxonomia complexa, dada similaridade morfologica com outras

espécies dentro do género Leporinus.
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Alto polimorfismo genético tem sido retratado em espécies do género
Leporinus, como em um estudo realizado por Chiari & Sodré (1999) ao
analisarem espécies Leporinus (L. elongatus, L. friderici e L. obtusidens) através
de marcadores isoenzimaticos onde foi revelado uma maior propor¢ao de locos
polimorficos para L. friderici (36,8%) reforgando o status de maior diversificagdo
para esta espécie. Esses mesmos autores em 2001 detectaram elevados indices
de polimorfismos para espécie L. elongatus (58,7%) em analises de marcadores
RAPD. Assim como também Olivatti et al. (2011) observaram resultados
similares em L. friderici detectando também alto polimorfismo. Morelli et al.
(2007) analisando populagbes de Leporinus macrocephalus da bacia do Rio
Paraguai encontraram altos indices de heterozigosidade esperada e observada,
evidenciando o alto polimorfismo neste género independente da regido
gendmica analisada. Como se observa, as espécies deste género exibem altos
niveis de polimorfismo, como mostra nossos resultados.

A matriz de distancia revelou alta divergéncia genética entre o haplogrupo
do Parnaiba e o haplogrupo Il (Itapecuru, Pindaré e Mearim) para os genes
mitocondriais. Ja os haplogrupos | e Il (ltapecuru, Pindaré e Mearim)
apresentaram uma similaridade genética de 1,9%. Valores de similares foram
observados por Fraga et al. (2014) em amostras desta espécie oriundas da bacia
do rio tapecuru. Porém para o gene nuclear a maior divergéncia foi observado
entre os haplogrupos | e Il (ITA/PIN/MEA). No entanto, indices maiores foram
encontrados por Martins et al. (2003) em estudo com populagdes de L. elongatus
utilizando a regido controle com valores variando de 1,7 a 8,2%. E oportuno
ressaltar, que a regiao utilizada por esses autores € mais variavel do o gene
utilizado neste estudo.

A AMOVA testada em dois niveis hierarquicos com os diferentes
marcadores revelou que a maior diferenciacdo genética ocorre entre as bacias,
como também entre os haplogrupos com o valor de p altamente significativo
(<0,0001). Esses indices sao indicativos de que as populagbes de L. piau das
bacias analisadas estdo em processo de estruturagcdo genética. Fraga et al.
(2014), embora tenham observado indices de diferenciacdo genética entre

populagbes de L. piau da bacia do ltapecuru, os indices da AMOVA nao
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evidenciaram estruturagdo genética entre as populacdes por eles estudadas
(Fst=-0.02703, p>0,05).

A identificacdo molecular de L. piau das bacias hidrograficas do Itapecuru,
Pindaré, Mearim e Parnaiba com base na analise da plataforma BOLD DNA
barcoding nao confirmou status taxonémico de L. piau para essas bacias, uma
vez que as sequencias utilizadas mostraram altos indices de similaridade
genética com cinco taxons do género Leporinus sem definicdo do status
especifico: Leporinus sp04 e Leporinus sp15 exibiram similaridade de 99,34% e
99,17%, respectivamente, com o haplogrupo ITA/PIN/MEA-II (Itapecuru, Pindaré
e Mearim), Leporinus sp06, Leporinus spl10, e L. friderici apresentaram
similaridade de 100%, 99,34% e 99,67%, respectivamente com o haplogrupo
ITA/PIN/MEA-I que é a linhagem mais basal com o haplogrupo Parnaiba.
Observou-se também alto valor de divergéncia entre os haplogrupos, sugerindo
um provavel erro na identificagcdo morfoloégicas, o que reforgca a problematica
existente na taxonomia do género Leporinus.

E valido ressaltar que as sequencias usadas na analise sdo de espécimes
que possuem identificacdo morfologica confirmada (MZUEL 10534/Itapecuru,
MZUEL 10531/Pindaré, MZUEL 10530/Mearim e MZUSP104576/Parnaiba).
Embora o haplotipo15 que constitui o haplogrupo Parnaiba tenha mostrado
valores significativos de similaridade genética, 98,84% com L. piau, a maior
similaridade observada foi com L. friderici (99,16%). Portanto, nossos resultados
confirmam a divergéncia existente entre a identificagcdo morfoldgica e molecular,
reforcando a problematica na identificagdo de L. piau baseada somente em
caracteres morfologicos.

Os espécimes de L. piau utilizados neste estudo foram identificados com
base em quatro exemplares: um holétipo coletado no rio Salgado, em Ico, CE
(ANSP 69502), um paratipo do rio Jaguaribe, em Orés, CE (ANSP 69509) e dois
paratipos coletados no rio Sdo Francisco (ANSP 69503 e ANSP 69508). Mais
recentemente, Britski et al., (2012) re-examinaram a série tipo de Leporinus piau
considerando os dois paratipos do rio Sdo Francisco como pertencentes a L.
obtusidens, indicando que a espécie talvez esteja restrita as bacias dos rios do
Nordeste excetuando-se o rio Sdo Francisco. Por outro lado,

L. friderici € a espécie mais comum e amplamente distribuida do género,
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presente em todas as grandes bacias Neotropicais (Garavello et al., 1992). Por
outro lado, a grande semelhanca entre L. piau e L. friderici, pode ter possibilitado
a identificacdo de exemplares dessas duas espécies erroneamente, o0 que pode
justificar a similaridade dos espécimes de L. piau deste trabalho com L. friderici
da plataforma BOLDSystems.

Um inventario realizado por Piorski et. al (1988) em um trecho inferior da
bacia do rio Itapecuru registrou para a familia Anostomidae, género Leporinus a
ocorréncia de duas espécies Leporinus friderici (Bloch, 1794) e Leporinus sp. No
entanto, Barros et al. (2011) registraram apenas a ocorréncia de Leporinus piau
(Fowler, 1941) para bacia do Rio Itapecuru como uma espécie endémica da
regiao Nordeste. Para bacia do Rio Mearim Soares (2005) listou também apenas
Leporinus friderici (Bloch, 1794). Portanto observa-se que apesar da similaridade
molecular do haplogrupo ITA/PIN/MEA-I com Leporinus sp06, Leporinus sp10, e
L. friderici (100%, 99,34% e 99,67%, respectivamente), ndo foi possivel
identificar o verdadeiro status especifico deste haplogrupo, como também, do
outro haplogrupo de ocorréncia nos Rios Itapecuru, Pindaré e Mearim
(ITA/PIN/MEA-II) reforcando ainda mais a problematica na taxonomia do género
Leporinus.

A existéncia de variacdo geografica entre populacdes de L. friderici foi
observada inicialmente por Géry (1977) que detectou diferengcas nos padrdes
morfolégicos e de coloragcdo entre populagcdes da Amazénia e da bacia do rio
Parana (Paraguai). Diante da problematica existente nas bacias em estudo é
necessario uma analise dos caracteres morfométricos dos espécimes destas
bacias na tentativa de fornecer dados que possam elucidar tal problematica.

O presente estudo gerou informacao que confirmam um processo de
estruturacdo genética de L. piau nas bacias hidrogréficas do Itapecuru, Pindaré,
Mearim e Parnaiba, como observado em Pygocentrus nattereri de ocorréncia
nestas mesmas bacias por da Luz (2014).

A estrutura genética observada nao estar associada com barreiras fisicas.
No entanto é evidente a formacdo de trés unidades populacionais, duas
formadas pelas bacias dos rios Itapecuru, Pindaré e Mearim, e uma terceira
unidade conformada pela bacia do rio Parnaiba, agrupamento que é sustentado
pelas analises filogenéticas baseadas nas relagoes dos
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haplogrupos para os dois marcadores mitocondrias (rRNA 16S e COI) e
nuclear TROP.

Neste contexto os dados obtidos no presente estudos para Leporinus piau
de bacias de rios Maranhense poderao ser utilizados na elaboragéo de projetos

de manejo e conservagao desse importante recurso pesqueiro.
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7. CONCLUSOES

R/
L X4

Os marcadores moleculares mitocondriais (rRNA 16S, COIl) e nuclear
(TROP), mostraram altos indices de polimorfismo e forte estruturagédo
genética para L. piau nas bacias analisadas;

Os espécimes das bacias Itapecuru, Pindaré e Mearim constituiram duas
linhagens ou haplogrupos geneticamente diferente;

Os espécimes da bacia do rio Parnaiba constituiram uma terceira
linhagem ou haplogrupo com indices elevados de divergéncia genética;
A AMOVA mostrou valores de Fsr altamente significativos, com a maior
parte da variagdo ocorrendo entre as populagdes e haplogrupos,
corroborando a forte estruturacdo genética observada para L. piau das
bacias hidrograficas maranhenses;

As andlises filogenéticas baseadas no DNA mitocondrial e nuclear
corroboram a formacgao de trés linhagens distintas;

A identificacdo molecular (COI DNA barcoding) ndo confirma o status
especifico de L. piau,

Os resultados deste estudo geraram informagdes que confirmam a
diferenciacdo da espécie L. piau, e reforca a problematica taxonémica

para a espécie.
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ABSTRACT

Leporinus is one of the most speciose genera of the order Characiformes, with 81 valid
species distributed throughout much of Central and South America. The considerable
diversity of this genus has generated extensive debate on its classification and internal
arrangement. In the present study, we investigated the species diversity of the genus
Leporinus in central northern Brazil, and conclude that six valid species—Leporinus
maculatus, Leporinus unitaeniatus, Leporinus affinis, Leporinus venerei, Leporinus cf.
friderici, and Leporinus piau—are found in the hydrographic basins of the Brazil-
ian states of Maranhdo, Piaui, and Tocantins. We analyzed 182 sequences of the
Cytochrome Oxidase subunit I gene, of which, 157 were obtained from Leporinus
specimens collected from the basins of the Itapecuru, Mearim, Turiagu, Pericuma,
Perid, Preguicas, Parnaiba, and Tocantins rivers. The species delimitation analyses,
based on the ABGD, ASAP, mPTP, bPTP, and GMYC methods, revealed the presence
of four distinct molecular operational taxonomic units (MOTUs), identified as L.
maculatus, L. unitaeniatus, L. affinis, and L. piau (from the Parnaiba River). The bPTP
method restricted L. venerei to a single MOTU, and confirmed the occurrence of this
species in the rivers of Maranhao for the first time. The separation of L. cf. friderici
into two clades and the subsequent formation of different operational taxonomic
units was consistent with polyphyly in this species, which indicates the existence of
cryptic diversity. The arrangement of L. cf. friderici and L. piau in two different clades
supports the conclusion that the L. piau specimens from Maranhao were misidentified,
based on their morphological traits, reflecting the taxonomic inconsistencies that exist
among morphologically similar species. Overall, then, the species delimitation methods
employed in the present study indicated the presence of six MOTUs—L. maculatus, L.
unitaenitus, L. affinis, L. cf. friderici, L. venerei, and L. piau. In the case of two other
MOTUs identified in the present study, one (L. venerei) is a new record for the state of
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Maranhdo, and we believe that the other represents a population of L. piau from the
basin of the Parnaiba River.

Subjects Aquaculture, Fisheries and Fish Science, Genetics, Molecular Biology, Zoology,
Freshwater Biology

Keywords Molecular identification, Freshwater fish, Leporinus, Neotropical biodiversity,
Systematics

INTRODUCTION

The family Anostomidae is a prominent group of Neotropical fish that includes 15 genera
and approximately 151 valid species (Ramirez et al., 2016; Britski ¢ Birindelli, 2019; Ramirez
et al., 2020). The most speciose genus is Leporinus, which has approximately 81 valid
nominal species (Fricke, Eschmeyer ¢& Laan, 2021). Géry (1977) concluded that Leporinus is
one of the most diverse genera of the order Characiformes, which is distributed between
Central America and southern South America.

The considerable diversity found in the genus Leporinus has led to numerous attempts
to classify its species and determine its internal arrangement. A number of studies
have proposed subdivisions based on the position of the mouth, and the shape and
arrangement of the teeth (Borodin, 1929; Myers, 1950; Garavello, 1979). Britski ¢ Garavello
(1978) divided the genus into three groups based on coloration patterns, that is, banding,
spots, and longitudinal lines, although these proposals have been contradicted by more
comprehensive studies, such as those of Sidlauskas ¢ Vari (2008) and Ramirez et al. (2016).
In their cytogenetic study, Galetti, Lima & Venere (1995) confirmed the existence of a well-
defined ZZ/ZW sex chromosome system in six Leporinus species. These authors proposed
that the presence of the ZW system represents a synapomorphy, and that the six species with
this system form a monophyletic group. This conclusion is reinforced by morphological
traits, such as coloration patterns, relatively large body sizes, and the number of teeth,
as confirmed by Ramirez et al. (2016), which led to the allocation of this group to a new
genus, Megaleporinus, by Ramirez, Birindelli & Galetti (2017).

Using osteological markers, Sidlauskas ¢ Vari (2008) evaluated the phylogenetic
relationships of the anostomids, and concluded that this family is monophyletic, although
they were unable to confirm the monophyly of the genus Leporinus. Ramirez et al. (2016)
used nuclear and mitochondrial molecular markers to confirm the paraphyly of the genus
Leporinus, and concluded that the recuperation of the monophyly of the group would
depend on further taxonomic reviews, including the creation of new genera and the
description of new species.

Traditional taxonomic approaches have been essential for the delimitation of anastomid
species based on morphological traits, although this does not necessarily resolve some
natural groups, given that morphologically similar species may be assigned to the same
nominal taxon (Bickford et al., 2007). Deciphering and defining cryptic diversity accurately
is fundamental to the understanding of the ecological, biogeographic, and evolutionary
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patterns of a group of organisms, in addition to its other biological features (Kress et al.,
2015).

Hebert et al. (2003) proposed the use of a DNA barcode, based on a standard sequence
of the mitochondrial Cytochrome Oxidase subunit I (COI) gene, as the basis for a global
species identification system. This approach has been widely-used for the identification
of species and the resolution of cryptic diversity within genera and, in particular, in
species complexes. A species complex consists of a group of closely-related taxa that have
typically undergone recent speciation, which means that their taxonomic differences are
still incipient, as observed in the case of the Leporinus cf. friderici species complex, in which
Silva-Santos et al. (2018) confirmed the presence of eight distinct Molecular Operational
Taxonomic Units (MOTUs) arranged in three clades.

Leporinus is not only one of the most diverse fish genera, but its species also play an
important ecological role in many freshwater ecosystems, as well as having considerable
economic and social importance for local fisheries. Given this, we compiled a dataset of
the mitochondrial COI gene of 182,179 Leporinus specimens, which included specimens
from the hydrographic basins of the Brazilian state of Maranhao to verify the potential
intrageneric diversity of this genus, i.e., the presence of different putative species for the
study region.

Here we present the diversity of Leporinus from hydrographic basins of central northern
Brazil. We used integrative taxonomy tools to assess the species diversity of Leporinus
based on (i) morphological identification from external characters, (ii) morphological
identification from dentary characters, and (iii) molecular identification from COI gene
fragment.

MATERIAL AND METHODS

Sampling

The present study was based on the analysis of a total of 185 sequences, of which 182 were of
Leporinus species, with the other three representing the outgroup. The vast majority (157)
of these 182 Leporinus sequences were collected during the present study, being extracted
from specimens collected from basins in the Brazilian states of Maranhao (Itapecuru,
Mearim, Turiagu, Pericumai, and Perid rivers), Piaui (Parnaiba River), and Tocantins, that
is, the Tocantins River (Fig. 1 and Table S1). The other 25 sequences were obtained from
GenBank (Table S2).

The samples from the rivers of Maranhao, Piaui and Tocantins were obtained during
extensive fieldwork, which has been ongoing since 2006. This research was authorized by the
Brazilian Institute of the Environment and Renewable Natural Resources (IBAMA) through
license 02012.004159/2006, and licenses ICMBio/MMA 42119-1/2013, ICMBio/MMA
46367-1/2015, ICMBio/MMA 83138-1/2022, ICMBio/MMA 73790-6/2022 issued by the
Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation.

After collection, the specimens were taken to the Genetics and Molecular Biology
Laboratory (GENBIMOL) of the Advanced Studies Center of Maranhao State University
(CESC/UEMA), where they photographed and registered using a coding system. Samples
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Figure 1 Sample localities. Each data point indicates the location where Leporinus samples were col-
lected.
Full-size Gl DOI: 10.7717/peerj.15184/fig-1

of muscle tissue were extracted from the specimens for the genetic analyses. The specimens
were then fixed em 10% formaldehyde and conserved in 70% alcohol, before being sent
to the Museum of Zoology at Londrina State University (MZUEL) in Londrina, Parang,
Brazil, for morphological identification and cataloguing. The study of wild animals was
approved by the Regulatory Committee for the Ethical Treatment of Animals of Maranhdo
State University (protocol 47/2022) and by the Committee for the Ethical Use of Animals
of the National Institute for Amazonian Research, registered under protocol number
006/2021, SEI 01280.000116/2021-45.

The total DNA was extracted using the Wizard Genomic DNA Purification kit
from Promega, following the maker’s instructions. The genomic region was isolated
and amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR), using the universal primers
COI FishF1 5-TCAACCAACCACAAAGACATTGCCAC-3" and COI FishR1 5'-
TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3', described by Ward et al. (2005). The samples
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were sequenced by the Sanger, Nicklen ¢ Coulson (1977) method, using the Big Dye kit in
an ABI Prism™ 3500 automatic sequencer (Applied Biosystems, EUA).

The sequences were aligned and edited in the Clustal W (Thompson, Higgins ¢» Gibson,
1994) application of the Bioedit 7.2.5 program (Hall, 1999). All newly generated sequences
(175) were deposited in GenBank under accession numbers OP781850-OP781884,
OP782222-0P782283, OP782350-0OP7882375 and OP782385-0OP782418 (Table S1).
The haplotypes were delineated in DnaSP 5.1 (Librado ¢» Rozas, 2009). The mean genetic
distances and the Maximum Likelihood (ML) tree were obtained in MEGA X (Kumar et
al., 2018), using the Kimura 2-Parameter and Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) models,
respectively, with the trees being reconstructed using 1,000 bootstrap replicates.

The optimum evolutionary model for the construction of the Bayesian Inference (BI)
and Maximum Likelihood (ML) trees was generated in JModelTest2 (Darriba et al., 2012),
which is available at CIPRES Science Gateway v3.3 (Miller, Pfeiffer ¢& Schwartz, 2010), using
the Hasegawa-Kishino-Yano (HKY+G+I) algorithm. The BI tree was generated in BEAST
v.1.10.4 (Drummond et al., 20125 Suchard et al., 2018), using the relaxed lognormal clock
(Drummond et al., 2006) and the birth-death speciation model (Gernhard, 2008).

This analysis was based on 40,000,000 generations with the log files being verified in
Tracer v1.6 (Rambaut et al., 2014) to evaluate convergence and the most adequate burn-in,
with the convergence being considered adequate when the Effective Sample Size (ESS)
was over 200. The trees generated in BEAST were summarized in TreeAnnotator v.10.4
(Suchard et al., 2018) to obtain the consensus tree, which was then visualized and edited
in Fig Tree v1.4.2 (Rambaut, 2014) and the Inkscape image editing system. Clades with a
bootstrap percentage of at least 85% or posterior probability of at least 0.95 were considered
to be well supported.

The delimitation analyses of the MOTUs of the COI gene were run using the
following models: the Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD), Assemble Species
by Automatic Partitioning (ASAP), Poisson Tree Process (PTP), and the Generalized
Mixed Yule Coalescent (GMYC) model. The ABGD test (Puillandre et al., 2012) was
run in https:/bioinfo.mnhn.frabifpublic/bgd/ using the dataset of aligned sequences,
while the ASAP test (Puillandre, Brouillet ¢~ Achaz, 2020) was implemented in https:
/bioinfo.mnhn.fr/abifpublic/asap/asapweb.html using the matrix of genetic distances,
extracted using MEGA X, as the input. The PTP (Zhang et al., 2013) was run on the
web server https:/species.h-its.org/. In this case, the input was the Maximum Likelihood
phylogenetic tree produced in RaxML v.8.29 (Stamatakis, 2014), which is available in the
CIPRES Science Gateway v3.3 (Miller, Pfeiffer ¢~ Schwartz, 2010). The GMYC (Fujisawa
¢ Barraclough, 2013) was based on the ultrametric consensus tree constructed in BEAST
v1.10.1, which was processed in the Ape (Paradis ¢ Schliep, 2019), Splits (Ezard, Fujisawa
& Barraclough, 2009), Paran (Dinno, 2009), and Mass (Venables ¢ Ripley, 2002) packages
available in the R v. 4.1.0 software (R Core Team, 2021).

RESULTS

The present study focused on 182 sequences of the COI gene of Leporinus, each consisting
of 620 base pairs (bps). The phylogenetic trees generated by the ML and BI analyses were
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highly congruent and well-supported at both the intra- and interspecific levels (Figs. 2—4),
except in the case of Leporinus piau, which grouped with either Leporinus cf. friderici or
Leporinus venerei. The ABGD analysis delimited 12 MOTUs, while the ASAP defined 15,
the mPTP and bPTP each delimited nine, and the GMYC, six MOTUs (Fig. 2).

The results of the five delimitation methods applied in the present study had three
species in common—L. maculatus, L. unitaeniatus, and L. affinis—as well as differentiating
two specimens (PALEPO1 and PALEP09) from the basin of the Parnaiba River in a distinct
molecular taxonomic unit, which indicates the occurrence of a fourth species, which we
believe to be L. piau.

In the present study, the five delimitation methods had three species in common—L.
maculatus, L. unitaeniatus, and L. affinis—and differentiated specimens from the basin of
the Parnaiba River in a distinct molecular taxonomic unit, which is more basal than the
other Leporinus species, and groups with the the Megaleporinus species that were previously
assigned to Leporinus.

Clade VI (Fig. 3) was strongly supported, and includes L. venerei, L. lacustris, L. piau, and
L. cf. friderici, with L. piau occurring in Maranhio, in the Mearim, Itapecuru, Pericuma,
Turiagu, Preguigas and Perid basins. In this case, the clade was formed by L. venerei from the
Tocantins basin, L. lacustris from the basin of the Parand River, L. piau from the Jaguaribe,
Itapecuru, Mearim, Pericumai, Turiagu, Preguicas and Perid basins, and L. cf. friderici from
the Amazon and Mearim basins, which all share a single molecular taxonomic unit. Only
the bPTP analysis separated L. venerei from L. lacustris, L. piau, and L. cf. friderici, which
together formed a single MOTU in the ABGD, ASAP, mPTP, and GMYC models (Fig. 2).

The BI and ML analyses identified the formation of subclades within clade VI (Figs.

2 and 3), in which the L. piau from Maranhao, in the Itapecuru, Turiagu, Mearim, and
Perid basins, grouped with L. venerei from the Tocantins basin, with genetic distances
ranging from only 0.16% to 1.54% (Table S3). Other L. lacustris and L. piau subclades
were identified in the Jaguaribe basin, where the genetic distances ranged from 0.0% to
3.5% (Table S3). The L. piau subclade from Maranhao, found in the Itapecuru, Mearim,
Pericuma, and Turiagu basins, grouped with L. cf. friderici from the Mearim (Maranhio)
and Amazon basins (Amazonas state), with genetic distances of between 0.16% and 5.88%
(Table S3). All three groups were supported by significant posterior probability (BI) and
bootstrap(ML) values (Figs. 2 and 3).

Leporinus cf. friderici, whose type locality is the basin of the Tampok River in French
Guiana, formed a group together with L. piau from the basins of the Sao Francisco, Amazon,
and Mearim rivers, an arrangement found in both the species delimitation models and the
BI and ML trees. In the ABGD, ASAP mPTP, and bPTP delimitation models, however, L.
cf. friderici was differentiated in its own operational unit (Fig. 2).

The genetic distance matrix derived from the molecular taxonomic units revealed
relatively high values for both the intra- and inter-MOTU distances. The highest mean
intra-MOTU distance was 5.9%, in L. maculatus, while the lowest mean was 0.4%, in L.
unitaeniatus, whereas the mean inter-MOTU distances ranged from 7.8% to 17.4% The
MOTUs formed by L. venerei, L. lacustris, L. piau, and L. cf. friderici were separated by a
mean genetic distance of 2.2% (Table 1). In this context, it is important to note the genetic
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Figure 2 Bayesian Inference tree showing the arrangement of the MOTUs of the Leporinus species
analyzed in the present study. This arrangement was obtained using the ABGD, ASAP, mPTP, bPTP,
and GMYC species delimitation approaches for the analysis of the mitochondrial COI gene, based on the
Hasegawa-Kishino-Yano (HKY+G+I) algorithm, generated in BEAST. The species delimitated by the spe-
cific estimates are shown by the vertical bars, with the color representing the current status of the species.
The blue bars correspond to valid species, while the gray bars indicate the species delimited ditGerently
from the current classification.

Full-size Gl DOI: 10.7717/peerj.15184/fig-2
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Figure 3 Maximum Likelihood tree of the Leporinus species. Maximum Likelihood tree showing the ar-
rangement of the Leporinus species based on the analysis of 185 samples of the mitochondrial COI gene
using the Hasegawa-Kishino Yano (HKY+G+I) algorithm, generated in MEGA X. The node support, that
is, is given by the Bayesian posterior probability/ML bootstrap values, respectively. Each clade and its sub-
divisions (when present) are demarcated by the brackets. The Roman numerals in upper case represent

the clades, while those in lower case indicate the subclades.
Full-size & DOI: 10.7717/peerj.15184/fig-3
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distance of 7.8% between L. piau (MOTU 1) and L. cf. friderici (MOTU 2), which may be
the result of an error in the identification of the species of one of the groups.

Given the levels of congruence identified in the different delimitation analyses applied
in the present study, the ASAP method appeared to be the most effective interpretation, in
biological terms, of the dataset considered here, given that it identified 10 MOTUs, which
distinguished four of the seven nominal species, including L. venerei, in a distinct MOTU.
This confirmed the occurrence of this species the Itapecuru, Mearim, Turiacu, Preguicas
and Perid basins, which constitutes the first record of L. venerei in the Brazilian state of
Maranhao.

DISCUSSION

An adequate taxonomic assessment is fundamental for the success of many types of
biological research, and DNA data have provided additional insights for the resolution of
taxonomic questions in many groups of organisms, including elements of the megadiverse
Neotropical fish fauna, such as the anostomids. The COI barcode proved to be an extremely
valuable tool for the identification and separation of the species assessed in the present
study, based on the analysis of genetic distances and species delimitation, which identified
evidence of the potential presence of more than one taxon in some nominal species.

In many previous studies of DNA barcoding and molecular diversity, the number of
species or lineages delimited by the analysis has tended to exceed the number of nominal
taxa or even the morphospecies analyzed (Carvalho et al., 2018). A similar tendency was
observed here, in addition to the opposite pattern, given that, in some species delimitation
analyses, more than one valid species was allocated to the same MOTU, as in the case of L.
venerei, L. lacustris, L. cf. friderici, and L. piau.

In the present study, the L. venerei, L. lacustris, L. cf. friderici, and L. piau specimens were
assigned to a single molecular taxonomic unit by the ABGD, ASAP, mPTP, and GMYC
methods, reflecting their similar morphological characteristics, such as their coloration
pattern, dental formula, and meristic parameters (Table 2), although the intra-MOTU
analyses revealed mean genetic distances of 2.7% (Table 1), ranging from 0.0% to 6.11%
(Table S3). This is consistent with the current classification of the valid nominal species
(BI and ML analyses: Figs. 2—4; Table 1). All the species of clade VI shared the same
morphological pattern, which is considered to be diagnostic of L. friderici, such as the
number of spots along the lateral line (1-3) and the 4/4 dental formula, except for L.
venerei, which has four teeth in the pre-maxilla and three in the dentary row. Leporinus
lacustris and L. venerei are highly similar morphologically, given their relatively tall body,
terminal mouth, long, dark anal fin, and three spots on the lateral line (Britski ¢ Birindelli,
2008; Silva-Santos et al., 2018). Leporinus piau presents the D-type coloration pattern
described by Garavello (1979), which consists of three well-defined black spots on the
lateral line, and four teeth in both rows, with a dental formula of 4/4. The L. venerei, L.
lacustris, L. cf. friderici, and L. piau MOTU was subdivided into three subclades (i, i1, iii and
iv—TFig. 3). Subclade i includes L. piau from Maranhao and L. venerei from the Tocantins
basin, while subclade ii has L. cf. friderici from the Amazon and L. piau from the Turiagu
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Leporinus piau Itapecuru
Leporinus piau Turiagu iii
Leporinus cf friderici Amazonas
- Clade VI
Leporinus lacustris Parand ji

Leporinus piau Jaguaribe

Leporinus piau Itapecuru
Leporinus piau Mearim

Leporinus piau Preguicas .
Leporinus piau Perid i
Leporinus piau Turiagu

Leporinus venerei Tocantins
Leporinus venerei Araguaia

Leporinus piau Mearim

Leporinus piau Sao Francisco

Leporinus piau Parnaiba Clade V
Leporinus piau Amazonas

Leporinus friderici Parand

Leporinus friderici Tampok

Leporinus affinis Tocantins
Leporinus affinis Amazonas

| Clade IV

Leporinus unitaeniatus Tocantins | Clade Il

Leporinus Maculatus Tocantins Clade Il
Leporinus maculatus Maroni

Megaleporinus obtusidens Sao Francisco
Megaleporinus elogatus Sao Francisco Clade |
Megaleporinus gaeiros Contas

Leporinus piau Paranaiba

MZ051328 Anostomus ternetzi

MZ051919 Curimata cyprinoides

MN996701 Prochilodus nigricans

Figure 4 Collapsed Bayesian inference tree of the MOTUs of the Leporinus species. Collapsed Bayesian
inference tree showing the arrangement of the MOTUs of the Leporinus species based on 185 samples of
the mitochondrial COI gene analyzed using the Hasegawa-Kishino-Yano (HKY+G+I) algorithm, applied
in BEAST. The groups were detined by observing the congruence between the MOTUs generated in the
species delimitation analyses based on the ABGD, ASAP, mPTP, bPTP, and GMYC methods.

Full-size & DOI: 10.7717/peerj.15184/fig-4

Nascimento et al. (2023), PeerdJ, DOI 10.7717/peerj.15184

10/21



Peer

Table 1 Mean genetic distance of the Leporinus and Megaleporinus. Mean genetic distance, based on the Kimura 2-Parameter algorithm, gener-
ated by MEGA X for the MOTUs defined by the ABGD, ASAP, mPTP, bPTP, and GMYC analyses.

MOTU Genetic Distance
1 2 3 4 5 6
1. Leporinus lacustris + Leporinus venerei + Leporinus piau 2.7
+ Leporinus cf friderici
2. Leporinus piau + Leporinus friderici 7.91 2.2
3. Leporinus maculatus 10.89 10.58 5.9
4. Leporinus affinis 12.61 11.26 11.05 1.8
5. Leporinus unitaeniatus 13.04 13.49 11.97 11.27 0.4
6. Leporinus piau 15.49 16.24 15.64 17.45 14.53 0.5

basins. Subclade iii groups L. lacustris and L. piau from the Jaguaribe basin, and subclade
iv groups L. piau from Maranhdo and L. cf. friderici from the Mearim. The composition

of subclade i (L. piau and L. venerei—Fig. 3), together with the diagnostic morphological

features of the species, indicates that the specimens from the basins of Maranhéo identified
as L. piau may in fact be L. venerei, which would be the first record of this species from this
Brazilian state.

The L. venerei, L. lacustris, L. cf. friderici, and L. piau MOTU was subdivided into three
subclades (i, i1, iii and iv—Fig. 3). Subclade i includes L. piau from Maranhao and L.
venerei from the Tocantins basin, while subclade ii has L. cf. friderici from the Amazon
and L. piau from the Turiacu basins. Subclade iii groups L. lacustris and L. piau from the
Jaguaribe basin, and subclade iv groups L. piau from Maranhao and L. cf. friderici from
the Mearim. The composition of subclade i (L. piau and L. venerei—Fig. 3), together with
the diagnostic morphological features of the species, indicates that the specimens from the
basins of Maranhio identified as L. piau may in fact be L. venerei, which would be the first
record of this species from this Brazilian state.

One other clade, formed by L. friderici from French Guiana and Parana with L. piau
from the Mearim, Sao Francisco, Parnaiba, and Amazon basins, is also well supported
(Fig. 3). This raises two important points: (1) the clear polyphyly of L. friderici and L.
piau, which, in the latter case implies a possible error of identification based on the type
specimen, and (2) the existence of cryptic diversity in the genus Leporinus, in particular in
L. friderici. Silva-Santos et al. (2018) concluded that the samples identified morphologically
as L. friderici are in fact a polyphyletic group, given that the specimens collected from
the basins of the Brazilian Shield are different from those of L. friderici from the type
locality. The polyphyly of L. ¢f. friderici was also confirmed in the present study, which
is consistent with Silva-Santos et al. (2018), in which a species complex is revealed by the
genetic differentiation of the populations present in distinct hydrographic basins. In this
case, individuals identified consistently as L. cf. friderici may not in fact be conspecific
with L. friderici from the type locality, that is, they represent different species. Ramirez,
Birindelli ¢ Galetti (2017) confirmed the presence of cryptic diversity in this taxon, which
may represent a typical scenario of recent diversification, when closely-related taxa may be
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Table 2 Meristic traits of the adult Leporinus species. Meristic traits of the adult Leporinus used to identify the samples analyzed in the present
study, following Garavello (1979), Garavello (1989), Garavello & Santos (2007), Britski, Sato & Rosa (1984), and Britski ¢ Birindelli (2008).

Species Body Coloration Number of Dental Number of Fin
scales around formula scales in the coloration
the peduncle lateral line
L. affinis Pre-dorsal some- Body yellowish, 16 4/4 Peitoral and pelvic
Giinther what convex; dor- with 7 dark fins light yellow; all
(1864) sal inclined slightly transversal stripes other fins hyaline.
between the dorsal on the body and
and adipose fins, 3—4 on the head.
and concave be-
tween the adipose
and caudal fins.
L. friderici Body tall and ro- Body browny 16 4/4 38 to 40 Anal fin dark
Bloch (1794) bust; large, with chestnut, with gray; all other fins
Standard Length 2—4 dark spots, yellowish-gray.
(SL) of ca. 40 cmy; rounded or oval,
body height 26— on the lateral line.
30% of SL, head
length 27-29% of
SL; mouth termi-
nal.
L. lacustris Body elongated, 2-3 dark, rounded, 16 4/4 33 to 36 All fins yellowish,
Campos with a maximum mediolateral spots except the adipose
(1945) standard length on the dorsal fin, and anal fins, que
of 20 cm; mouth the first larger and which are dark-
terminal; incisors more conspicuous. ened.
truncated.
L. macula- Body small, with Body with 4 black, 16 4/4 39 to 40
tus Miiller Standard Length rounded spots
and Troschel (SL) of ca. 10 cmy; connected by 3
(1844) body height 22— transversal stripes,
26% of SL, head which cross the lat-
length 23-25% of eral line.
SL; mouth subter-
minal.
L. piau Body relatively tall. Body with 3 black 16 4/4 35to 37
spots on the flank,
which are elon-
gated horizontally.
L. unitae- Body elongated Body yellowish, 16 4/4 40 to 44 Hyaline.
niatus Gar- and fusiform; with a conspicuous
avello ¢ San- small, with black longitudi-
tos (2007) maximum nal streak running
standard length of along the lateral
12 cm; relatively line; 11-13 dark
low body (23% chestnut transver-

of the standard
length); mouth
subterminal.

sal stripes sepa-
rated from the lat-
eral line by two
rows of scales.

(continued on next page)
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Table 2 (continued)

Species Body Coloration Number of Dental Number of Fin
scales around formula scales in the coloration
the peduncle lateral line
L. venerei Body tall; mouth 3 small, dark spots 16 4/3 36 to 37
Britski & terminal; anal fin on the lateral line,
Birindelli long and dark. of which, the last
(2008) 2, in particular, the
last, are typically
faded.
Notes.

*Data not available.

poorly-distinguished morphologically, creating predictable taxonomic uncertainties, such
as those observed in the populations of L. friderici.

In the present study, the relationship found among L. piau, L. friderici, and L. cf.
friderici (Figs. 2—4) alludes to a possible taxonomic inconsistency derived from Fowler’s
(1941) description of L. piau, as well as the geographic origin of the specimen analyzed
in the present study, which was from the Sdo Francisco basin. Fowler (1941) described
Leporinus piau based on a type specimen from the Salgado River in the Jaguaribe basin
of the Brazilian state of Ceard, but included a paratype from the Jatoba River, in the Sao
Francisco basin, which led to the subsequent identification of most Leporinus specimens
from the Sao Francisco River as L. piau (Garavello & Britski, 2003; Carvalho et al., 2011).
However, Silva-Santos et al. (2018), who analyzed nuclear and mitochondrial genetic
markers, including COI, noted that the Leporinus specimens from the Sdo Francisco basin
represent a species distinct from L. piau from the type locality in the Jaguaribe basin.
Clearly, Fowler’s (1941) inclusion of a paratype from a distinct hydrographic basin have
contributed fundamentally to the taxonomic uncertainties surrounding L. piau.

In the present study, L. maculatus, L.unitaeniatus, and L. affinis are valid nominal
species, which presented considerable congruence between the traditional and molecular
taxonomies. These three species constitute distinct MOTUs, which reflect their arrangement
in different clades (BI and ML analyses: Figs. 2—4). All these species present easily
distinguished diagnostic traits, such as the numerous spots dotting the body of L. maculatus,
the single longitudinal stripe of L. unitaeniatus, and the lateral bands with no subdivisions
observed in L. affinis (Britski ¢ Garavello, 2005; Sidlauskas ¢ Vari, 2012).

The samples from the Parnaiba basin identified here as L. piau and defined as a single
MOTU by all the species delimitation models were grouped in a single clade with a
genetic distance of 0.5%. These samples were delimited clearly as a more basal species
separate from all the others, with evidence that they had been wrongly identified, and are
in fact representatives of the genus Megaleporinus. This genus was described recently by
Ramirez, Birindelli ¢ Galetti (2017), based on a combined morphological, chromosomal,
and molecular approach, which assigned the large-bodied Leporinus to a monophyletic
clade, which was denominated Megaleporinus. In the present study, these samples were
delimited clearly as a single, basal species well separated from all the others, although a
more detailed analysis would be necessary to better determine their taxonomic status.
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The samples from the basins of Maranhao and Piaui, together with those from the
Tocantins River collected for the present study revealed the cryptic diversity found in
Leporinus, given that the specimens from the basins of the Itapecuru, Mearim, Pericuma,
Turiagu, Perid, and Preguicas rivers in Maranhao, and the Parnaiba River in Piaui were
identified as L. piau based on their morphological traits. The study of the DNA barcode and
the analytical tools employed here confirmed that L. friderici likely constitutes a polyphyletic
species complex, leading to the frequent misidentification of specimens as L. piau. It will
only be possible to resolve this scenario definitively with a systematic re-evaluation of the
specimens collected from the hydrographic basins of the states of Maranhao and Piaui.

In the specific case of subclade i (Fig. 3; Tables 53-54), which groups L. piau from
Maranhao with L. venerei from the Tocantins basin, the most parsimonious interpretation
of the results of this analysis, together with the diagnostic traits of the two species, would
be to consider them to be a single taxon, that is, L. venerei. This would thus be the first
record of L. venerei from the basins of the Itapecuru, Mearim, Turiagu, and Perid rivers, in
the state of Maranhao.

Prior to the present study, three Leporinus species were considered to be present in
the hydrographic basins of the Brazilian state of Maranhao—L. affinis, in the Itapecuru
basin(Abreu et al., 2019), L. friderici in the Itapecuru, Mearim, Maracagumé, Munim, Peria,
and Parnaiba basins (Piorski et al., 1998; Soares, 2005; Ramos, Ramos ¢ Ramos, 2014; Melo
etal., 2016; Abreu et al., 2019; Brito et al., 2019; Brito et al., 2020; Guimardes et al., 2021a;
Guimaraes et al., 2021b; Guimaraes et al., 2021c), and L. piau in the basins of the Itapecuru,
Mearim, Turiagu, and Parnaiba rivers (Barros, Fraga ¢ Birindelli, 2011; Ramos, Ramos ¢
Ramos, 2014; Ribeiro et al., 2014; Assega ¢ Birindelli, 2019; Abreu et al., 2019). Based on
analyses of molecular data, however, Fraga et al. (2014) and Nascimento et al. (2016) found
evidence of two distinct lineages in the L. piau group from the Itapecuru basin, while in
the present study, L. piau was assigned to three different clades, being associated strongly
with L. cf. friderici in two clades and with L. venerei in one. This leads us to conclude that L.
piau is, in fact, absent from the basins of Maranhao, which are instead populated by L. cf.
friderici and L. venerei, with the latter being recorded in Maranhao for the first time. This
restricts L. piau to the basin of the Parnaiba River.

CONCLUSIONS

The molecular analyses presented here, including the different species delimitation
approaches, identified the presence of four Leporinus species in the hydrographic
basins of central northern Brazil—L. maculatus, L. unitaenitus, L. affinis, and L. venerei.
However, the species delimitation analyses also assigned L. cf. friderici and L. piau to two
different molecular operational units, which leads us to believe that an additional species,
morphologically indistinguishable from L. cf. friderici, may be present. The analyses also
revealed a distinct group of two of the specimens, which indicates emphatically the presence
of L. piau in the basin of the Parnaiba River, which indicates the presence of a total of six
nominal species in the hydrographic basins of central northern Brazil. The confirmation
of the presence of L. venerei in the Itapecuru, Mearim, Turiacu, Preguicas and Peria basins
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represents a new record for the state of Maranhao, amplifying the known distribution of
this species in Brazil.
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