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APRESENTACAO

Esta dissertagdo, intitulada “Identificacio Molecular de Espécies do Género Cichla
(Cichliformes: Cichlidae) Introduzidas em Bacias Hidrograficas Maranhenses” ¢ um dos
requisitos exigidos pelo Programa de Pds-Graduacdo em Ecologia e Conservacdo da
Biodiversidade, da Universidade Estadual do Maranhdo, para a obten¢do do titulo de Mestre.
Os resultados aqui apresentados foram gerados no Laboratério de Genética e Biologia
Molecular vinculado a esta instituicdo no Campus Caxias/MA. Este estudo contou com o apoio
financeiro da Fundacdo de Pesquisa e Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico do Maranhao
(FAPEMA) inclusive concedeu também a bolsa de mestrado. A dissertacio serd apresentada
em trés capitulos sendo o Capitulo 1: Revisdo de literatura e objetivo sobre os temas abordados
neste trabalho e os demais capitulos serdo apresentados em formato de capitulo e artigo
cientifico. Capitulo 2: Identificacdo Molecular de Tucunarés (Cichlidae, Perciformes)
introduzidos em Bacias Hidrograficas Maranhenses Através do DNA Mitocondrial, aceito
como Capitulo de livro publicado “Coletanea Estudos Ambientais e Agronomicos: resultados
para o Brasil. Capitulo 3: DNA BARCODING CONFIRMA A INTRODUCAO DE Cichla
monoculus E Cichla Kelberi EM BACIAS MARANHENSES a ser submetido a Neotropical
Ichthyology.
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RESUMO GERAL

A inferéncia sobre a origem dos estoques pesqueiros introduzidos fora de seu habitat utilizando
enfoque filogenético constitui-se uma importante aplicagdo para a compreensio e controle da
expansdo das espécies invasoras. Nesse sentido, utilizamos a técnica de DNA barcoding para
identificar espécies do género Cichla em bacias maranhenses. Os peixes foram coletados nas
bacias do Mearim/afluentes, Pindaré, Parnaiba e Tocantins, utilizando-se redes de malhadeiras
e tarrafas, e em seguida foram transportados para o Laboratério de Genética e Biologia
Molecular (GENBIMOL) para triagem e identificagdo com o auxilio de literatura especifica e
submetidas as técnicas de extracdo de DNA, amplificacdo do gene COI via PCR e
sequenciamento. A edi¢do, alinhamento das sequéncias, distancias genéticas, rede de haplétipos
foram realizadas a partir dos programas BioEdit, MEGA X e Network. Os modelos ABGD,
ASAP GYMC e PTP foram usados para a delimitacdo de OTUs. Um total de 78 sequéncias do
gene COI foram obtidas, 37 sequéncias correspondem as espécies Cichla kelberi do rio Pindaré,
Cichla monoculus do rio Flores, Cichla piquiti do rio Tocantins e Cichla sp. do rio Parnaiba e
41 sequéncias foram provenientes do Genbank, com médias de divergéncias genéticas
intraespecificas de 0% e interespecificas de 6,78% a 44,75%. Os agrupamentos pelas
reconstrugdes filogenéticas de (ML) e (BI) apresentaram clados fortemente sustentados,
indicando concordancia com as espécies atribuidas por identificagcdo morfoldgica. Um total de
seis haplotipos foram obtidos para os espécimes do género Cichla, com valores de diversidade
haplotipica h= 0,726 e nucleotidica n= 0,0479. O haplétipo H1 foi compartilhado nas
populacdes de C. monoculus provenientes dos rios Parnaiba, Mearim e Alto Parana. Ja o
haplétipo H2 compartilhou populacdes de C. kelberi dos rios Pindaré, Tocantins e Alto Parand.
O haplétipo H3 foi compartilhado com populagdes de C. piquiti dos rios Tocantins e Parana.
Foram observados trés haplétipos exclusivos para as populacdes de Cichla ocellaris
proveniente do rio Maroni na Guiana Francesa, para Cichla melaniae e Cichla mirianae
provenientes do Xingud (H4, HS5 e H6). A identificacdo realizada na plataforma BOLD Systems
confirmou a identificacdo morfologica das espécies em estudo com similaridade de 99,13 a
100%. Portanto, sugerimos que os espécimes de C. kelberi do rio Pindaré sejam provenientes
de populacdes nativas da bacia do rio Tocantins e C. monoculus dos rios Mearim, Parnaiba e
Alto Parand por constituirem o mesmo haplétipo sejam provenientes de um mesmo estoque. E
possivel inferir também que C. piquiti do rio Paranad seja derivada de populacdes do rio
Tocantins. Em conclusao, nosso estudo foi o primeiro a usar anélises moleculares para validar
a presenga de C. monoculus como espécies invasoras em rios maranhenses, bem como,
confirma a introducao e registo de C. kelberi no rio Pindaré.

Palavras-chave: Ictiofauna, Biodiversidade, Filogenia.
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ABSTRACT

The inference on the origin of fish stocks introduced outside their habitat with a phylogenetic
approach constitutes an important step in understanding and controlling the expansion of
invasive species. In this sense, we used the DNA barcoding technique to identify species of the
genus Cichla in Maranhdo basins. The fish were collected in the Mearim/tributaries, Pindaré,
Parnaiba and Tocantins basins, using nets of gillnets and nets, and then transported to the
Laboratory of Genetics and Molecular Biology (GENBIMOL) for sorting and identification
with the aid of specific literature and submitted to DNA extraction techniques, COI gene
amplification via PCR and sequencing. Editing, sequence alignment, genetic distances,
haplotype network were performed using the BioEdit, MEGA X and Network programs.
ABGD, ASAP GYMC and PTP models were used for OTU delimitation. A total of 78
sequences of the COI gene were obtained, 37 sequences correspond to the species Cichla
kelberi from the Pindaré River, Cichla monoculus from the Flores River, Cichla piquiti from
the Tocantins River and Cichla sp. from the Parnaiba river and 41 sequences were from
Genbank, with average intraspecific genetic divergence of 0% and interspecific genetic
divergence from 6.78% to 44.75%. The clusters by phylogenetic reconstructions of (ML) and
(BI) showed strongly supported clades, indicating agreement with the species assigned by
morphological identification. A total of six haplotypes were obtained for specimens of the genus
Cichla, with haplotypic diversity values h= 0.726 and nucleotide diversity n= 0.0479. The H1
haplotype was shared in populations of C. monoculus from the Parnaiba, Mearim and Alto
Parana rivers. The H2 haplotype shared populations of C. kelberi from the Pindaré, Tocantins
and Alto Parana rivers. The H3 haplotype was shared with populations of C. piquiti from the
Tocantins and Parana rivers. Three exclusive haplotypes were observed for the populations of
Cichla ocellaris from the Maroni River in French Guiana, for Cichla melaniae and Cichla
mirianae from the Xingu (H4, H5 and H6). The identification performed on the BOLD Systems
platform confirmed the morphological identification of the species under study with a similarity
of 99.13 to 100%. Therefore, we suggest that specimens of C. kelberi from the Pindaré River
come from native populations from the Tocantins River basin and C. monoculus from the
Mearim, Parnaiba and Alto Parana Rivers, as they constitute the same haplotype, come from
the same stock. It is also possible to infer that C. piguiti from the Parand River is derived from
populations from the Tocantins River. In conclusion, our study was the first to use molecular
analysis to validate the presence of C. monoculus as an invasive species in Maranhao rivers, as
well as confirming the introduction and registration of C. kelberi in the Pindaré River.

Keywords: Ichthyofauna, Biodiversity, Phylogenetics.
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1. Género Cichla Schneider, 1801

O género Cichla, representado popularmente pelos tucunarés, pode ser distinguido de
outros ciclideos por apresentar um ocelo caracteristico na nadadeira caudal. Sdo peixes de
grande tamanho, alimentam-se preferencialmente de peixes pequenos, sdo 0S maiores
determinantes na estrutura da comunidade em muitos habitats fluviais (JEPSEN et al., 1997;
WINEMILLER et al., 1997) produzem uma intensa pressao de selecdo em uma variedade de
peixes (LAYMAN; WINEMILLER, 2004) e sdo adaptados a ambientes 1é€nticos (STAECK;
LINE, 1985; NELSON, 1994). Os representantes deste género sdo endémicos da bacia
amazOnica, no entanto, foram introduzidos ao longo de vérias bacias hidrograficas brasileiras e
a sua constante introdugdo tem gerado discussdes no que diz respeito aos impactos que podem
ocasionar as populagdes nativas (TEIXEIRA; OLIVEIRA, 2005).

O género foi primeiramente descrito por Schneider em 1801, baseado na descri¢do da
espécie Cichla ocellaris. Taxonomicamente foram sugeridas para Cichla 15 formas diferentes,
contudo apenas seis espécies foram aceitas como vdlidas: Cichla temensis Humboldt &
Valenciennes (Alto Orinoco — Coldmbia, Venezuela; Rio Negro e Amazdnia Ocidental —
Brasil); Cichla ocellaris Schneider em 1801 (Suriname; drenagens da Guiana e Amazonia
Venezuelana); Cichla orinocensis Humboldt & Valenciennes, 1821 (Bacia do Rio Orinoco —
Colombia e Venezuela; Rio Negro — Brasil); Cichla monoculus Agassiz, 1831 (Bacia
Amazdnica — Brasil, Peru, Colombia e Equador); Cichla intermedia Machado-Allison, 1971
(Alto Rio Negro e Médio Orinoco) (KULLANDER, 1986; KULLANDER & NIJSSEN, 1989;
WINEMILLER, 2001) e Cichla nigromaculata Jardine 1843 (Alto Rio Orinoco — Venezuela e
Médio Rio Negro — Brasil). Entretanto Kullander; Ferreira (2006) em uma revisdo taxondmica
do género Cichla descreve nove novas espécies: Cichla kelberi, Cichla pleiozona, Cichla
mirinae, Cichla melaniae, Cichla piquiti, Cichla thryrorus, Cichla jarina, Cichla pinima,
Cichla vazzoleri, assim ficou estabelecido 15 espécies para o género.

Entre os peixes aléctones, introduzidos em diversas bacias hidrograficas do Brasil, o
Tucunaré, destaca-se devido ao impacto ambiental gerado por suas caracteristicas de predador,
pois é considerado agressivo e nio desiste facilmente de sua presa (AGOSTINHO; JULIO JR,
1999; CHELLAPPA et al., 2003; KOVALENKO et al., 2010).

Considerando os impactos ambientais causados ao introduzir espécies desse grupo, faz-
se necessario o entendimento taxondmico, com o uso de abordagens moleculares que colaboram
para distinguir ou identificar espécies desconhecidas ou morfologicamente semelhantes (LUZ,

2016).
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Devido as problemdticas em que o género estd envolvido, tais como a identificacdo
errOnea das espécies do género, faz-se necessarios estudos capazes de caracterizar e identificar
espécies de peixe que sdo cultivadas ou simplesmente que alteram ambientes naturais; e, dentre

as ferramentas utilizadas neste tipo de estudo estd a genética molecular (MOURAO, 2013).

2. DNA barcoding e modelos de delimitaciao de espécies

Ferramentas moleculares t€ém sido cada vez mais empregadas na caracterizacdo e
diferenciacdo de espécies filogeneticamente préximas, especialmente para identificar ou
distinguir espécies morfologicamente semelhante (cripticas) e desconhecidas, ou mesmo
quando acontece hibridacdo entre espécies simpatricas (PADIAL et al., 2010; PONZETTO,
2012; ROSSO et al., 2012). Dentre os marcadores mitocondriais, o Citocromo Oxidase
Subunidade I (COI), também conhecido como DNA barcoding, é constituido de um fragmento
com cerca de 650 pares de bases com polimorfismo intraespecifico muito menor que o
interespecifico, o que permite discriminar as espécies, como ocorre com o codigo de barras
(HERBET et al., 2003; HUBERT et al., 2008) (Figura 1).

Este marcador corresponde a uma regido codificante bastante conservada dentro da
espécie sendo parte de uma enzima terminal da cadeia respiratoria da mitocondria que vem
sendo utilizado devido a eficiéncia demonstrada na identificacdo de vdrias espécies de peixes
marinhos e de 4gua doce com uma taxa de sucesso de mais de 90% (PEREIRA et al., 2013).

O emprego de um tnico gene (COI), no apoio a taxonomia de espécies foi proposto por
Hebert et al. (2003), para servir como o cddigo de barras universal para todas as espécies
animais através da criagcdo do “Consortium for the Barcode of Life” (CBOL -
www.barcoding.si.edu). A identificacdo molecular de peixes por DNA barcoding ja comprovou
ser eficaz, com precisio chegou a distinguir peixes marinhos e ornamentais australianos e ainda
do Sudeste e Sul do Brasil (WARD et al., 2005; STEINKE et al., 2009; RIBEIRO, 2012), além
de 200 espécies de peixes de dgua doce da regido Neotropical, inclusive discriminando espécies
estreitamente relacionadas, como no caso das espécies Cichla piquiti, Cichla monoculus e
Cichla kelberi (PEREIRA et al., 2013). Para o género Cichla esta técnica molecular foi usada
para a caracterizacdo genética das espécies Cichla piquiti e Cichla kelberi provenientes dos rios
Parana (PR) e Tieté (SP) e seus provdveis hibridos (MOURAO, 2013) e na discriminacao dos
peixes da bacia do rio Parand (PR) (PEREIRA et al., 2013).
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Figura 1: Genoma mitocondrial de peixes. Em vermelho evidenciando a regidio do Citocromo Oxidase Subunidade
I (COI).
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Fonte: http://www.ifsj.edu.br/recgenlab/

O uso do DNA barcoding tem sido cada vez mais evidenciado para delimitacdo e
resolugdo de complexos de espécies, contudo, estratégias mais refinadas com o gene COI estdao
sendo empregadas para a identificacdo de OTUs (Operational Taxonomic Unit), destacando-se
os modelos que incluem ferramentas bioestatisticas e algoritmicas, como o Automatic Barcode
Gap Discovery (ABGD), Assemble species by automatic partitioning (ASAP) e o Poisson Tree
Process (PTP) (PUILLANDRE et al., 2020).

O modelo ABGD foi proposto para encontrar automaticamente a distancia onde os
barcode gaps estdo localizados, utilizando como entrada um banco de dados com sequéncias

alinhadas, a hipdtese primdria de espécie € definida apds a suposicdo da existéncia de uma
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lacuna para os valores de distancia dentro e entre grupos de individuos, apds sucessivos testes
de agrupamento e limiares (PUILLANDRE et al., 2012).

ASAP é um método de implementacdo de um algoritmo de agrupamento hierdrquico
que usa exclusivamente distancias genéticas pareadas, direcionando a carga computacional da
reconstru¢do filogenética. Deste modo, o ASAP sugere particdes de espécies classificadas por
um novo sistema de pontuacdo que ndo use uma visdo bioldgica previa da diversidade
intraespecifica. Diante disto, o0 ASAP tem potencial de interface grafica exploratéria completa
no processo de taxonomia integrativa (PUILLANDRE et al., 2020).

Entre os métodos de delimitacio de espécies que respondem por processos
filogenéticos-coalescentes, e que sdo baseados em locus tnico, tem-se o General Mixed Yule
Coalescent (GMYC) um dos algoritmos mais populares que estima os limites entre espécies a
partir de sequéncias de DNA (SILVA, 2018). Esse método identifica em uma arvore
filogenética os padroes dos ramos como uma transi¢do entre fendmenos de coalescéncia e de
especiacdo de linhagens que tem evoluido independentemente, examinando os maiores valores
de verossimilhanca em cada transicao (FUJISAWA; BARRACLOUGH, 2013). O GMYC
multiplo € uma implementacdo que inclui o uso de multiplos limiares temporais recriando a
suposicao de limite inico que eventos de especiacdo sao mais antigos do que todos os eventos
coalescentes na darvore genética, diferindo processos coalescentes e de diversificacdo
interespecifica em uma filogenia (MONAGHAN et al., 2009; FUJISAWA; BARRACLOUGH,
2013).

No PTP, a diversificacdo no processo de especiagdo € obtida considerando o numero de
substituicdes de nucleotideos (no lugar do tempo como no GMYC) em um determinado ramo,
em principio o nimero de substituicdes parece ser maior entre espécies do que dentro de
espécies (ZHANG et al., 2013). Em uma nova implementa¢do do PTP (procedimento de drvore
de Poisson multi-taxa esses, mPTP), os distintos valores de divergéncia intraespecifica causadas
por diferencas no processo evolutivo sdo contabilizados, e devem conferir mais credibilidade

as espécies delimitacao (KAPLI et al., 2017).

3. OBJETIVO

A utilizagdo do DNA barcoding em conjunto com os métodos aqui apresentados
aumenta a eficdcia de identificacio e delimitacdo das espécies de peixes das bacias
Maranhenses e Tocantina. Diante disto, este trabalho tem como objetivo identificar em nivel
molecular, as espécies de tucunaré introduzidas nas bacias maranhenses/afluentes e rio

Tocantins. As informag¢des advindas desta pesquisa poderdo dar suporte para uma avaliagdo do
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estado atual do status taxondmico dos tucunarés que fazem parte da comunidade e elaborar

praticas de manejo e estudos de ecologia mais adequados as espécies do género.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo identificar espécimes de tucunaré introduzidos em
bacias hidrograficas maranhenses inferindo quanto a origem dos estoques. Foram coletados 20
espécimes, as coletas foram realizadas utilizando apetrechos de pesca nos rios Flores e Pindaré,
o DNA total foi extraido utilizando o kit Promega. Isolamos e amplificamos o gene (COI), por
meio da PCR, os produtos da PCR foram purificados e posteriormente sequenciados em
sequenciador automético de DNA. A edicdo, alinhamento e anédlise dos dados foram realizados
a partir dos programas BioEdit, MEGA X e utilizou-se a plataforma BOLDSystems para
identificacdo das sequéncias de DNA barcoding. Um fragmento de 640 pb foi obtido para o
gene COL. Foi gerada uma darvore através da abordagem de agrupamentos de vizinhos (NJ)
utilizando o modelo de Kimura-2-Parimetros (K2P), revelando trés clados fortemente
suportados com alto indice de bootstrap. As médias de divergéncias genéticas interespecifica
variaram de 13,6 a 56,9%, enquanto que a média intraespecifica foi de 0,1%. As sequéncias
obtidas foram submetidas na plataforma BOLD Systems v3 a fim de se obter a identificacdo a
partir da comparagdo com sequéncias presentes neste sistema. Os espécimes de Cichla sp.
obtiveram 98,57% de similaridade com Cichla kelberi. Portanto, o fragmento do gene COI se
mostrou uma ferramenta Util para a identificacao biolégica em nivel especifico em peixes dos
rios Flores € Pindaré/MA.

Palavras chave: Dna mitocondrial, Biodiversidade, Ictiofauna.

ABSTRACT

The present study aimed to identify specimens of tucunaré introduced in Maranhdo watersheds,
inferring as to the origin of the stocks. Twenty specimens were collected, collections were made
using fishing equipment in the Flores and Pindaré rivers, the total DNA was extracted using the
Promega kit. We isolated and amplified the gene (COI), by means of PCR, the PCR products
were purified and subsequently sequenced in an automatic DNA sequencer. Data editing,
alignment and analysis were performed using the BioEdit, MEGA X programs and the
BOLDSystems platform was used to identify DNA barcoding sequences. A 640 bp fragment
was obtained for the COI gene. A tree was generated through the approach of groupings of
neighbors (NJ) using the Kimura-2-Parameters (K2P) model, revealing three highly supported
clades with a high bootstrap index. The means of interspecific genetic divergences ranged from
13.6 to 56.9%, while the intraspecific average was 0.1%. The obtained sequences were
submitted in the BOLD Systems v3 platform in order to obtain the identification from the
comparison with sequences present in this system. The specimens of Cichla sp. obtained
98.57% similarity with Cichla kelberi. Therefore, the fragment of the COI gene proved to be a
useful tool for biological identification at a specific level in fish from the Flores is Pindaré/MA
rivers.

Keywords: Dna mitochondrial, Biodiversity, Ichthyofauna.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a introdugao de peixes tem sido realizada principalmente para peixamentos e
aumento da producdo pesqueira de reservatérios (CRIVELLI, 1995). Essa atividade representa
a segunda maior ameacga a biodiversidade (SIMBERLOFF, 2003; CLAVERO; GARCIA-
BERTHOU, 2005) e tem como consequéncia o surgimento de problemas relacionados ao
registro desses organismos em ambiente ndo nativo dificultando a correta caracterizacdo das

espécies (NASCIMENTO et al., 2001).

Espécies do género Cichla, conhecidas vulgarmente como tucunarés (NELSON, 1994)
sdo origindrias de bacias do rio Amazonas, Tocantins e Orinoco, sendo também introduzidas
em diversos rios e reservatorios. O grande porte e elevado valor comercial caracteriza o
tucunaré como um dos recursos pesqueiros mais importantes e principal exemplo de introducao
indiscriminada de grupos de peixes no Brasil (NELSON, 1994; PARANARI-ANTUNES et al.,
2012; CARVALHO et al., 2014). Alguns trabalhos tém avaliado os efeitos da introducao de
Cichla em comunidades nativas como Zaret; Paine (1973) e Gomiero et al. (2010) que relataram
o desaparecimento de vdrias espécies de peixe com a dispersdo de Cichla ocellaris no rio
Chagres/Panamd e em lagos do Vale do Rio Doce/Minas Gerais. Pinto-Coelho et al. (2008) e
Pompeu; Godinho (2003) mostraram que espécies de Cichla provocaram drastica reducdo da
ictiofauna em lagos do Parque Estadual do Rio Doce e rio Sao Francisco. No entanto, o tucunaré
continua a ser introduzido em diversos reservatorios e rios do Brasil (AGOSTINHO et al., 2007,

PELICICE; AGOSTINHO, 2008).

O tucunaré-amarelo Cichla kelberi (KULLANDER & FERREIRA, 2006), se diferencia
morfologicamente das demais espécies do género pela presenca de pequenas manchas de luz
sobre as barbatanas pélvicas e anal e lobo inferior da nadadeira caudal, presenca de trés barras
verticais escuras no lado do corpo. Esta espécie € nativa da bacia do rio Tocantins e tém sido
introduzidas com sucesso para aumento da produgdo pesqueira em rios, lagos e reservatérios
(CHELLAPPA et al., 2003), sobretudo nas regides Nordeste e Sudeste (KULLANDER &
FERREIRA, 2006), porém pouco se sabe sobre a sua identidade taxondOmica, nimero de

espécimes e diversidade genética das populagdes.

Apesar do grande sucesso evolutivo, nao se sabe ao certo os efeitos da introdugao sobre
a estrutura genética de populagdes de Cichla kelberi, que em teoria, segundo Ellstrand; Elam
(1993) tenderia a homogeneiza-las geneticamente e diminuir a variabilidade genética, levando

a endogamia, perda de heterozigosidade e consequentemente de adaptabilidade.
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A introdugdo intencional ou acidental de espécies resulta, muitas vezes, em seu
estabelecimento fora dos locais de origem (COHEN; CARLTON, 1995). Segundo Pivello
(2011), o fato das espécies invasoras serem altamente eficientes na competicdo por recursos,
terem alta capacidade reprodutiva e de dispersao, faz com que dominem os ambientes em que
sdo introduzidas. Estudos como esse podem revelar a domindncia de habitat dos tucunarés

provavelmente devido a sua voracidade, prolificidade e adaptacdo a ambientes lénticos,

caracteristicas que fazem com que a espécie se torne potencialmente invasora.

Diante disso, estudos utilizando marcadores moleculares a partir da anélise de DNA
mitocondrial (mtDNA) t€m sido realizados visando solucionar probleméticas taxondmicas de
espécies como as pertencentes ao género Cichla. Dentre os marcadores mitocondriais, o
Citocromo Oxidase Subunidade I (COI) também conhecido como DNA barcoding, que €
constituido de um fragmento com cerca de 645 pares de base (HERBET et al., 2003; HUBERT
et al., 2008) que vem sendo utilizado devida a eficiéncia demonstrada pela identificacdo de
vérias espécies de peixes marinhos e de d4gua doce com uma taxa de sucesso de mais de 90%

(PEREIRA et al., 2013).

Devido as problemadticas em que o género estd envolvido, tais como a identificacao
erronea das espécies, tornam-se necessarios estudos que proporcionem ferramentas capazes de
caracterizar e identificar espécies de peixe que sdo cultivadas ou simplesmente que alteram
ambientes naturais. E, dentre as ferramentas utilizadas neste tipo de estudo estd a genética
molecular. Dessa forma, os estudos genéticos de populagdes de Cichla (tucunaré) introduzidas
nas bacias maranhenses/ afluentes sdao de grande valia do ponto de vista ecoldgico por
fornecerem dados que poderdo auxiliar para uma melhor caracterizagdo taxondmica e vir a

orientar préiticas de manejo e estudos de ecologia mais adequados das espécies do género.

Portanto, a presente proposta visa identificar e caracterizar espécies do género Cichla
introduzidas nas bacias maranhenses, dessa forma buscando contribuir com o conhecimento

dos estoques de tucunaré introduzido em bacias hidrograficas maranhenses.

2 METODOLOGIA

2.1 Area de estudo e obtencao das amostras

Amostras de Tucunaré foram obtidas no rio Pindaré no municipio de Pindaré-Mirim e
no rio Flores afluente do rio Mearim no municipio de Josélandia/MA. O rio Pindaré situa-se

entre as coordenadas 3°39°54”S e 45°25°31”W, principal afluente do rio Mearim, nasce nas
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elevacdes que formam o divisor entre as bacias Mearim e Tocantins, com aproximadamente
686 Km?2, sendo navegdvel no trecho compre- endido entre a sua foz no Km 41 do rio Mearim

até a foz do rio Buriticupu no Km 456 (STELLA, 2011).

Amostras do rio Flores foram coletadas na cidade de Josélandia, nas coordenadas
geogréficas latitude 05°05'508"S, longitude 044°39'811"W e com altitude de 68m. Os cursos
d’4gua da regido fazem parte da bacia hidrografica do Mearim (IMESC 2008). O rio Flores
compde o alto Mearim, estende-se desde as nascentes a sua foz, afluente pela margem direita,

com uma extensdo aproximada de 400 km (LOPES et al., 2011) (Figura 1).

Figura 1. Localizacao dos rios Flores e Pindaré/MA onde foram obtidos os espécimes.

W per ewe evr mme wer Bwe uwr T 0T wwr Wvr mr ot @ s mme wr wgr v

g o g

[
g 3 3
: ooy 5 Y :
3- E‘\.}\ oy / i
g g Tﬂﬁ)\ 2 3
B | A ..? ‘/'J' Ry H
3|4 / T A 3
_ \;ﬂ/{fﬁ—}"—/ (g\j w7 o
: A \:} L [J ':
2 | f . 2
: VY
5 ]L-'\..rf_-\ I-:FH z
H ‘\'"\_,J/'; -3
B -4

Coletas no Rio Pindare e Rio Flores
FI0 PINDARE

RIO FLORES
RIOS MARANHENSES

M6 NOLOT MO
¥ T
\ |
MO MOLET  MOZT

>

|®¢

MBC
I

MARANHAD

\
z,

PINDARE-MIRIM

) JOSELANDIA

i
COMVENCOES )'
: £
Dekimiaghc da baca / ! 3
ESCALA: 50000 800 \\?
o 00 200 304km A o
Pl
L
- ll/— n_L\V-’
ur o )
i f

= L%
{

-
3- T 7 T d | | | | il 1 A i i |
e e IME THE oE TE 9vNE 1"nE 12%E "¥E LS"0E 16730°E IBVE ¥"ME 2UWE WINE HE L'HE ITWE HOHE HTE

Fonte: Adaptado por Teixeira (2020) no programa Quantum GIS 2.6.0.

LY
| i | |
HEWl  MOLF MDD MG

Ml MDLF WD
]

i
\"\

|
[

gl
Y

el

2. 2 Coleta do Material

As amostras foram coletadas utilizando-se instrumentos de pesca como redes de
malhadeiras e tarrafas de diferentes milimetros (10 a 200 mm), estas coletas foram devidamente
autorizadas pelo Instituto Chico Mendes de Biodiversidade e Conservacdo (ICMBIO)
(ICMBIO n°. 46367-1 - Rio Pindaré e ICMBIO - MMA n° 42.119-2 - Rio Mearim).

Os espécimes coletados foram acondicionados em sacos plésticos e transportados em

gelo dentro de isopor ao Laboratério de Genética e Biologia Molecular (GENBIMOL) do
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Centro de Estudos Superiores de Caxias da Universidade Estadual do Maranhdo -
CESC/UEMA. Os peixes coletados passaram por uma triagem: foram etiquetados, fotografados

e amostras do tecido muscular foram retirados para analises moleculares.

Os tecidos foram preservados em dlcool 80% e mantidos sob refrigeracdo a -20°C. Os
exemplares foram fixados em formalina 10% e conservados em élcool 70%. A identificagdao
taxondmica foi realizada com o auxilio de literatura especifica (KULLANDER & FERREIRA,
2006) e confirmada por especialista. Exemplares testemunhos de Cichla kelberi estdo
depositados na Universidade Estadual de Londrina — MZUEL no Parand. Os espécimes se

encontram depositados no Laboratério de Genética e Biologia Molecular do CESC/UEMA.
2.3 Procedimentos genéticos

O DNA total foi extraido usando o kit Wizard Genomic DNA Purification da Promega
seguindo as instrugdes do fabricante. O isolamento e amplificagdo das regides gendomicas COIL
foi realizado através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) usando-se primers
especificos para cada gene, para o gene COI:' COI Fish F2: °5-
TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC -3’; e COol Fish R2:
‘ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA -3’ como descrito por (WARD et al., 2005).

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit ExoSap-IT® (USB Cor- poration)
seguindo instru¢des dos fabricantes. Os produtos das PCRs purificados foram utilizados em
uma reacdo de sequenciamento utilizando-se o Kit “Big Dye TM Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing Readyc Reaction” (Applied Biosystems). Apds a precipitagdo os produtos foram

submetidos a eletroforese em um sequenciador automético de DNA (ABI 3500).
2.4 Analises dos Dados

As sequéncias obtidas foram alinhadas e editadas manualmente no programa Bioedit
(HALL, 1999). As andlises filogenéticas foram realizadas através dos métodos de andlise de
agrupamento de vizinhos (NJ) e mdxima verossimilhanca (ML) usado o programa MEGA X
(KUMAR et al., 2018), ambas usando, o modelo evolutivo de substituicdo nucleotidica Kimura-
2 parametros (KIMURA, 1980), com 1000 réplicas de bootstrap. FELSENSTEIN, 1985). As
médias de distancias genéticas foram geradas no programa MEGA X, utilizando o modelo
Kimura-2-Parametros (K2P). Foram utilizadas como grupo externo sequéncias para o gene COI

Cichla monoculus (JN988799.1) e Cichla sp. (JN988806.1).
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A identificacdo molecular a partir do gene COI foi realizada por comparagdo das
sequéncias obtidas com dados disponiveis na plataforma bioinformdtica BOLD Systems

(Barcode of Life Data Systems) (RATNASINGHAM; HEBERT, 2007).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados 20 espécimes de Tucunaré, pertencentes a ordem Perciformes, a familia
Cichlidae, género Cichla. 15 espécimes foram coletados no rio Flores e 5 no rio Pindaré/MA

(Tabela 1).

ORDEM FAMILIA GENERO ESPECIES RIO
Flores Pindaré

PERCIFORMES Cichlidae Cichla Cichla sp. 15 05

Tabela 1 - Relagdo dos taxons coletados nos rios Flores e Pindaré/MA.
Fonte: Dados do autor (2020)

3.1 Analise do Fragmento e Composi¢cao Nucleotidica

Ap06s alinhamento e edi¢do foi obtido um fragmento 640 pares de bases (pb) para o gene
mitocondrial COI de oito espécimes do género Cichla, sendo quatro oriundas do rio Pindaré,
duas do rio Flores e duas sequéncias obtidas do GenBank. Destes 436 sitios conservados e 193
mostraram-se varidveis. A maioria destes sitios varidveis, cerca de 90% deles (172) foram
encontrados na posicao trés do codon. Este padrao € esperado para o gene COI devido sua
natureza altamente conservada, por ser um gene codificador de proteinas, contudo apresentando
uma alta taxa de evolugdo, ou seja, substituicdes sindnimas de nucleotideos na posi¢ao trés do

cddon o que nao modifica a informacdo genética contida no fragmento.

A composicao média de nucleotideos foi de 29,3% para timina (T), 29,2% para citosina
(C), 23,7% para adenina (A) e 17,8% para guanina (G). Estes valores estdo dentro do esperado
para gene mitocondrial; Henrique (2015) em estudos com DNA Barcode com os peixes dos rios
Ribeira de Iguape e de rios costeiros do estado de Sao Paulo, encontrou maior porcentagem de

T e C, assim como Ward et al. (2008).
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3.2 Relacdes Filogenéticas e Distancia Genética

A 4arvore filogenética baseada no método de agrupamento de vizinhos (NJ), modelo
Kimura-2-Parametros (K2P), revelou que os individuos considerados pertencentes a mesma
espécie se agruparam em conjuntos coerentes com valores de 100% bootstrap, por tanto

revelando a formacgdo de clados fortemente suportados (Figura 2).

“t PIN176 Cichla kelberi
PIN174 Cichla kelberi

100 | PIN175 Cichla kelberi
M PIN177 Cichla kelberi

FLOR 177 Cichla kelberi
FLOR 178 Cichla kelberi

|Cichla monoculus IN988799.1
100 | Cichla sp. IN988806.1

0.020

Figura 2. Arvore filogenética gerada a partir de Agrupamentos de Vizinhos utilizando o
modelo Kimura-2-pardmetros (K2P) para o gene COI. Os nimeros dos nos representam
os valores de bootstrap (1000 pseudoréplicas). PIN — Pindaré é Flor — Flores

Fonte: Dados do autor (2020)

Os indices de divergéncia genética intraespecifica que se obteve neste trabalho foram de
0,1%, e a interespecifica de 13,6 a 56,9% (Tabela 2). O sucesso da identificacdo de espécies
usando o cédigo de barras (DNA barcode) é fundamentado na diferenca entre as divergéncias

intra e interespecifica (HEBERT et al., 2003).

Divergéncia Genética

Espécies 1 2 3 4
1.Cichla sp. Pindaré 0,1
2.Cichla sp. Flores 0,6 0,6
3.Cichla monoculus 56,9 55,6 NC
4.Cichla piquiti 55,9 55,6 13,6 NC

Tabela 2 - Percentual das médias de divergéncia nucleotidica interespecifica e intraespecifica, gerada no
programa MEGA X baseada no gene COI. NC — Nao calculado
Fonte: Dados do autor (2020)
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3. 3 Identificacao Molecular (BOLD SYSTEMS v3)

Os fragmentos do gene COI obtidos foram submetidos na plataforma BOLD Systems
(Barcode of Life Data Systems) com a finalidade de se obter a identificacdo molecular a partir
da comparacdo com sequéncias depositadas nesse sistema. Considerando a divergéncia de 3%
como valor limite para determinar espécies em pesquisas com DNA barcoding (CARVALHO

etal, 2011; MABRAGANA et al., 2011; PEREIRA et al., 2011).

Os espécimes Cichla sp. apresentaram similaridade consistente de 98,57% com Cichla

kelberi (KULLANDER & FERREIRA, 2006) (Tabela 3).

Morfologica Molecular Similaridade (%)
Cichla sp. Pindaré Cichla kelberi 98.57%
Cichla sp. Pindaré Cichla kelberi 98.57%
Cichla sp. Pindaré Cichla kelberi 98.57%
Cichla sp. Pindaré Cichla kelberi 98,57%

Cichla sp. Flores Cichla kelberi 98.57%
Cichla sp. Flores Cichla kelberi 98.57%

Tabela 3 - Comparagdes de fragmentos do gene COI dos taxons do rio Flores e Pindaré na plataforma BOLD
Systems. Fonte: Dados do autor (2020)

Nao existem registros dessa espécie em trabalhos anteriores realizados no Maranhao
(BARROS et al., 2011; RAMOS et al., 2014; MATAVELLI et al., 2015; MELO et al., 2016;
NASCIMENTO et al., 2016; BRITO et al., 2019; LIMA et al., 2019, TEIXEIRA et al., 2019;
GUIMARAES et al.,, 2020). Ocorrendo sua distribuicio na América do Sul e bacias
hidrograficas amazonicas (FISHBASE, 2020). Apontando a possibilidade da ocorréncia dessa
espécie para o rio Flores e Pindaré/MA que possui caracteristicas amazonicas (PIORSKI, 2010),

estd espécie se constitui, como possivel novo registro para o Maranhao.

Cogita-se que a introdugdo dessa espécie ocorreu acidentalmente em periodos chuvosos,
quando os agudes aumentam o volume de suas dguas e transbordam se comunicando com os
canais do Rio Pindaré, pois é muito comum a constru¢do de acudes para a criacdo de peixes
nessa regido. Por ser uma espécie predadora, seu desenvolvimento pode afetar diretamente as

espécies endémicas da regido (CASTRO; DOURADO, 2011).
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4. CONCLUSAO

Foram obtidas e analisadas cinco sequéncias para o gene COI pertencente ao rio Pindaré
e Flores. Os exemplares identificados como coespecificos foram agrupados em conjuntos

coerentes confirmando status especifico conforme identificagao morfolégica.

As médias de divergéncia intraespecificas foram baixas, onde permitiram estabelecer o
status especifico para as espécies com base nessa divergéncia. Os espécimes Cichla sp. antes
identificados morfologicamente em nivel genérico foram confirmados através da técnica de
DNA barcoding como Cichla kelberi (Kullander & Ferreira, 2006), caracterizando-se como um

novo registro da espécie para o Maranhao.
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20 Resumo

21 Espécies invasoras causam grande preocupagdo por alterar a estrutura das assembleias de peixes e até
22 eliminar populagdes locais. O presente estudo teve como objetivo, identificar via DNA barcoding espécies
23 do género Cichla introduzidas nas bacias maranhenses e rio Tocantins. Um total de 78 sequéncias foram
24 obtidas para o gene COI, 37 sequéncias, correspondem para os 11 espécimes de Cichla monoculus do rio
25 Flores, quatro sequéncias de Cichla kelberi do rio Pindaré, sete sequéncias de Cichla piquiti do rio
26 Tocantins e 15 sequéncias de Cichla sp. do rio Parnaiba e 41 sequéncias foram provenientes do Genbank.
27 Com média de divergéncia genética intraespecifica de 0% e interespecificas de 6,78% a 44,75%. Os
28 agrupamentos pelas reconstrugdes filogenéticas de Médxima verossimilhanca (ML) e Inferéncia Bayesiana
29 (BI) mostraram clados fortemente sustentados. Um total de seis haplétipos foram obtidos para os espécimes
30 do género Cichla, com valores de diversidade haplotipica h= 0,726 e nucleotidica n= 0,0479. Com
31 similaridades variando de 99,13% a 100% foi possivel confirmar a identificagdo morfolégica com a
32 informag@o molecular das espécies analisadas. Portanto, sugerimos que os espécimes de C. kelberi do rio
33 Pindaré sejam provenientes de populacGes nativas da bacia do rio Tocantins e C. monoculus dos rios
34 Mearim, Parnaiba e Alto Parand por constituirem o mesmo haplétipo sejam provenientes de um mesmo
35 estoque. E possivel inferir também que C. piquiti do rio Parana seja derivada de populagdes do rio
36 Tocantins. Em conclusdo, nosso estudo foi o primeiro a usar andlises moleculares para validar a presenca
37 de C. monoculus como espécies invasoras em rios maranhenses bem como, confirma a introdugio e registo
38 de C. kelberi no rio Pindaré.
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INTRODUCAO

A introducdo de peixes predadores é o principal motivo de ampla apreensdo, a
medida que diminuem ou reduzem as populacdes locais, alterando permanentemente a
estrutura de assembleias de peixes (Sharpe et al., 2017; Marshall, 2018). Espécies
exodticas podem afetar espécies nativas pela competicao por recursos, predagdao sobre a
fauna nativa, introducdo de novos patégenos, hibridacio com espécies nativas ou
alterando significantemente o habitat, podendo atuar simultaneamente com a degradacdo
ambiental (Elvira; Almodoévar, 2011).

No entanto, a diversidade de peixes estd sendo afetada em ecossistemas de dgua
doce em todo o mundo, com impactos antrépicos e introdu¢do de peixes ndo nativos
atuando como os principais impulsionadores da perda de biodiversidade. Em geral, os
peixes invasores afetam as interagdes ecoldgicas, a estrutura do habitat e os ciclos
biogeoquimicos, perda de diversidade taxondmica e funcional em comunidades naturais
(Cucherousset, Olden, 2011). Nos Neotrdpicos, a invasdo continua de multiplas espécies
tem prejudicado a estrutura e funcionamento de ecossistemas de 4gua doce e a diversidade
de peixes ameacada (Toussaint et al., 2016; Pelicice et al., 2017; Bezerra et al., 2019).

Os peixes invasores causam grande preocupa¢do, a medida que reduzem ou
eliminam as populagdes locais, alterando permanentemente a estrutura das assembleias
de peixes (Sharpe et al., 2017; Marshall, 2018). No entanto, a compreensao de como as
atividades humanas prejudicam as fung¢des do ecossistema geradas pelas populacdes
peixes permanece incipiente (Nash ef al., 2013), incluindo os impactos causados por
predadores ndo nativos. Espera-se que predadores invasores induzam fortes efeitos nas
funcgdes do ecossistema devido a fortes efeitos demograficos nas populagdes ali presentes.

Espécies do género Cichla, popularmente conhecidos como tucunarés, estao entre
os peixes mais introduzidos em todo o Brasil (Carvalho et al., 2014). Existindo registros
apontados para as regides nordeste, centro-oeste, sudeste e sul (Pelicice et al., 2015; Daga
et al., 2016; Latini et al., 2016). Apresentam habito alimentar zooplanctivoro enquanto
jovens, e piscivoro quando adultos, sdo vorazes e consomem preferencialmente peixes de
pequeno porte (Britton; Orsi, 2012; Ortega et al., 2015; Sastraprawira et al., 2020), com
forte potencial para perturbar a comunidade invadida onde foi inserido, particularmente
em reservatorios e acudes (Sharpe et al., 2017; Carvalho et al., 2021; Franco et al., 2021).

Os ciclideos sao peixes de dguas doce e salobra que ocorrem nas Américas Central
e do Sul, na Asia e na Africa (Nelson, 2016). O género Cichla tem 15 espécies descritas
que sao nativos das bacias do rio Tocantins, Amazonas e Orinoco (Kullander; Ferreira,
2006).

A inferéncia sobre a origem dos estoques pesqueiros introduzidos com enfoque
filogenético constitui-se de informagdes importante na compreensdo e controle da
expansao das espécies invasoras (Pelicice et al., 2015, Pelicice et al., 2017) além de gerar
informacdes que permitem um entendimento da sistemdtica do grupo e subsidio ao
monitoramento sustentdvel destas espécies.

Diante disto, este trabalho teve como objetivo identificar, via DNA barcoding
espécies do género Cichla introduzidas nas bacias maranhenses e rio Tocantins, com a
implementacdo de métodos de delimitagdo de espécies. As informagdes advindas desta
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pesquisa poderdo dar suporte para uma avaliacdo do estado atual do status taxondmico
dos tucunarés que fazem parte da comunidade e elaborar préticas de manejo e estudos de
ecologia mais adequados as espécies do género.

MATERIAIS E METODOS
Area de estudo
Amostras de Tucunaré foram coletadas nas bacias dos rios Pindaré,

Mearim/afluentes, Parnaiba e Tocantins entre 2019 e 2021 (Tabela 1) e (Figura 1).

Os espécimes foram coletados usando uma variedade de técnicas de pesca,
incluindo redes de arrasto, redes de emalhar (de malhas variadas) e, tarrafas. Todos os
espécimes foram eutanasiados por imersdo em dgua gelada (Ashley, 2007). O material
coletado foi devidamente triado, etiquetado e conservado em gelo para posterior
transporte ao Laboratdrio de Genética e Biologia Molecular - GENBIMOL, no Centro de
Estudos Superiores de Caxias, Universidade Estadual do Maranhdo - CESC/UEMA.

A identificacdo taxondmica foi realizada com o auxilio de literatura especifica
(Kullander; Ferreira, 2006) e confirmada por especialistas. Um exemplar do rio Pindaré
material testemunho (voucher) foi depositado no Museu de Zoologia da Universidade
Estadual de Londrina (MZUEL) e o restantes dos espécimes foram depositados na
colecao Zooldgica do Centro de Estudos Superiores de Caxias da Universidade Estadual
do Maranhdao CESC/UEMA.

Os peixes coletados foram fotografados e retiradas amostras de tecido muscular.
Os tecidos foram preservados em dlcool 80% e mantidos sob refrigeragdao a -20°C. Os
exemplares foram fixados em formalina 10% e conservados em alcool 70%. As coletas
dos exemplares foram autorizadas pelo ICMBio MMA, por meio das licencas 46367-1
(Rio Pindaré), 64.601-2 (Rio Mearim).

Tabela 1. Espécimes de Tucunaré obtidos em bacias hidrogréficas no estado do Maranhao e Tocantins.

Bacias hidrograficas N° amostral Localidades Coordenadas geograficas
Rio Pindaré 05 Pindaré-Mirim 3°39'54"S e 45°25'31"W
Rio Mearim 11 Josélandia 05°05'508"S,044°39'811"W
Rio Parnaiba 15 Coelho Neto 04°1524"S, 43°00'46"W
Rio Tocantins 07 Lajeado e 9°44°58.25°868”S,
Palmas 48°21°46°.1088”W e

10°7°30.70304”S 48°21°33.1974”W
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Figura 1 - Mapa da localizagdo dos pontos de coleta nas bacias maranhenses (A). Ponto A: Rio Pindaré;

ponto B: Rio Flores; ponto C: Rio Parnaiba; (B) Rio Tocantins, ponto A: Palmas; ponto B: Lajeado.

Fonte: Adaptado por Teixeira (2020) no programa Quantum GIS 2.6.0.
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Extracdao de DNA, PCR e Sequenciamento

O DNA total foi extraido do tecido muscular usando um Promega Wizard®
Genomic DNA Purification comercial, de acordo com as instru¢des do fabricante. Uma
sequéncia de 650 pb da regido 5' do gene Citocromo Oxidase I (COI) foi isolada usando
os primers COIF2/ COIR2 (Ward et al., 2005). A PCR foi executada em volume final de
25 uL, contendo: 4ul de DNTPs, 2,5 ul de solugdo tampao (10X); 0,5 ul de solugdo de
MgClp, 2ul de DNA, 0,25 pl de cada primer, 0,2 pl da enzima Taq polimerase e 15,3 pl
de H20. O protocolo de amplificacdo consistiu em uma desnaturacio inicial de 95° C por
2 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturagcdo a 94° C por 30 segundos, anelamento
54° C por 30 segundos, extensdo 72° C por 1 minuto e uma extensao final de 72° C por
10 minutos. Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit ExoSap-IT®,
seguindo as recomendacdes do fabricante e submetidos a reacdo de sequenciamento de
DNA segundo o método de Sanger et al. (1977), utilizando - se o Kit “Big Dye TM
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems)”. As
amostras foram sequenciadas em ambas as direcOes (forward e para reverse).

Alinhamento das sequéncias e Divergéncia genética
As sequéncias amplificadas foram editadas manualmente no programa BioEdit

(Hall, 1999) e alinhadas com o algoritmo Clustal W (Thompson et al., 1994). O nimero
de haplotipos foi verificado no DnaSP v6.10.01 (Rozas et al., 2017). Para a identificacdo
e verificacdo do grau de similaridade, as sequéncias foram plotadas nas plataformas de
bioinformdtica BOLD Systemsv3 137 (Barcode of Life Data) (Ratnasingham; Hebert,
2007). As médias de divergéncias genéticas e a arvore de Maxima verossimilhanca (ML)
de foram obtidas no MEGA X (Kumar et al., 2018), utilizando o modelo Tamura-Nei3,
com 1000 réplicas de bootstrap (Felsenstein, 1985). A rede de haplétipos foi inferida por
meio do programa Network 4.5.1.0, utilizando-se o algoritmo median-joining (Bandelt et
al., 2008).

Testes de delimitacao de espécie

A escolha do modelo evolutivo para a constru¢do da arvore de Inferéncia
Bayesiana (BI) foi gerada no JModelTest2 (Darriba et al., 2012) que esta disponivel no
CIPRES Science Gateway v3.3 (Miller et al., 2010). A arvore de BI foi construida usando
o software BEAST v.1.10.4 (Drummond; Rambut, 2007; Suchard et al., 2018), utilizando
o algoritmo Hasegawa-Kishino-Yano (HKY+G+I), um reldgio estrito e o processo de
especiacdo de Yule como priori. A andlise foi realizada com base em 40.000.000 milhdes
de geracdes. Em seguida os arquivos de log foram verificados no Tracer v1.6 (Rambaut
et al., 2014) para avaliar a convergéncia e o comprimento adequado do burn in, onde a
convergéncia foi considerada adequada quando os parametros apresentaram ESS
(Effective Sample Size) superiores a 200. A arvore gerada no BEAST foi sumarizada no
Tree Annotator v.10.4 (Suchard et al., 2018) para obtencdo da &rvore consenso,
posteriormente visualizada e editada no Fig Tree v1.4.2 (Rambaut ez al., 2014) e Inkscape
Clados (Programa de edi¢dao de imagem). com porcentagens de BP > 85 ou PP > 0.95
foram considerados fortemente suportados, as espécies de Thorichthys meeki
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(HQ564588.1) e Oreochromis tanganica (MK497081.1) foram usados como grupo
externo.

As andlises de delimitacdo de OTUs, foram utilizados os modelos: Automatic
Barcode Gap Discovery (ABGD), Assemble Species by Automatic Partitioning (ASAP),
Poisson Tree Process (PTP) e Generalized Model Yule Coalescent (GMYC). O teste
ABGD (Puillandre et al., 2012) foi executado em https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/
usando o banco de sequéncias alinhadas e o algoritmo Kimura-2-pardmetro (K2P). O teste
ASAP (Puillandre et al., 2020) foi realizado em
https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/asapweb.html usando como entrada uma matriz
de distancia genética realizada no MEGA X. O PTP (Zhang et al., 2013) foi executado
no servidor da web https://species.h-its.org/ usando como arquivo de entrada uma arvore
filogenética de Maxima Verossimilhanga (ML) construida no programa RaxML v.8.29
(Stamatakis, 2014) que estd disponivel no CIPRES Science Gateway v3.3 (Miller et al.,
2010). O GMYC (Fujisawa; Barraclough, 2013), foi realizado a partir da arvore
ultramétrica consenso construida no software BEAST v1.8, a qual foi submetida nos
pacotes Ape, Splits, Paran e Mass disponiveis no software R v. 4.1.0. A utilizacdo de mais
de um teste para a delimitacdo € recomendado (Carstens et al., 2013).

RESULTADOS

Foram obtidas 78 sequéncias do gene COI, 37 sequéncias correspondem os 11
espécimes de Cichla monoculus do rio Flores, quatro sequéncias de Cichla kelberi do rio
Pindaré, sete sequéncias de Cichla piquiti do rio Tocantins e 15 sequéncias de Cichla sp.
do rio Parnaiba. 41 sequéncias foram provenientes do Genbank, que correspondem as
espécies Cichla kelberi, Cichla monoculus, Cichla piquiti, Cichla ocellaris, Cichla
melaniae, Cichla mirianae que foram incorporadas ao banco de dados do gene COI
(Tabela suplementar 1) para as andlises filogenéticas.

Um fragmento de 645 pares de bases foi obtido, destes 228 sitios foram
conservados, 278 mostraram-se varidveis e 243 informativos para parcimOnia. A
composi¢ao média de nucleotideos foi de 32,3% para timina (T), 13,5% para citosina (C),
33,4% para adenina (A) e 20,9% para guanina (G).

Quando analisadas as populacdes de espécies do género Cichla agrupadas foi
obtido diversidade haplotipica de h= 0,726 e diversidade nucleotidica de n= 0,0479. No
entanto, quando analisadas as populacdes separadamente foi observado que as
diversidades nucleotidicas e haplotipicas foram zero.

As médias das divergéncias intraespecifica dentro de cada tixon de Cichla foi de
0%, ja a divergéncia interespecifica foi menor entre o Cichla ocellaris e Cichla mirinae
com 6,78% e maior entre Cichla kelberi e Cichla monoculus com 44,75% (Tabela 2).


https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/
https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/asapweb.html
https://species.h-its.org/
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Tabela 2. Média de divergéncia genética interespecifica e intraespecifica (diagonal) entre os taxons de

Cichla dos rios em estudo e do Genbank gerada no programa MEGA X para o gene COL.

Matriz de Distiancia Genética (%)

Espécies 1 2 3 4 5 6
1. C. monoculus 0
2. C. mirinae 17,74 0
3. C. ocellaris 15,6 6,78 0
4. C. piquiti 25,16 27,70 28,95 0
5. C. melaniae 24,73 29,94 28,41 31,24 0
6. C. kelberi 44,75 42,35 42,25 41,44 41,34 0

A drvore ultramétricas e filogenética foi possivel observar resultados semelhantes
entre os métodos de delimitacdo utilizados (Figura 2). Os agrupamentos pelas
reconstrugdes filogenéticas de Maxima verossimilhanga (ML) (Figura suplementar 1) e
Inferéncia Bayesiana (BI) apresentaram OTUs (BP=99; PP=0,999), ABGD, ASAP, PTP
e GMYC resultou em 6 OTUs. Indicando a concordancia com as espécies atribuidas por

identificacdo morfolégica (Figura 2).
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Figura 2. Arvore de inferéncia bayesiana evidenciando os agrupamentos dos OTUs delimitadas pelos
métodos ABGD, ASAP, PTP e GMYC baseada no gene mitocondrial COI. Congruéncia entre métodos é

representado por retangulos pretos.
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Um total de seis haplétipos foram obtidos na andlise conjunta das sequéncias do
género Cichla (Figura 3). Destes haplotipos, o H1 foi compartilhado nas populacdes de
Cichla monoculus provenientes dos rios Parnaiba, Mearim/afluentes e Alto Parana
(Figura 3). J4 o haplétipo H2 compartilhou populagdes de Cichla kelberi dos rios Pindaré,
Tocantins e Alto Parand. O haplétipo H3 foi compartilhado com populagdes de Cichla
piquiti dos rios Tocantins e Parand. Foram observados trés haplétipos exclusivos para as
populagdes de Cichla ocellaris proveniente do rio Maroni na Guiana Francesa, para
Cichla melaniae e Cichla mirianae provenientes do Xingud (H4, HS e H6).

H_1 Cichla monoculus

Cichla kelberi

N T T A S A AT A L A AL B "'C'fl'f"f'if"::'f:“:“@

1
! LEGENDA
1
I‘w . Parnaiba Q Tocantins
t ié::j’?‘ir Mearim O Parana
41 H_E. OAlto Parana . Rio Maroni
“J@ Cichla piquiti @ rindaré @ xingi

3 £

Figura 3. Rede de haplétipos gerada para espécies do género Cichla provenientes de bacias
hidrograficas Pindaré, Mearim, Parnaiba e Tocantins e sequéncias depositadas na plataforma Genbank

com base no gene COI. H1- B Cichia sp. - Parnaiba, Cichla monoculus - Mearim,
Cichla monoculus — Alto Parand; H2 - Bl Cichla kelberi - Pindaré, Cichla kelberi — Tocantins,
Cichla kelberi — Alto Parana; H3 - Cichla piquiti - Tocantins, Cichla piquiti - Parana; H4-

B Ci 1 ocellaris —rio Maroni; H5 - I Cichia melaniae - Xingu; H6 - MM Cichla mirianae
- Xingu.

A identificacdo dos espécimes foi confirmada pela comparacdo das sequéncias
com aquelas depositadas na plataforma BOLD Systems. Das comparacdes realizadas,
observou-se que a identificacdo molecular corroborou com a identificagdo morfoldgica
para as espécies Cichla piquiti da bacia do Rio Tocantins com 99,82% de similaridade,
Cichla kelberi do Rio Pindaré com similaridade genética de 99,13%, Cichla monoculus
do rio Mearim obteve similaridade de genética de 100%. Quando comparado os 15
espécimes de Cichla sp. do rio Parnaiba na plataforma, obteveram indices de
similaridades genéticas de 100% com Cichla monoculus.

DISCUSSAO

Os espécimes Cichla das bacias analisadas mostraram alta diversidade haplotipica
e baixos valores de diversidade nucleotidica. Resultados similares foram encontrados por
Marques et al. (2016) ao analisar divergéncia genética entre populacdes invasoras e
nativas de ciclideos no rio Paraiba do Sul por meio do gene cytochrome b (cytb), com
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diversidade haplotipica 0,93 superior a diversidade nucleotidica de 0,007 e por Brifiez et
al. (2013) em que a diversidade haplotipica foi superior com valor de 0,888 as de
diversidade nucleotidica com valor de 0,066 em estudos com identificagdo molecular de
Cichla introduzidas em reservatérios do Sul do Brasil por meio da regido controle
mtDNA. Este padrdo de dominéncia na diversidade haplotipica e o esperado em
populagdes invasoras, que assim refletem parcialmente a diversidade genética de
populacdes ndo nativas, chamado efeito fundador (Brifiez et al., 2013).

Em nossas andlises as médias de distancias genéticas intraespecificas foram
consideravelmente menores que as interespecificas, visto que é fundamentado nessa
diferenca, caracterizando o barcoding gap, o que mostra o sucesso da técnica do DNA
barcoding, corroborando com estudos realizados anteriormente envolvendo o marcador
mitocondrial COI, que revelaram também baixos niveis de divergéncias genéticas
intraespecificas (Carvalho et al., 2011; Gomes et al., 2015; Diaz et al., 2016; Guimaraes
etal., 2018).

Para sucesso do DNA barcoding, as sequéncias de DNA dentro de uma mesma
espécie necessitam apresentar maior similaridade do que entre espécies (Hubert et al.,
2015). De modo geral, os resultados das distancias genéticas do presente estudo
evidenciam que as sequéncias de uma mesma espécie tendem a se relacionar fortemente
entre si e apresentam divergéncias quando comparadas entre espécies distintas,
permitindo a identificagdo dos tdxons envolvidos.

Em nossos resultados o primeiro OTUs agrupou os espécimes dos rios
Mearim/afluentes (Cichla monoculus), Parnaiba (Cichla sp.) e Cichla monoculus do Alto
Parana provenientes do Genbank (Figura 2), resultados estes corroboram com a rede de
hapldétipos, no qual o haplétipo H1 que compartilhou amostras dos rios Parnaiba, Mearim
e Alto Parand, esses resultados estdo de acordo com os de Marques et al. (2016) usando
o gene cytb e Diamante et al. (2017) utilizando a regidao D-loop, que verificaram em seus
resultados que amostras nativas dos rios Paraiba do Sul e Sao Jodo estavam
compartilhadas com a do Alto Parana.

Consequentemente, a hipétese que pode ser sugerida € que as populagdes de C.
monoculus dos rios Mearim, Parnaiba e do alto Parana sdo oriundas de um mesmo
estoque, resultados estes semelhantes aos de Marques et al. 2016 e Diamante et al., 2017
ao analisar populacdes nativas e invasoras de C. monoculus que foram previamente
estudadas nos rios Paraiba do Sul e Sao Jodo. Além disso, C. monoculus foi identificado
em outros reservatorios da regido sudeste do Brasil por meio da regido D-loop e gene cytb
por Brifiez et al. (2013) e Santos et al. (2016). Segundo Almeida-Ferreira et al. (2011) no
ano de 1986 C. monoculus foi a primeira espécie a ser identificada no Alto Parana.

O presente estudo é o primeiro a validar através de andlise molecular a presenca
de populagdes ndo-nativas de C. monoculus nos rios Mearim e Parnaiba. C. monoculus é
uma espécie endémica do rio Amazonas (Kullander; Ferreira, 2006), foi introduzida
praticamente em todo o territdrio brasileiro, com o tUnico intuito de incentivar a pesca
esportiva e a piscicultura (Santos et al., 2011). O sucesso dos ciclideos nos ambientes
onde foram introduzidos € atribuido a sua habilidade adaptativa, estabelecendo-se com
éxito no ambiente receptor devido a plasticidade fenotipica, e a sua capacidade
reprodutiva, impedindo um controle eficaz (Gasques et al., 2014).
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As sequéncias de C. monoculus, C. mirinae e C. ocellaris formaram grupos
monofiléticos com altos valores de bootstrap (Figura 2). Resultados similares foram
encontrados por Marques et al. (2016) em estudo realizados com espécies invasoras do
género Cichla provenientes do rio Paraiba do Sul.

Os espécimes de Cichla piquiti do rio Tocantins e rio Parand agruparam-se em um
unico OTUs, concordando com a rede de haplétipos, no qual o H3 foi compartilhado com
populagdes de Cichla piquiti dos rios Tocantins e Parand. Mourio et al. (2017) ao analisar
hibridizacdo da espécie Cichla piquiti introduzidas no rio Parand e Tieté (SP) utilizando
marcadores mitocondrial (COI) e nuclear (RAG1) evidenciou que os espécimes dos
diferentes rios se agruparam em um mesmo clado, o mesmo encontrado em nossos
resultados (Figura 2).

C. piquiti cuja distribuicdo original ocorre nas drenagens do rio Araguaia-
Tocantins, atualmente € encontrada em varios reservatérios do Brasil como resultado de
introducdo intencional ou acidental fora de sua area, visto que, Cichla ndo sdo peixes
migradores (Kullander; Ferreira, 2006; Luiz et al., 2011). Diante destes resultados, €
possivel inferir a hipotese de que C. piquiti do rio Parana seja derivada de populagdes do
rio Tocantins. Tendo conhecimento que populagdes ndo-nativas sdo registradas em
muitos reservatérios do centro, sul e sudeste do Brasil (Santos et al., 2016).

O haplétipo H2 de Cichla kelberi do rio Pindaré que teve compartilhamento com
haplétipos das bacias do rio Tocantins e Alto Parand, Diamante et al. (2017) ao analisar
arede de haplétipos de populagdes de espécies do género Cichla na bacia do rio Sdo Joao
com outras bacias hidrogréficas neotropicais obteve resultados similares ao observar que
as amostras de C. kelberi de seu estudo estavam compartilhados com amostras dos rios
Tocantins e Alto Parana. Consequentemente, a hipdtese que pode ser proposta € que as
populagdes de C. kelberi do rio Pindaré sao derivadas de populagdes nativas da bacia do
rio Tocantins, resultados estes semelhantes aos de Almeida-ferreira et al. (2011) e
Marques et al. (2016) ao analisar populagdes nativas e invasoras de C. kelberi que foram
previamente estudadas nos rios Alto Parana e Paraiba do Sul.

Os resultados do estudo atual e outras investigacdes indicam que a introducao
histérica de C. kelberi para diferentes bacias hidrograficas brasileiras comegaram com
populagdes da bacia do rio Tocantins (Brifiez et al., 2013; Marques et al., 2016) essas
populacdes invasoras foram bem sucedidas.

Nossas analises confirmam por meio de dados moleculares a presenca de C.
kelberi na bacia do rio Pindaré. Corroborado por consulta realizada na base de dados on-
line “Portal da Biodiversidade”
(https://portaldabiodiversidade.icmbio.gov.br/portal/search) onde ndo hd registro da
espécie C. kelberi para o estado do Maranhao.

Em relacdo a espécie Cichla sp. proveniente do rio Parnaiba, observou-se que a
identificacio molecular foi de 100% com C. monoculus, considerando que elas

agruparam com os demais C. monoculus do rio Mearim e do Alto Parana sequéncias estas
proveniente do Genbank (Figura 2), e compartilharam o mesmo haplétipo H1 (Figura 3).

De acordo com Magalhaes et al. (2018), os estudos mostram que a diversidade
local de peixes decai apds a introdug@o dessas espécies invasoras, causando efeitos sobre
a estrutura das teias troficas e organizagdo do ecossistema. Espécies do género Cichla
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quando introduzidas sdo altamente eficientes na competi¢cdo por recursos, tem alta
capacidade de dispersdo e reproducdo (Santos et al., 2016).
A introdugdo de espécies de tucunaré nos diversos ambientes no que se refere a

ictiofauna local, pode provocar aparecimento de patégenos, reducdo de espécimes e das
espécies locais em consequéncia de competicoes diretas, e adulteragdes no ambiente,
além de perda da diversidade genética populacional das espécies nativas (Santos et al.,
2016).

Tendo em vista a grande capacidade dessas espécies em se adaptar a novos
ambientes, e os diferentes problemas ecoldgicos que as estas podem acarretar ao ambiente
receptor como a diminuicao da biodiversidade ictiofaunistica local (Sastraprawira et al.,
2020), a identificagao exata dos status taxondmico é fundamental para delinear futuras
avaliacdes ecoldgicas com o objetivo de desenvolver estratégias de manejo e impactos
que possam trazer para regido.

Conclusao

Com similaridades de 99,13 a 100% foi possivel confirmar a identificacao
morfoldgica com a moleculares das espécies estudadas. Portanto, confirma que os
espécimes de C. kelberi do rio Pindaré sejam provenientes de populacdes nativas da bacia
do rio Tocantins e C. monoculus dos rios Mearim, Parnaiba e Alto Parand por
constituirem o mesmo hapl6tipo sejam provenientes de um mesmo estoque. E possivel
inferir que C. piquiti do rio Parand seja derivada de populacdes do rio Tocantins. Em
conclusdo, nosso estudo foi o primeiro a usar andlises moleculares para validar a presenca
de C. monoculus como espécies invasoras em rios maranhenses bem como, confirma a
introducao e registo de C. kelberi no rio Pindaré.
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Tabela suplementar 1. Nimeros de acesso do GenBank para espécies do género Cichla.

Espécies

Acesso GenBank

Localidades

Referéncia

Cichla monoculus
Cichla monoculus
Cichla monoculus
Cichla monoculus
Cichla monoculus
Cichla monoculus
Cichla monoculus
Cichla monoculus

Cichla kelberi
Cichla kelberi
Cichla kelberi
Cichla kelberi
Cichla kelberi
Cichla kelberi

Cichla piquiti
Cichla piquiti
Cichla piquiti
Cichla piquiti
Cichla piquiti
Cichla piquiti
Cichla piquiti
Cichla piquiti
Cichla piquiti
Cichla piquiti

Cichla ocellaris
Cichla ocellaris
Cichla ocellaris

Cichla ocellaris

Cichla melaniae
Cichla melaniae
Cichla melaniae
Cichla melaniae
Cichla melaniae
Cichla melaniae
Cichla melaniae
Cichla melaniae

Cichla mirianae

Cichla mirianae

Cichla mirianae
Thorichthys meeki

Oreochromis tanganica

JNO988798.1

JN988799.1

KT382890.1
KT382889.1
KT382888.1
KT382886.1
KT382887.1
MH721192.1

JN988797.1
JN988796.1
KT382894.1
KT382893.1
KT382892.1
KT382891.1

KT382900.1
KT382899.1
KT382898.1
KT382897.1
KT382896.1
KT382895.1
MH931678.1
MH931677.1
MH931676.1
JN988800.1

MZ051601.1
MZ051118.1
MZ050952.1

MZ051137.1

MH931664.1
MH931663.1
MH931662.1
MH931657.1
MH931658.1
MH931659.1
MH931660.1
MH931661.1

MH931667.1
MH931666.1
MH931665.1
HQ564588.1
MK497081.1

Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana

Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Rio Tocantins
Rio Tocantins
Rio Tocantins
Rio Tocantins

Rio Parana, Brasil
Rio Parana, Brasil
Rio Parana, Brasil
Rio Parana, Brasil
Rio Paranad, Brasil
Rio Paranad, Brasil
Rio Parana, Brasil
Rio Parana, Brasil
Rio Parana, Brasil
Rio Parana, Brasil

Rio Maroni - Guiana
Francesa

Rio Maroni - Guiana
Francesa

Rio Maroni - Guiana
Francesa

Rio Maroni - Guiana
Francesa

Rio Xingd, Brasil
Rio Xingd, Brasil
Rio Xingd, Brasil
Rio Xingd, Brasil
Rio Xingd, Brasil
Rio Xingd, Brasil
Rio Xingd, Brasil
Rio Xingu, Brasil

Rio Xingu, Brasil
Rio Xingu, Brasil
Rio Xingu, Brasil
Ontario, Canada

Pereira et al. (2013)

Gasques et al. (2015)

Vu et al. (2018)

Pereira et al. (2013)

Gasques et al. (2015)

Carvalho et al. (2019)

Carvalho et al. (2019)

Carvalho et al. (2019)

Mojekwu et al. (2017)

Papa, Y.; Le Bail, P.Y;
Covain, R. (2020)

Universidade de Ontario




57

601  Figura Suplementar 1. Arvore filogenética obtida através do método Méxima verossimilhanca
602  (MV) com 1000 réplicas de bootstrap baseada no gene mitocondrial COI através do algoritmo de
603  Tamura-Nei-3-pardmetros. Azul= Sequéncias do Maranh@o e Tocantins.

604 FLOR205 Cichla monoculus
605 FLOR206 Cichla monoculus
606 FLOR207 Cichla monoculus
FLOR208 Cichla monoculus
607 FLOR209 Cichla monoculus
608 FLOR210 Cichla monoculus
FLOR211 Cichla monoculus
609 FLOR212 Cichla monoculus
610 FLOR215 Cichla monoculus
FLOR216 Cichla monoculus
611 FLOR217 Cichla monoculus
612 PARNOLI Cichla sp.
PARNO2 Cichla sp.
613 PARNO3 Cichla sp.
614 PARNOS Cichla sp.
PARNOG6 Cichla sp.
615 _99{PARNO7 Cichla sp.
616 PARNOS Cichla sp.
PARNO9 Cichla sp.
617 )
PARNI1O Cichla sp.
618 PARNI11 Cichla sp.
PARNI12 Cichla sp.
619 PARNI13 Cichla sp.
620 PARNI14 Cichla sp.
621 PARNIS5 Cichla sp.
5 PARNI16 Cichla sp.
622 (| |Cichla monoculus IN9887981
623 Cichla monoculus IN9887991
Cichla monoculus KT3828901
624 Cichla monoculus KT3828891
625 Cichla monoculus KT3828881
626 Cichla monoculus KT3828861
83 Cichla monoculus KT3828871
627 Cichla monoculus MH7211921
Cichla ocellaris MZ0516011
628
Cichla ocellaris MZ0511181
629 99| Cichla ocellaris MZ0509521
630 Cichla ocellaris MZ0511371
Cichla mirianae MH9316671
631 551 Cichla mirianae MH9316661
Cichla mirianae MH9316651
632
97 Cichla melaniae MH9316601
633 Cichla melaniae MH9316611
634 Cichla melaniae MH9316591
635 99| Cichla melaniae MH9316581
Cichla melaniae MH9316571
636 Cichla melaniae MH9316621
637 Cichla melaniae MH9316641
Cichla melaniae MH9316631
638 TO166 Cichla piquiti
639 TO173 Cichla piquiti
76 TO381 Cichla piquiti
640 TO425 Cichla piquiti
641 TOA462 Cichla piquiti
TOA464 Cichla piquiti
642 TO465 Cichla piquiti
643 Cichla piquiti KT3829001
644 99 Ct:chla pt:qmjttj KT3828991
Cichla piquiti KT3828981
645 Cichla piquiti KT3828971
646 Cichla piquiti KT3828961
Cichla piquiti KT3828951
647 Cichla piquiti MH9316781
648 Cichla piquiti MH9316771
Cichla piquiti MH9316761
649 Cichla piquiti IN9888001
PIN175 Cichla kelberi
650 PIN174 Cichla kelberi
651 PIN177 Cichla kelberi
652 PIN176 Cichla kelberi
Cichla kelberi IN9887971
653 99| Cichla kelberi IN9887961
654 Cichla kelberi KT3828941
655 Cichla kelberi KT3828931
Cichla kelberi KT3828921
Cichla kelberi KT3828911
Thorichthys meeki HQ564588.1
100 Oreochromis tanganicae MK497081.1
—

0.020
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Scope and policy

Neotropical Ichthyology prioritizes articles on native species in theiroriginal
basins. Articles focusing on aquaculture should be submitted to journals
focusing on Animal Science.

Submitted manuscripts must report on original research, provide clear
theoretical foundations, describe the objectives and/or hypotheses under
consideration, and employ appropriate sampling and analytical designs.
Descriptive studies which have a clear conservation or management focus
and/or demonstrate relevance to a broad audience by addressing interesting
scientific questions can be eventually published only when they (i) focus on
important species lacking criticalinformation about their biology and natural
history; (i1) investigate species occurring in highly disturbed environments,
especially those impacted by mining, large hydroelectric plants and urban
areas, with an explicit conservation or management problem; or (iii) investigate
species in a threat category or the DD (Data Deficient) category on redlists.
Ultimately, the decision to consider a descriptive study is a prerogative of the
editors. Casual observations, scientific notes or descriptive studies not
associated with relevant theoretical issues will not be considered.

Submission of manuscripts

Submissions to Neotropical Ichthyology occur exclusively online through the
ScholarOne portal. Manuscripts must be submitted as digital files at
http://mc04.manuscriptcentral.com/ni-scielo. The Editor-in-Chief will screen
each manuscript submitted to Neotropical Ichthyology to verify whether it is
within the journal’s scope, presents original research and follows the
instructions of the journal toauthors. After passing through the initial screening,
articles are assigned to a Section Editor, who then assigns an Associate Editor
to start the single blind review process. The journal is open for submissions to
all researchers on Neotropical ichthyofauna.

With each new manuscript submission, authors must include a cover letter
stating that the article constitutes original research andis not being submitted
to other journals. The letter should also explainto editors why your article
should be published, highlight the strengthsof your research and outline the
recommendations that can be drawn from your work. In multi-authored papers,
the author responsible for submission must declare in the cover letter that all
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coauthors are aware of and agree with the submission. To that end, please
ensure that all coauthors have read and approved the final version.

Before starting the submission, the corresponding author must obtain the
validated ORCIDS from all authors and co-authors and ask them to update their
profiles in the system BEFORE submission. Authors may register for an
ORCID at http://orcid.org/, and provide ORCID numbers for all coauthors
during submission. The mailing addresses and valid e-mail addresses for all
authors must be entered in the appropriate forms during manuscript submission
as well. Do not translate institution names. During the submission, indicate at
least five possible reviewers, providing name, institution, country, and valide-
mail addresses. You may also indicate your opposition to particular reviewers
or conflicts of interests, if applicable.

Please, read carefully and follow all applicable rules prior to submission.
Manuscripts that do not meet the journal formatting requirements, lack
required files, or are written in poor English will bereturned to authors without
review.

Costs

Paper charges will be billed to the corresponding author with costs ofR$400
reais for article. For authors from outside Brazil the values willbe converted to
US dollars based on the current exchange rate.

All charges are waived when one or more authors are current SBI members
(having paid the membership fee in the current year) or when the paper has
been invited through the system. Contact the SBI Secretary
(http://www.sbi.bio.br/en/membership) for membership rates and payment
procedures.

Form and preparation of manuscripts
General form and preparation of manuscripts

Do not duplicate information among the text, figures and tables. Submit only
figures andtables that are strictly necessary. Supplementary files such as
appendices, and videos should be uploaded already formatted, as pdf or video
files in MP4 format. For taxonomic papers, please also refer to: Neotropical
Ichthyology taxonomic stylebelow.

Licensing

Since 2015, Neotropical Ichthyology publishes under a Creative Common BY
license(Attribution). Articles accepted for publication become property of the
journal.

Copyright

Though authors retain the copyright of their articles, by submitting manuscripts
to Neotropical Ichthyology, they grant the journal a license to publish the
article electronically, to identify itself as the original publisher, and to
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distribute and promote thearticle on the journal’s website and via social media.
Neotropical Ichthyology publishes under the Creative Commons Attribution
4.0 License. Unless otherwise stated, associated published material is
distributed under the same license.

Ethical statement

As recommended by the Brazilian Council of Animal Experimentation
Control, we ask you to provide the protocol numbers authorizing the research
by the Animal Ethics Committeesof your institution and the permit numbers or
collection licenses authorizing field research.

E.g.: Experiments were approved by the Ethical Committee for Animal Use in
Experiments of the Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (CEUA
number ###/year ###) and Collection Licenses of SISBIO number ####. If
your work did not require such permissions, state this explicitly. For
manuscripts fromcountries other than Brazil, please provide the documentation
required in the respectivecountry.

Science Communication

NI has now a Science Communication Editor, which will be in charge of
preparing press releases, social media posts and other promotional material for
selected articles. If you prefer to produce such material yourself, please
produce materials such as a cartoon, text,video, infographic or any other
material during the peer-review period. It will be asked to you, in case of
acceptance of your article, to be displayed on NI's website or other medias.
Otherwise, I would like you authorize the journal to do it for you, if pertinent.

Author contributions and competing interests

This information is required at the time of article submission. Ensure that all
authors andco authors are aware and agree, as they will be included in the
publication.

FORMATTING RULES

Please, be sure you have carefully read all the items below

FILE AND PAGE SETUP

Manuscript files must be in the DOC, DOCX or RTF formats. Do not lock or
protect the file.Formats such as XLS, XLSX or PDF will NOT be accepted.
The document file cannot include headers, footers, or footnotes (except page
number). Do not format text in multiple columns. Although no page limit is
imposed, manuscripts shouldalways be as concise as possible.

Text should be aligned to the left (except if otherwise mentioned), not fully
justified, notindented by tab or space and not underlined. Do not hyphenate
words at line breaks (though hyphens can be used in compound constructions,
such as dorsal-fin rays, as appropriate).

All text must be Times New Roman font size 12, with 1.5 line spacing. Do not
number lines. The font “symbol” can be used to represent the following
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counts, and when referencing figures and tables. Also, spell out numbers that
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Abbreviations used in the text must be listed under Material and Methods;
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LANGUAGE

Text must be submitted in English. Avoid clichés, slang, and colloquial words
or expressions such as “In the present study”. If none of the authors are native
English speakers, we recommend that you contract with a professional
language editing and copyediting services or have the manuscript read by a
native English speaking colleagueprior to submission. Authors are free to
choose any certified service, but Neotropical Ichthyology authors receive a
discount from these two companies.
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TITLE

New taxa names should not appear in the title or abstract. Center the title and
present it inboldface, without quotation marks, with sentence-style

61

capitalization, and with subordinatetaxa separated by *“:”. Titles must reflect the
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basin, Brazil(Ostariophysi: Siluriformes)

AUTHORS

As the submitting author will be responsible for completing information at
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submission. All co-authors must have contributed substantially to all article
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and JohnLundberg3
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separated by commas. Do not use words already contained in the title, nor
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NOMENCLATURE

Species, genera, and Latin terms (et al., in vitro, in vivo, vs., i.e, e.g.) must be
in italics. Cite scientific names according to the ICZN
(http://iczn.org/iczn/index.jsp). Authorship should be given at the first
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965 of citationin the text and be cited in the text using the following formats: Tab. 1,
966 Tabs. 1-2, Tabs. 1,
967 4. Approximate locations where tables should be inserted must be indicated in
968 upper case,along the right margin of the text, as in:
969 TABLE 1
970
971 Note: Use an n-dash for ranges (to automatically create n-dash in Word type
972 “something
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978 columns. Do not format tables with “tab” or “space”. Tables should not contain
979 visible vertical lines or footnotes [contents offootnotes must be included in the
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981 List all captions at the end of the manuscript, in the following format. E.g.:
982
983 Tab. 1. Monthly variation of the gonadosomatic index in Diapoma
984 pyrrhopteryx and D.speculiferum...
985 FIGURES
986 Figures cannot be submitted as images inserted in Word files. Figures must be
987 submittedas high quality individual files. For b&w figures, they must be saved
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989 be in TIFF format, CMYK, 8.5 or
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1006 Do not include symbolsin the caption, but rather replace them with text (e.g.,
1007 black triangle) or include a legend in the figure itself. Indicate figure subsections
1008 in upper case and bold letters in both in the figure and caption. Do not use
1009 parentheses after letters. Cite figures from other articlesusing the same formats
1010 as figures published in the present article, but do not capitalize them. [llustrations
1011 must include either a scale or reference to the size of the item in the figure

1012 caption. List all captions at the end of the manuscript, in the following format.
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E.g.:

Fig. 1. Otoliths of representatives of Otophysi. A. Brycon hilarii; B.
B.orbignyanus; C. Pimelodus maculatus; and D. Sternopygus macrurus. (Scale
bars = 1 mm), lapillus (black triangle), asteriscus (white dot) and sagittal (red star),
according tofig. 2 of Campana (2001).

SUPPLEMENTARY FILES

Upload appendices, videos, datasets and other complementary materials as
supplementaryfiles. Provide the files formatted as you wish it appear, but in
some format that allow edition. Videos must be in MP4 format. Identify these
files in the text by a bolded letter S followed by sequential numbers in Arabic
numerals. Indicate in the text that those will appear only in the online version
(e.g.... as shown in the video S1, available only in theonline version,...). List all
captions at the end of the manuscript. E.g.:

S1. Video of variation of tides...
S2. Spreadsheet with catalog numbers of all voucher specimens collected in...

PERSONAL COMMUNICATION

Personal communications should be included in the text of your document —
cited in text only and not included in your reference list. Provide the full name,
first and family name in

full, and initials of middle names when applicable, and year of
the personalcommunication. E.g.:

The sample site had scarce riparian vegetation (Carlos A. R. Silva, 2018, pers.
comm.).

Note: It is recommended you get permission from the source/author of your
personalcommunication.

REFERENCES

Ensure that all citations in the text and the References coincide before
submittinga manuscript.

References must be cited in the following formats in the text: Eigenmann (1915,
1921) or(Eigenmann, 1915, 1921; Fowler, 1945, 1948; Carvalho, 2001) or
Eigenmann, Norris (1918) or, for more than two coauthors, Eigenmann et al.
(1910a,b), always in chronological order and then in alphabetical order in case
of more than one author cited. Do not include undergraduate monographs,
conference papers, abstracts or technical reports. Include Masters Thesis or
Ph.D. dissertations only if extremely necessary. Do notformat references with
“tab” or “space” and present references in rigorous alphabetical order. In case
of authors with surnames with prepositions, in Portuguese do not include the
preposition (e.g., Carlos Alberto da Silva = Silva CA), in Spanish do not include
“de” (e.g., Maria de Rueda = Rueda M), but include “Del” (e.g., Angel Del Rio
= Del Rio A), except for authors who usually self cite differently. Ignore
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prepositions for the purpose of alphabetization, as in the following example:

E.g. of sequence  De Carli F Devincenzi GJ Eigenmann CH Maldonado-
Ocampo JDe Pinna MCC Del Rio ARueda MSilva CA

Note: In case of self-citations using a convention other than those exemplified,
please citeusing your usual convention and, in the cover letter, mention your
intention to maintain and standardize that usage in al your self-citations in this
and other journals.

For more than six authors you can use ef al. from the seventh in all
categories ofreferences, or list all the authors. Choose one pattern and
follow it consistently for all references.

For authors using reference management software, Vancouver is the style
closest to NI'’s but the citations must be as described above. For users of the
Mendeley manager, whichis free, the Neotropical Ichthyology style for
citations and references is available. To insertit in your Mendeley, login the
software > view > citation styles > get more styles > paste the link
https://csl.mendeley.com/styles/78754841/neotropical-ichthyology. For more

information see: https://www.elsevier.com/solutions/mendeley/support.

Note: Do not forget to put the scientific names of references in italics
in Mendeley before importing the reference. To do this, use the HTML <i>
tags at thebeginning of the word and </i> at the end. E.g.:

Reproductive biology of two species of <i>Mugil</i>: <i>M. curema</i>
and <i>M.liza</i> =
Reproductive biology of two species of Mugil: M.

curema and M. liza.Example formats are listed below.

Book

Baumgartner G, Pavanelli CS, Baumgartner D, Bifi AG, Debona T, Frana VA.
Peixes dobaixo rio Iguagu. Maringa: EDUEM; 2012.

Edited book

Reis RE, Kullander SO, Ferraris CJ, Jr., editors. Check list of the freshwater
fishes of Southand Central America. Porto Alegre: Edipucrs; 2003.

Chapter in a book

Pires T, Ohara W. Gasteropelecidae. In: Queiroz L, Torrente-Vilara G,
Ohara W, Pires T,Zuanon J, Doria C, editors. Peixes do rio Madeira. Sdo
Paulo: Dialeto Latin America Documentary; 2013. p.206—11.
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Note: You must present only two digits for last page if the previous digits
coincide withthe previous digits of the first page, separated by an n-dash (to
automatically create n-dash in Word type “something — something” (number-
space-hyphen-space-number)).

Journal Articles

Journal titles may be abbreviated according to the style used in the

sites:

https://images.webofknowledge.com/images/help/WOS/R_abrvjt.html,
http://cassi.cas.org/search.jsp,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals, orothers.

In case you do not find the journal name in the above links, provide the full name

of the journal and highlight it in yellow.DO NOT USE POINTS IN JOURNAL
ABBREVIATIONS.

Ota RR, Depra GC, da Graca WJ, Pavanelli CS. Peixes da planicie de
inundagdo do alto rioParand e &4reas adjacentes: Revised, annotated and
updated. Neotrop Ichthyol. 2018; 16(2):e170094.
http://dx.doi.org/10.1590/1982-0224-20170094

Note: You must provide only the e-location if there are no page numbers.

Sawakuchi AO, Hartmann GA, Sawakuchi HO, Pupim FN, Bertassoli DJ, Parra
M, et al. TheVolta Grande do Xingu: Reconstruction of past environments and
forecasting of future scenarios of a unique Amazonian fluvial landscape. Sci
Drill. 2015; 20:21—-

32. https://doi.org/10.5194/sd-20-21-2015

Note: You can use et al. for articles with more than six authors, and the page
numbersseparated by an n-dash (to automatically create n-dash in Word type
“something — something” (number-space-hyphen-space-number)).

Abudayah WH, Mathis A. Predator recognition learning in rainbow darters
Etheostomacaeruleum: specific learning and neophobia. J Fish Biol. 2016;
89(3):1612—-

23. https://doi.org/10.1111/jtb.13061

Note: You must present only two digits for last page if the previous digits
coincide withthe previous digits of the first page, separated by an n-dash (to
automatically create n-dash in Word type “something — something” (number-
space-hyphen-space-number)).

Koike Y, Koya Y. Viable periods of fertilizability of eggs and sperm of Japanes

medaka, Oryzias latipes. Japan J Ichthyol. 2014; 61(1):9-14. Available
from: https://www.jstage.jst.go.jp/article/jji/61/1/61_9/_pdf

Note: You must provide the issue number, and can present the URL of


http://cassi.cas.org/search.jsp
http://cassi.cas.org/search.jsp
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals
http://dx.doi.org/10.1590/1982-0224-20170094
http://www.jstage.jst.go.jp/article/jji/61/1/61_9/_pdf
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online articleswithout DOI number, preceded by Available from:.

Journal article — in press

Birindelli JL, Britski HA, Provenzano F. New species of Leporinus
(Characiformes: Anostomidae) from the highlands of the Guiana Shield in
Venezuela. Neotrop Ichthyol.Forthcoming 2019.

Note: You must cite only if the paper is about to be published.

Reports and other Government Publications

Eayrs S. A Guide to bycatch reduction in Tropical shrimp-trawl fisheries
[Internet]. Rome; 2007. Available from:
www.fao.org/docrep/015/a1008e/a1008e.pdf

International Commission on Zoological Nomenclature (ICZN). International
code of zoological nomenclature. 4th ed. London: International trust for
zoological nomenclatureNatural History Museum [Internet]. London; 1999.
Available

from: https://www.iczn.org/the-code/the-international-code-of-zoological-
nomenclature/

International Union for Conservation of Nature (IUCN). Standards and
petitions subcommittee. Guidelines for using the IUCN Red List categories
and criteria. Version 13[Internet]. Gland; 2017. Available

from: http://cmsdocs.s3.amazonaws.com/RedListGuidelines.pdf

Thesis

Oliveira AG. Predizendo impactos das mudangas climaticas sobre a diversidade
funcional depeixes de dgua doce: um panorama "down under". [PhD Thesis].
Maringa: Universidade Estadual de Maringa; 2018. Available from: http://nou-
rau.uem.br/nou- rau/document/?code=vtls000228862

Note: You must provide a hyperlink when available.

Figueiredo PICC. Decifrando a relacdo evolutiva entre Gymnogeophagus
labiatus (Hensel, 1870) e Gymnogeophagus lacustris Reis & Malabarba 1988
(Cichlidae: Geophagini). [Master Dissertation]. Porto Alegre: Universidade
Federal do Rio Grande do Sul; 2018.
Webpages
Fricke R, Eschmeyer WN, Van der Laan R. Eschmeyer’s catalog of fishes:
genera, species,references [Internet]. San Francisco: California Academy of
Science; 2019. Available
from:http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcat
main.asp

Taxonomic style instructions

This summary provides information specific to taxonomic manuscripts.For large

taxonomic revisions and reviews, see additional recommendations below. Items
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with * are required, others are recommended whenever applicable.

Taxon accounts should be in alphabetical order. For original descriptions, the
words “new genus” or “new species” should appearafter the name of the new
genus or species, preceded by a comma.

The designation also must to appear in the caption of the holotype’s figure, in
the case of a new species. For species mentioned in the Diagnosis section but for
which no comparative material was examined, please formally cite their original
descriptions and providethe full references.

Note: Prior to submitting a description of a new taxon, please registernew
nomenclatural act(s) and the paper (as unpublished manuscript) at URL:
http://zoobank.org/ and provide both the pub and the nomenclatural act codes
just below the new taxon name. E.g.:

urn:lsid:zoobank.org:pub: XX9XX9XX-X1X2-99XX-9X19-
OXXX0XX99X12

urn:lsid:zoobank.org:act: XX9XX9XX-X1X2-99XX-9X19-9XXX0XX99X12

Note: The pub number is only one for each manuscript, but, in case ofmore
than one nomenclatural act, provide all the numbers.

Note: After publication, you must update the ZooBank article status from

unpublished to published. This must be done by the author whomade the initial
registration.

Generic accounts

Order of presentation:

Genus Author, year (or new genus; do not abbreviate) (bolded and
centered)

urn:Isid:zoobank.org:act: X X9XX9XX-X1X2-99XX-9X19-9XXX0XX99X12
(in case of new genus only) (centered)

Synonymy. Type species.*Diagnosis.* Description.*
Etymology. for new genus only*Remarks.

Key to species.

Comments on the above:
Synonymy

Provide a complete synonymy listing all validly published names that have
been applied to the genus, including all references in systematic treatments or
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identification guides that can help link the present concept of the genus to past
concepts. The senior synonym is usually the correct and valid name. If
applicable, include invalid names and mistakes in identity with suitable
annotation to indicate their nature. For each name listed, include minimally:
the original form of the name; the author and date of publication; reference and
page number;basic information on the genus in the paper cited (modified from
WileyEO, Lieberman BS. Phylogenetics: theory and practice of Phylogenetic
Systematics. 2nd edition. Hoboken: Wiley-Blackwell; 2011). Provide full
references of all listed sources as part of the References section. If applicable,
discuss the synonymy and cite relevant literature in the Remarks section. E.g.:

Type-species

For proposed new genera, the original name of the proposed type- species,
followed by author and year of publication (or new species) issufficient. For
previously proposed generic names, the following additional information is
required (in this order): Nature of type designation (e.g., original designation,
monotypy, absolute tautonymy, etc). Whether the type-species was not
designated in the original publication, the author, year and page of the
subsequent designation should be cited (e.g.,Type by subsequent designation by
Jordan, 1919: 45).

Diagnosis

Diagnosis should NOT be written in telegraphic style (for purposes ofclarity). A
generic diagnosis should preferably list the unique synapomorphies of the genus,
followed by homoplastic derived characters and/or other useful distinguishing
characteristics.

Description
In telegraphic style (i.e., no verbs nor articles).

Etymology

For new names, state the gender, even though it may be obvious fromthe
construction. Do not give an etymology for preexisting names. If itis necessary
to discuss the etymology of an old name (for example, tojustify an interpretation
of its gender), include that in the Remarks section.

Key to species
If a key for identification of species is provided and it was not mentioned in the
title, add “dichotomous key” or “identification key” asa keyword.

Specific accounts
Order of presentation:

Synonymy.

Holotype.* for new species only; include full collection data
(seedetails, below)

Paratype(s). for new species only; include full collection data (see
details, below)
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Non-types. for new species only; include reduced collection data (see
details, below) (Justification for separating non-types from types
should be provided in the Material and Methods section)
Diagnosis.* see below for instruction on how to prepare a species
diagnosis

Description.*

Coloration in

alcohol.*

Coloration in life.

Sexual dimorphism.

Geographical

distribution.* Ecological

notes.

Etymology. for new species only*
Conservation status. for new species
only*Remarks.

Material examined. for accounts of previously named
speciesComments on the above:
Synonymy

Provide a complete synonymy listing all validly published names that have
been applied to the species, including all references in systematictreatments or
identification guides that can help link the present concept of the species to past
concepts. The senior synonym is usually the correct and valid name. If
applicable, include invalid names and mistakes in identity with suitable
annotation to indicate their nature. For each name listed, include minimally:
the original form of the name; the author and date of publication; reference and
page number;country or basin and basic information on the species in the paper
cited (modified from Wiley EO, Lieberman BS. Phylogenetics: theory and
practice of Phylogenetic Systematics. 2nd edition. Hoboken:
Wiley-Blackwell; 2011). Provide full references of all listed sources as part of
the References section. If applicable, discuss the synonymy andcite relevant
literature in the Remarks section. E.g.:

Parodon caliensis Boulenger, 1895

Parodon caliensis Boulenger, 1895:480 (original description; type- locality:
near Cali, Colombia). —Eigenmann, 1922(reprint 1976):109 (partim; Paila, rio
Cauca basin; diagnosis in key). —Miles, 1943:47 (rioCauca; redescription). —
Miles, 1947:132 (rio Magdalena; meristics). —Roberts, 1974b:416 (osteology;
osteological illustrations). —Roberts, 1975:269 (dentition).

Parodon saliensis [sic]. —Roberts, 1975:269 (dentition).
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Parodon Parodon caliensis. —Géry, 1977:203 (diagnosis in key).
Note: Precede each quotation with an m-dash (Type an m-

dash using Shift-Option-hyphen on a Mac. In Windows, use ALT +0151).

Type-material

For new species, list types separately from other comparative material examined.
Indicate when you have cleared and stained (c&s) specimens or genetic
sequences in some online depository. Type specimens for which common
barcoding sequences are available (e.g. COI, Cytb, 12S, 16S) at an online
depositary should be indicated clearly either in a table or in the text of the
Holotype or Paratype(s) sections. In either case the following should be
included: The museum acronym and lot number, the maker gene/locus (e.g.
COI), the name of the depository (e.g. GenBank), and the depositary accession
number. Studies that include multiple sequences for phylogenetic or other
analyses should list these along with the depositary name and accession number
in a table or supplementary document (see GENETICSEQUENCES in Author
Instructions). It is acceptable for authors to indicate sequences in online
depositories as “pending”, but following acceptance of a manuscript, these
numbers must be made available asa condition for final publication. E.g.:

Group paratypes by country or basin, in alphanumeric order of museum acronym
and catalog numbers inside each group. Include fullcollection data, in the
following order:

Museum acronym and catalog number, number of specimens (except for
holotype), size range separated by an n-dash (to automatically create n-dash in
Word type “something — something” (number-space- hyphen-space-number),
number and size range of measured specimens, if different (in parentheses along
with size range) locality (country, state, municipality, locality, basin,
coordinates), date of collection [in dd, Month (3 letter abbreviation) and yyyy],
and collector(s). E.g:

Paratypes. LIRP 5640, 25, 38.5-90.3 mm SL (12, 75.0-90.3 mm SL),

Brazil, Sdo Paulo, Municipio de Marapoama, rio Tieté basin, ribeirdaoCubatdo at
road between Marapoama and Elisidrio, 21°11'35"S 49°0722"W, 10 Feb 2003,
A.L. A. Melo.

Note: Except in cases where no actively-curated scientific research collection
exists, Holotypes must be deposited in collections in the country of origin of the
species. When a species occurs in multiple countries, the holotype must be
deposited in the country of the type-locality, with paratypes distributed among
countries in which the species occurs. Even in cases of species endemic to one
country, we encourage dissemination of paratypes.

Diagnosis
Do NOT write the diagnosis in telegraphic style (for purposes of clarity). A
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1371 species diagnosis is typically a paragraph constructed of full sentences that list
1372 the most important traits that allow the reader to unequivocally identify the
1373 species. Ideally, the diagnosis includes one or more features that are unique to
1374 the species, preferably autapomorphic characters. If unique features were not
1375 discovered, thenext best option is a differential diagnosis, within which a series
1376 of direct comparisons are made among species and the alternative character
1377 states specified by contrasts are stated explicitly (using "vs."followed by the
1378 condition found in the species, or group of species, being compared, for each
1379 diagnostic feature). Diagnoses that consist only of a combination of characters
1380 (i.e., traits listed sequentially

1381

1382 which, when considered together, distinguish the species fromcongeners) should
1383 be avoided.

1384

1385 Note: In the event of listing species in the diagnosis without associated
1386 comparative material, please formally cite their originaldescriptions and provide
1387 full references.

1388

1389 Description

1390 Write the description section in telegraphic style (i.e., without verbs and
1391 articles). Treat bilaterally paired structures in the singular (e.g., pelvic fin short,
1392 not pelvic fins short). Compound adjectives that include a noun should be
1393 connected by a hyphen (e.g., pectoral-fin spine, NOT pectoral fin spine). Fin-ray
1394 formulae should be reported with unbranched rays in lower case Roman
1395 numerals, spines in upper case Roman, and branched rays in Arabic numerals.
1396 Transitions between different types of rays should be indicated by a comma (,)
1397 and not a plus sign (+), or dash (-). We treat the catfish spinelet as a spine, so
1398 dorsal fin counts that include a spinelet should be reported asIl,6 (or whatever
1399 the branched ray count is). E.g.:

1400

1401 iii, 7 or IL,9. Not iii—7 or iii+7 (no spaces should be inserted after thecomma).
1402

1403 Note: Do not include space between numerals and % (e.g., 25%, not25 %).
1404

1405 Coloration

1406 Write this section in telegraphic style (i.e., without verbs or articles). This section
1407 may be divided into Coloration in alcohol and Coloration inlife.

1408 Geographic distribution

1409 Geographic descriptors must NOT be translated and should be capitalized or not
1410 according to the standard usage in the language in question. English usage
1411 typically uses capitals (e.g., Amazon River, Parana River, Paraguay River) while
1412 Portuguese and Spanish do not (e.g., rio Solimdes, rio Magdalena, rio Parana,
1413 rio Parana, rio Paraguay, rio Paraguai). When referring to a municipality or
1414 geopolitical region that includes the names of a water body, capitalizethe entity
1415 as a proper noun in all languages (e.g., Municipality of Arroio dos Ratos, State

1416 of Rio Grande do Sul).
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Etymology

For new names, state the usage (adjective, noun, patronym, etc.), even though it
may be obvious from the construction. For more information, see article 31 of
the  online  International @ Code of  Zoological = Nomenclature
(https://www.iczn.org/the-code/the- international-code-of-zoological-
nomenclature/the-code-online/). Do not provide an etymology for preexisting
names, unless the etymologyis necessary to justify the spelling. In such cases,
include this information in the Remarks Section and not as a separate heading.
Conservation status

Please consider providing the conservation status, at least for newspecies, based
on the IUCN criteria and categories. E.g.:

Conservation status. Provide information on the conservation status assessment
and finalize with... According to the International Union forConservation of
Nature (IUCN) categories and criteria (JUCN Standards and Petitions
Subcommittee, 2017 [or later]), Genus species can be classified as Category
(category abbreviation)].

Note: In such case, provide the full reference in the References.

Material examined

Provide only taxa, museum acronym, catalog number, number ofspecimens and
size range. Indicate any types by: (Holo- Syn-, etc.) type of Genus species
Author, date. For lectotypes or neotypes, also cite the sourceof designation.
Specimen lots should be arranged taxonomically, and then by countryor basin
(in bold), in alphanumeric order of museum acronym and catalog numbers inside
each group proposed. E.g.:

Auchenipterichthys coracoideus: Peru: CAS 220574, 2, 104.0-107.0mm SL,
syntypes of Trachycorystes coracoideus Eigenmann, Allen, 1942).

Note: Deviation from this order is permissible only if an alternate arrangement
shortens the text. If another arrangement is chosen, itsuse must be explained and
justified in the Material and Methods section.

List material of non-focal species as Comparative material examined, using
the same rules of arrangement stated above.

Large taxonomic revisions and reviews

Before presenting the taxonomic accounts, provide a table at the beginning, cited
early, that lists all the species included in the revision that are new and those that
are being redescribed. Taxon accounts canbe arranged in two ways: presenting
the new species descriptions first (in alphabetic order) and then the redescribed
species (in alphabetic order), OR reporting all the species in alphabetic order
without separating new and redescribed ones. In either case, mentioning the
words new genus or new species after the name of each new taxon presented,
preceded by a comma. The chosen order of presentation should focus on brevity
and comprehensibility.
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Further information: Contact the Editor at neoichth@nupelia.uem.br.
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