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RESUMO

A ordem Tetraodontiforme estd distribuida em mares e aguas doces de clima tropical e
temperado. Possuem notavel diversidade em forma, tamanho e estilo de vida. Esta ordem abriga
peixes popularmente conhecidos como “baiacus” pertencentes as familias, Diodontidae e
Tetraodontidae. O género Colomesus esta presente em parte da América do Sul, sendo
atualmente constituido por apenas trés espécies validas (C. asellus. C. tocantinensis ¢ C.
psittacus), sendo as duas primeiras de ambiente dulcicola, e a tltima associada a ambientes com
influéncia de salinidade do mar, como estudrios. As espécies estdo associadas a ambientes
aquaticos e sao consideradas como um indicativo de qualidade ambiental. Devido ao fato de
sua ampla distribuicao e estilo de vida, varias hipdteses sobre possiveis especiagdes dentro do
género foram levantadas nos ltimos anos, levando a descri¢do de C. tocantinensis limitada a
uma regido do Rio Tocantins, necessitando de inferéncias em regides e drenagens mais distantes.
O objetivo do presente estudo ¢, inferir o padrdo biogeografico das espécies do género
Colomesus na América do Sul, investigando uma possivel influéncia de eventos biogeograficos
como o Mioceno e o Pleistoceno em moldar a distribui¢do atual das espécies, focando em
Colomesus asellus, espécie com maior area de distribuicdo do género, além de verificar a
presenca de linhagens genéticas distintas. Foram utilizados individuos provenientes de varias
drenagens da regido Neotropical, tanto do Brasil, quanto Peru e Guiana. Foram implementadas
no banco de dados, sequencias de dois genes mitocondriais (COI e ATPase 6/8) além do gene
nuclear (Rodopsina) que foram amplificados para os espécimes do presente estudo, bem como
sequencias adicionais presentes no portal Genebank, sendo possivel realizar inferéncias
filogenéticas e andlises de tempo de divergéncia e origem de area ancestral. Os resultados do
presente estudo indicam que, a linhagem de C. asellus presente em aguas brasileiras €
filogeneticamente distinta de sequencias provenientes da localidade tipo da espécie, bem como
a existéncia ao menos de nove linhagens cripticas dentro de C. asellus. Adicionalmente, C.
tocantinensis apresenta uma distribuicdo mais ao norte, também estando presente na regido sul
do estado do Par4, bem como a presenga de uma outra linhagem criptica dentro da espécie,
resultado similar também inferido para C. psittacus. A vicariancia do ancestral do género em
relacdo ao grupo de espécies marinhas ocorreu durante o Mioceno na ecoregido do Amazonas
Lowlands onde diversificagdes posteriores ocorreram durante o Pleistoceno. Os dados aqui
obtidos reforcam a importdncia de ampla cobertura amostral para espécies de peixes
Neotropicais, fornecendo evidencias de que a biodiversidade do género ¢ atualmente
subestimada.

Palavras-chave: Especia¢do, Filogeografia, OTUs, Mioceno, Amazonia.



ABSTRACT

The order Tetraodontiforme is distributed in seas and freshwaters of tropical and temperate
climate. They have a remarkable diversity in shape, size and lifestyle. This order is home to fish
popularly known as “puffers” belonging to the Diodontidae and Tetraodontidae families. The
genus Colomesus is present in part of South America, currently consisting of only three valid
species (C. asellus, C. tocantinensis and C. psittacus), the first two of which are from a
freshwater environment, and the last associated with environments with influence sea salinity,
such as estuaries. The species are associated with aquatic environments and are considered as
an indicator of environmental quality. Due to its wide distribution and lifestyle, several
hypotheses about possible speciation within the genus have been created in recent years, leading
the description of C. focantinensis limited to a region of the Tocantins River, requiring
inferences in more distant regions and drainages. The aim of this study is to infer the
biogeographic pattern of species of the genus Colomesus in South America, investigating a
possible influence of biogeographical events such as the Miocene and Pleistocene in shaping
the current distribution of species, focusing on Colomesus asellus, a species with the largest
area distribution of the genus, in addition to verifying the presence of distinct genetic lineages.
Individuals from various drainages in the Neotropical region, both in Brazil, Peru and Guyana,
were used. Sequences of two mitochondrial genes (COI and ATPase 6/8) were implemented in
the database, in addition to the nuclear gene (Rhodopsin) that were amplified for the specimens
of the present study, as well as additional sequences present in the Genebank portal, making it
possible to make inferences phylogenetic and analysis of time of divergence and ancestral area
origin. The results of the present study indicate that the lineage of C. asellus present in Brazilian
waters is phylogenetically distinct from sequences from the type locality of the species, as well
as the existence of at least nine cryptic lineages within C. asellus. Additionally, C. tocantinensis
has a more northerly distribution, also being present in the southern region of the state of Para,
as well as the presence of another cryptic lineage within the species, a similar result also inferred
for C. psittacus. The ancestor vicariance with respect to marine species group occurred during
the Miocene in the Amazon Lowlands ecoregion where further diversification occurred during
the Pleistocene. The data obtained here reinforce the importance of wide sampling coverage for
Neotropical fish species, providing evidence that the biodiversity of the genus is currently
underestimated.

Keywords: Speciation, Phylogeography, OTUs, Miocene, Amazonia.



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO
1.1 BIOGEOGRAFIA DE PEIXES NEOTROPICAIS

A regiao Neotropical abrange desde a América do Sul e América Central até ao sul do
México, apresentando elevada riqueza de espécies animais e vegetais, pois compreende
diferentes biomas e habitats, tais como zonas aridas e extensas florestas tropicais, como a
Floresta Atlantica e Amazonica (Morrone, 2014). Ictiologistas descreveram cerca de ~6.080
espécies de peixes Neotropicais, habitando diversos locais, ecoregides e zonas climaticas
(Dagosta & de Pinna 2019). Essa vasta regido, ¢ também composta pelas bacias do Amazonas
e Orinoco e bacias costeiras menores das Guianas, as quais drenam centenas de milhares de
quilometros de riachos e pequenos rios que correm sob um dossel de floresta fechada e grandes
rios que se estabeleceram através de amplas planicies de inundagdo sazonais (Albert et al.,
2020). A bacia de drenagem amazonica possui cerca de 7,05 milhdes de km? (incluindo a bacia
Tocantins-Araguaia) (Allen e Pavelsky, 2018), captando dguas de 40% de toda a superficie
continental da América do Sul, ou cerca de 5,2% da area de superficie de todas as bacias
hidrograficas da Terra combinadas (Lehner et al., 2008).

Como bacia mega diversa, uma grande parte desta biodiversidade Amazonica foi
formada por eventos biogeograficos passados, onde desde o periodo do Paleoceno, eventos de
especiagdo ocorreram em drenagens e em ambientes de floresta tropical, mostrando-a como
fonte primdria da biodiversidade Neotropical, tendo gerado diversidade ndo apenas local, como
também especiagdo de linhagens para outras regides dentro da zona Neotropical (Antonelli et
al., 2018). Entre suas grandes linhagens, destacam-se os peixes de dgua doce, sendo a grande
maioria das linhagens atuais, distribuidas em apenas cinco familias principais: Siluriformes,
Characiformes, Cyprinodontiformes, Cichliformes e Gymnotiformes. Juntos, esses clados
representam 87% de todas as espécies de peixes de dgua doce neotropicais e 96% das espécies
de peixes amazonicos (Reis et al., 2016, van der Sleen & Albert 2017, Dagosta & de Pinna 2019;

Albert et al., 2020).



Essas diferentes linhagens evolutivas sdo resultantes de interacdes de processos
geoldgicos, que ocasionaram: constantes mudancas de sistemas de drenagem, vicaridncia,
divergéncia alopatrica e especiagdes (Dagosta e Pinna, 2017; Lundberg et al., 1998). Mesmo
que os estudos sobre a biodiversidade na regido Neotropical sejam crescentes, o conhecimento
sobre a diversidade de peixes dessa regido bem como sobre os processos evolutivos que a
geraram, ainda sdo iniciais. Assim, estudos que investigam os eventos que influenciaram no
padrao de distribuicdo biogeografia associados a filogenia tem resultado em contribui¢des para
o entendimento da evolugao das populacdes, espécies e comunidades de peixes em distintos
ambientes neotropicais (Lundberg et al., 1998; Albert et al., 2020; Cassemiro et al., 2021).

Peixes de agua doce neotropicais também incluem espécies que surgiram devido a
incursdes marinhas durante o Mioceno, como arraias derivadas de ancestral marinho, além de
espécies de linguados e baiacus (Lovejoy et al., 2006; Yamanoue et al., 2011; Albert et al., 2020;
Fontenelle et al., 2021; Bitencourt et al., 2023).

Entender a causa dessa variedade de taxons requer conhecimento a nivel de espécie,
distribui¢do geografica e relagdes filogenéticas, assim, para peixes de agua doce, essas
informagdes devem ser interpretadas dentro do contexto geologico e geografico da historia da
bacia Amazonica (Reis et al., 2016). Varias hipoteses foram levantadas com o objetivo de
explicar essa variedade, cada uma com seu grau de relevancia, entre algumas, temos: o efeito
de barreiras dos rios amazonicos (hipotese de Rios) (Sick, 1967; Hershkovitz, 1977; Capparella
1988); o isolamento dos blocos de floresta imida das areas de relevo de superficie na periferia
da Amazonia durante os periodos climaticos secos do Terciario e Quaternario (hipotese de
Refugios) (Haffer, 1969, 1970; Vanzolini e Williams; 1970; Vrba, 1992), o isolamento e
especiagdo de populacdes em pequenas areas montanhosas na Amazonia devido a flutuagdes
climaticas sem maiores mudancgas vegetacionais (hipdtese de Museu) (Roy et al., 1997; Fjeldsa
et al., 1999), e especiagdo parapatrica através de acentuados gradientes ambientais sem
separacao das respectivas populagdes (hipotese de Gradiente) (Endler, 1982).

Hafter (1969), com base na distribui¢do atual das florestas tropicais da Amazodnia,

avifauna e a possibilidade de seca durante variacdes climaticas do Pleistoceno propds que a



Amazobnia teria se fragmentado em manchas isoladas, ou refugios, que favoreceram a
especiagdo por vicariancia. Enquanto fases interglaciais mais Umidas teriam causado a
reconexao da floresta e rios locais, promovendo assim, especiagdo simpatrica e hibridizagdo ao
longo de zonas de contato secundarias (Rull, 2020). Na época, algumas espécies podem ter
permanecido mais ou menos restritas as suas areas de origem, sem expandir amplamente sua
distribuicao pelas regides adjacentes, assim caracterizando hoje uma série de “zonas de
endemismo”.

Contudo, sabe-se que ndo apenas um, mas varios eventos foram responsaveis pelo
estabelecimento das espécies, rios e florestas atuais. Um estudo feito com 601 espécies de 14
familias de Characiformes, algumas com alto nivel de endemismo, mostrou que pelo menos
quatro eventos paleo histéricos contribuiram predominantemente para a formagao da ictiofauna
primdria da AmazoOnia: ascensdo de paleo arcos, mudangas hidromorfologicas, incursdes
marinhas durante o Mioceno, eventos de capturas hidricas e estabelecimento de novas rotas de

dispersao (Hubert & Renno, 2006).

1.2 A ORDEM TETRAODONTIFORMES: CARACTERISTICAS GERAIS

A ordem Tetraodontiformes compreende 434 espécies divididas em 10 familias com 105
géneros (Fricke et al., 2023), distribuida em ambientes marinhos e de dguas doces de clima
tropical e temperado (Figura 1) e possuem uma notavel diversidade em forma, tamanho e estilo
de vida (Figura 2) (Matsuura, 2014). Além disso, Tetraodontiformes apresentam mecanismos
de defesa (Brainerd, 1984; Wainwright et al., 1995; Brainerd & Patek, 1998), onde varias
linhagens possuem elaborados mecanismos de inflagdo, escamas resistentes, toxinas e/ou
espinhos na pele e nadadeiras dorsais.

Adicionalmente, esse grupo também apresenta informagdes moleculares peculiares, tais
como, menor tamanho de genoma conhecido encontra-se em baiacus (Hinegardner, 1968) e
varias outras linhagens no grupo possuem genoma com tamanho reduzido (Hinegardner, 1968;
Brainerd et al., 2001). As espécies de baiacus estdo divididas em duas familias, Diodontidae

(Bonaparte, 1835), Tetraodontidae (Bonaparte, 1831). De acordo com analises que mostram sua



relacdo filogenértica, esses grupos foram considerados por Santini e Tyler (2003), como grupos

irmaos.
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Diodon holocanthus Ranzania laevis

Figura 2: Representantes de familias da ordem Tetraodontiformes. Adaptado. Fonte: Santini e Tyler (2003).

Investigagdes das relacdes filogenéticas de Tetraodontiformes comecaram com analises
mioldgicas, realizadas com 75 caracteristicas musculares de 46 espécies onde sinapomorfias
foram usadas para inferir filogenias (Winterbottom’s, 1974). Outro estudo mostrou que alguns
clados da ordem provavelmente passaram por processos de extingdo durante o Paleoceno,

influenciando na formagao e organizagao das linhagens atuais (Arcila e Tyler, 2017). Santini et
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al. (2013), propuseram uma nova topologia (Figura 3), que corrobora com a monofilia da ordem

e todas as suas familias, com sugestao de novas relagdes entre as maiores linhagens.

Tnngoma capros

L

SaWIo)uop

Figura 3: Relagdes filogenéticas mais recente proposta para a ordem Tetraodontiformes. Fonte: Santini et al.,

(2013)
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Dentro dessa ordem, a familia Tetraodontidae ¢ uma das mais especiosas, possuindo

~192 espécies de baiacus distribuidas em 28 géneros (Fricke et al., 2023). Podem ocorrer em

habitats como o litoral e estuarios, mas aproximadamente 29 espécies de tetraodontidae passam

seu ciclo de vida completo em aguas doces localizadas na América do Sul, Africa Central e no

sudeste da Asia (Figura 4) (Yamanoue et al., 2011).

Tetraodon (§) Auriglobus (4)
" Garinotetracden (8)

Telraodon {ca. 11}

Colomesus (2)




11

Figura 4: Padrdes de distribuicdo de espécies da familia Tetraodontidae de ocorréncia marinha (sombreado) e de
4dgua doce (verde — América do Sul, amarelo — Africa Central, vermelho — Sudeste da Asia). Fonte: Yamanoue et

al. (2011) com modificagdes.

1.3 O GENERO COLOMESUS (Gill, 1884)

O género Colomesus contém trés espécies validas (Figura 5). Colomesus psittacus
(Bloch & Schneider, 1801), pode ser encontrado em aguas marinhas ou salobras, distribuidas
entre Caribe, costa norte da América do Sul e Sergipe. Essa espécie marinha possui seis bandas
nas costas entre os olhos e o pedunculo caudal, 17 a 19 raios na nadadeira peitoral. Enquanto
Colomesus asellus (Miiller & Troschel, 1849), de 4gua doce, encontra-se em toda a Amazodnia,
drenagens do Tocantins-Araguaia ¢ dguas costeiras da boca do Amazonas até a Venezuela,
possuindo cinco bandas, 13 a 16 raios na nadadeira peitoral. A espécie mais recente do género
a ser descrita, Colomesus tocantinensis (Amaral, Brito, Silva & Carvalho, 2013), esta
distribuida ao longo do Rio Tocantins, também possui cinco bandas e opérculo em contraste
com os outros, em formato de ‘V’ invertido (Amaral et al., 2013).

Podemos supor que C. asellus realiza desova em rios e locais de margens perto da foz
de lagos de varzea e afluentes, principalmente durante as cheias, esta estratégia de desova difere
de outros peixes secundarios de 4gua doce amazodnicos (cianideos, engraulideos) e de outros
tetraodontideos de agua doce, no entanto, assemelha-se a estratégia de Characiformes,
Siluriformes e dos tetraodontideos marinhos (Aratijo-Lima et al., 1994). A dieta de C. asellus
coletados no rio Tocantins (Bartolette et al., 2018), apresentou conteudo estomacal com uma
dieta predominantemente insetivora, baseada em diversas espécies bentonicas, principalmente
ninfas de Ephemeroptera (Insecta). Para C. psittacus coletados na zona costeira amazdnica, em
geral, foi observado que possuem dieta macrobentivora, baseada principalmente em crustaceos,

mas regulada pela variacdo espaco-temporal da disponibilidade de presas (Lobato et al., 2018).

A origem de C. asellus e C. psittacus foi estimada como sendo de ~10mya, coincidente

com incursdes marinhas na regido Neotropical (Yamanoue et al., 2011).

A B
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Figura 5: A: Colomesus asellus (Miiller & Troschel, 1849). B: Colomesus psittacus (Bloch & Schneider, 1801). C:
Colomesus tocantinensis (Amaral, Brito, Silva & Carvalho, 2013). Fonte: FishBase. Holm, E.; Amaral et al. (2011)

Entretanto, estudos recentes com peixes de regides neotropicais tém reforcado a
necessidade de ampla cobertura de amostragem de espécies, devido a caracteristica altamente
especiativa desta regido, em promover diversidade oculta de espécies (Usso et al., 2019;
Fontenelle et al., 2021; Rizo-Fuentes et al., 2021; Gales et al., 2022). No caso do género
Colomesus, Gltima espécie descrita em 2013, contou com auxilio do uso do DNA barcode e
evidenciou a presenca de linhagens cripticas ao longo de sua area de distribuicao geografica
(Amaral et al., 2013). Porém, dada a ampla distribui¢ao das espécies do género, a possibilidade

de linhagens novas adicionais ndo pode ser descartada.

2 JUSTIFICATIVA

A regido Amazonica possui uma rica diversidade ictioldgica, apresentando varias
espécies distribuidas em bacias distintas, que foram formadas por processos geologicos ao
longo do tempo, podendo ou ndo apresentar graus variados de conexao entre elas, fatores estes
que sdo altamente promotores de especiagdo ao longo do tempo. Tendo em vista a vasta
distribui¢do do género Colomesus na regido Neotropical, bem como a maior diversidade das
espécies do género serem de agua doce, distribuidas em uma série de drenagens distintas,
fatores como a formacao das principais drenagens e bacias na regido Neotropical, podem ter
sido promotores de especiacdo dentro do género, sendo desta forma necessario investigar
possiveis especiagdes dentro de cada linhagem, bem como, quais eventos biogeograficos foram

responsaveis por moldar a atual distribui¢ao das espécies.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar inferéncias biogeograficas e filogeograficas do género Colomesus.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Identificar a possibilidade da presenca de linhagens cripticas adicionais dentro das
espécies de Colomesus;

e Investigar se o surgimento do género, bem como a atual distribuicdo das espécies
atualmente foi influenciada por algum evento biogeogréfico;

e [Estimar a distribui¢do atual das espécies de agua doce.
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RESUMO

A ordem Tetraodontiforme estd distribuida em mares e aguas doces de clima tropical e
temperado. Possuem notavel diversidade em forma, tamanho e estilo de vida. Esta ordem abriga
peixes popularmente conhecidos como “baiacus” pertencentes as familias, Diodontidae e
Tetraodontidae. O género Colomesus esta presente em parte da América do Sul, sendo
atualmente constituido por apenas trés espécies validas (C. asellus. C. tocantinensis ¢ C.
psittacus), sendo as duas primeiras de ambiente dulcicola, e a ultima associada a ambientes com
influéncia de salinidade do mar, como estudrios. As espécies estdo associadas a ambientes
aquaticos e sao consideradas como um indicativo de qualidade ambiental. Devido ao fato de
sua ampla distribuicao e estilo de vida, varias hipdteses sobre possiveis especiagdes dentro do
género foram levantadas nos ultimos anos, levando a descri¢ao de C. tocantinensis limitada a
uma regido do Rio Tocantins, necessitando de inferéncias em regides e drenagens mais distantes.
O objetivo do presente estudo ¢, inferir o padrdo biogeografico das espécies do género
Colomesus na América do Sul, investigando uma possivel influéncia de eventos biogeograficos
como o Mioceno e o Pleistoceno em moldar a distribuicdo atual das espécies, focando em
Colomesus asellus, espécie com maior area de distribuicdo do género, além de verificar a
presenca de linhagens genéticas distintas. Foram utilizados individuos provenientes de varias
drenagens da regido Neotropical, tanto do Brasil, quanto Peru e Guiana. Foram implementadas
no banco de dados, sequencias de dois genes mitocondriais (COI e ATPase 6/8) além do gene
nuclear (Rodopsina) que foram amplificados para os espécimes do presente estudo, bem como
sequencias adicionais presentes no portal Genebank, sendo possivel realizar inferéncias
filogenéticas e analises de tempo de divergéncia e origem de area ancestral. Os resultados do
presente estudo indicam que o género Colomesus abriga uma alta diversidade criptica, onde
todas as espécies validas atuais, possuem ao menos um grupo criptico. Nosso resultados
indicam que o género divergiu do ancestral marinho a ~16 milhoes de anos na regido atual do
Rio Orinoco, com dispersdes posteriores a outras bacias neotropicais. Adicionalmente
sequencias provenientes da localidade tipo de C. asellus indicam que esta espécies ndo esta
presente no Brasil, sendo restrita a por¢do norte da Guiana. As incursdes marinhas do Mioceno,
bem como as flutuagdes e glaciagdes durante o Pleistoceno/Plioceno, moldaram a distribuicao

das linhagens atuais do género na regido neotropical.

Palavras-chave: Baiacus, Biodiversidade, Glaciagdes, Mioceno, Amazonia.
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ABSTRACT

The order Tetraodontiforme is distributed in seas and fresh waters of tropical and temperate
climate. They have a remarkable diversity in shape, size and lifestyle. This order is home to fish
popularly known as “puffers” belonging to the Diodontidae and Tetraodontidae families. The
genus Colomesus is present in part of South America, currently consisting of only three valid
species (C. asellus, C. tocantinensis and C. psittacus), the first two of which are from a
freshwater environment, and the last associated with environments with influence sea salinity,
such as estuaries. The species are associated with aquatic environments and are considered as
an indicator of environmental quality. Due to its wide distribution and lifestyle, several
hypotheses about possible speciation within the genus have been created in recent years, leading
the description of C. tocantinensis limited to a region of the Tocantins River, requiring
inferences in more distant regions and drainages. The aim of this study is to infer the
biogeographic pattern of species of the genus Colomesus in South America, investigating a
possible influence of biogeographical events such as the Miocene and Pleistocene in shaping
the current distribution of species, focusing on Colomesus asellus, a species with the largest
area distribution of the genus, in addition to verifying the presence of distinct genetic lineages.
Individuals from various drainages in the Neotropical region, both in Brazil, Peru and Guyana,
were used. Sequences of two mitochondrial genes (COI and ATPase 6/8) were implemented in
the database, in addition to the nuclear gene (Rhodopsin) that were amplified for the specimens
of the present study, as well as additional sequences present in the Genebank portal, making it
possible to make inferences phylogenetic and analysis of time of divergence and ancestral area
origin. The results of the present study indicate that the genus Colomesus harbors a high cryptic
diversity, where all valid species have at least one cryptic group inside then. Also, our results
show that the genus diverged from its marine ancestor ~16 million years ago in the current
Orinoco River region, with later dispersals to other Neotropical basins. Additionally, sequences
from the type locality of C. asellus indicate that this species is not present in Brazil, being
restricted to the northern portion of Guiana. Miocene marine incursions, as well as fluctuations
and glaciations during the Pleistocene/Pliocene, shaped the distribution of current lineages of

the genus in the Neotropics.

Keywords: Pufferfish; Biodiversity; Glaciations; Miocene; Amazon.
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1. INTRODUCAO

A regido conhecida como Neotrépico htimido, abriga uma das maiores biodiversidades
do planeta (Antonelli, et al., 2018) tendo os peixes de agua doce neotropicais um dos grupos
mais especiosos (Albert et al., 2011; Reis et al., 2016; Albert et al., 2020), havendo
aproximadamente 6.000 espécies descritas distribuidas nesta regiao (Dagosta & de Pinna, 2019).
Para as espécies de peixes de agua doce neotropicais, o centro de diversidade ¢ a Amazonia,
também conhecida como as principais cabeceiras de rios no norte da América do Sul (Albert et
al., 2020). Esta ampla regido ¢ composta por duas grandes bacias principais (Orinoco e
Amazonas) e uma bacia costeira menor (Guianas) as quais drenam por centenas de milhares de
quilometros, tendo as descargas dos rios Orinoco € Amazonas somadas, sendo equivalentes a
17% da superficie fluvial de todo o mundo (Allen & Pavelsky, 2018).

Embora esta regido seja dominada por espécies de peixes que possuem associagdo
ancestral com 4gua doce (bagres, pequenos peixes elétricos e membros dos Caraciformes),
também existem grupos evolutivos que sdo derivados de linhagens marinhas (Bloom & Lovejoy,
2017; Fontenelle et al., 2021), sendo este gradiente histérico de transicao entre habitas salinos
e de agua doce, uma das barreiras historicas mais limitantes a dispersdo de espécies aquaticas
(Yamanoue et al., 2011) devido ao fato dos efeitos causados no organismo derivados de balanco
16nico, osmolaridade e pH, os quais afetam severamente a sobrevivéncia das espécies (Kato et
al., 2005). Desta forma, poucos grupos de espécies marinhas tiveram sucesso em invadir o
ambiente dulcicola sendo os Tetraodontidae, popularmente conhecidos como baiacus, uma
dessas excegoes (Dekkers, 1975; Ebert, 2001; Yamanoue et al., 2011).

Dentre as linhagens de 4gua doce, a regido Neotropical ¢ habitada pelo género
Colomesus (Gill. 1884), como o Unico remanescente endémico do continente americano,
havendo representantes de outras espécies de baiacus de agua doce nas regides da Africa Central
(6) e Sudeste da Asia (21) (Frouse & Pauly, 2023). Atualmente, o género ¢ composto por trés
espécies, Colomesus psittacus (Bloch & Schneider, 1801), o qual habita 4guas marinhas ou
salobras, distribuidas entre a regido do Caribe, Costa norte da América do Sul até o estado de
Sergipe, Colomesus asellus (Miiller & Troschel, 1849), de agua doce, encontra-se em toda a
Amazonia, drenagens do Tocantins-Araguaia e aguas costeiras da boca do Amazonas até a
Venezuela, sendo a linhagem com maior cobertura espacial. Recentemente, uma nova espécie
foi descrita (Colomesus tocantinensis Amaral, Brito, Silva & Carvalho, 2013), sendo estd uma
linhagem criptica dentro de C. asellus tendo atualmente sua distribui¢ao restrita em uma por¢ao

do Rio Tocantins.
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Desta forma, tendo os peixes neotropicais um histérico de alta diversidade a qual muitas
vezes foi influenciada por eventos biogeograficos, a necessidade de investigagdes filogenéticas
em grupos de espécies com ampla distribui¢ao, como o caso de C. asellus, assim como 0s
indicios de linhagens cripticas dentro da espécie, faz com que uma ampla amostragem seja
necessaria, o que pode revelar novas estruturacdes cripticas dentro de Colomesus. O objetivo
do presente estudo ¢, através do uso de marcadores mitocondriais e nuclear, investigar se
existem possiveis novas linhagens cripticas dentro de Colomesus, € houve influéncia de eventos

biogeograficos passados na atual distribuicdo das espécies do género na regido neotropical.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

Amostras de Colomesus foram obtidas de diferentes pontos na América do Sul (Figura
1), tanto por amostragem direta, quanto por doacdo de cole¢des zooldgicas e sequéncias
disponiveis no GenBank. De cada individuo foi retirado um pequeno pedacgo de tecido muscular
que foi preservado em etanol absoluto e colocado em freezer a -4°C até o momento da extragao
de DNA. Num total, foram reunidos 58 individuos, além da utilizagdo de 21 sequéncias do

Genbank (Tabela 1).

Amazonas Lowlands
@ Amazonas Estuary & Coastal Drainages

Orinoco Delta & Coastal Drainages

Tocantins- Araguaia

Northeastern Caatinga & Coastal Drainages
@ Amazonas Guiana Shield

Figura 1: Mapa com a localizagdo das sequéncias do presente estudo. Legenda contém o nome da ecoregido de

cada ponto amostral/origem de sequencias utilizadas.
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Tabela 1: Lista de sequéncias do utilizadas no presente estudo incluindo do Genebank.

Species Codes Location Markers
Colomesus asellus 456 Rupununi-Guiana COI/ATP/-
Colomesus asellus 8878 Porto de Moz-Para COI/ATP/ROD
Colomesus asellus 17319 Macapa-Amapa COI/ATP/ROD
Colomesus asellus 10232 Porto de Moz-Para COIl/ATP/-
Colomesus psittacus 16139 Ilha do mosqueiro-Para COIl/ATP/-
Colomesus tocantinensis 16961 Séo Jodo do Araguaia-PA COIl/ATP/-
Colomesus tocantinensis 16959 Séo Jodo do Araguaia-PA COI/ATP/-
Colomesus asellus 22900 Cruzeiro do Sul-Acre COIl/ATP/-
Colomesus asellus 22901 Cruzeiro do Sul-Acre COIl/ATP/-
Colomesus asellus 28143 Aragargas-Goias COl/-/ROD
Colomesus asellus 28144 Avragargas-Goias COI/-/ROD
Colomesus asellus 57210 Itaituba-Paré COl/-/ROD
Colomesus asellus 57211 Itaituba-Para COI/ATP/ROD
Colomesus asellus 77194 Parand-Tocantins COl/-/ROD
Colomesus asellus 77197 Paran&-Tocantins COI/ATP/-
Colomesus asellus 77541 Brejinho de Nazaré-Tocantins COI/-/ROD
Colomesus asellus 87150 Loreto-Peru COl/-/ROD
Colomesus asellus 87149 Loreto-Peru -/ATP/ROD
Colomesus psittacus 85896 Chaval-Ceara -/ATP/ROD
Colomesus psittacus 85897 Chaval-Ceara COI/ATP/ROD
Colomesus asellus CLMO060 Breves-Para COIl/ATP/-
Colomesus asellus CLMO067 Curralinho-Para -/ATP/ROD
Colomesus asellus 4876 Loreto-Peru -/ATP/ROD
Triodon macropterus AP009170/KF028010 Estimated COI/ATP/ROD
Diodon holocanthus APQ009177/KC442241 Estimated COI/ATP/ROD
Sphoeroides pachygaster  AP006745/KF027997 Estimated COI/ATP/ROD
Sphoeroides annulatus AP011915/JQ682415 Estimated COI/ATP/ROD
Sphoeroides testudineus  AP011916/JQ682424 Estimated COI/ATP/ROD
Sphoeroides parvus AP011914/JQ682422 Estimated COI/ATP/ROD
Takifugu rubripes AP006045/JQ682430 Estimated COI/ATP/ROD
Takifugu oblongus AP009535/- Estimated COI/ATP/-
Takifugu ocellatus AP009536/JQ682426 Estimated COI/ATP/ROD
Takifugu obscurus AP009527/- Estimated COl/ATP/-
Lagocephalus sceleratus AP011932/- Estimated COl/ATP/-
Lagocephalus wheeleri AP009538/JQ682409 Estimated COI/ATP/ROD
Lagocephalus lagocepha-
lus AP011933/EU637968 Estimated COI/ATP/ROD
Lagocephalus laevigatus ~ AP011934/JQ682406 Estimated COI/ATP/ROD
Marylina darwiini AP011937/JQ682410 Estimated COI/ATP/ROD

Colomesus asellus (type

. TZGAA116-06 Barima-Waiani-Peru Col
species)
Colomesus asellus (type TZGAA127-06 Barima-Waiani-Peru col
species)
Colomesus asellus (Peru) KC959914 lquitos-Peru Cal
Colomesus asellus (Peru) KC959913 Iquitos-Peru Col
Colomesus_ tocantinensis KC959918 Porto Nacional-Tocantins Col
(type species)
Colomesus_ tocantinensis KC959917 Porto Nacional-Tocantins Col
(type species)
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2.2 Extragdo de DNA e sequenciamento

Os procedimentos laboratoriais foram realizados no Centro Avangado de Estudos da
Biodiversidade (CEABIO), onde fora realizado a Extracdo do DNA, PCR’s até a reacdo de
sequenciamento final.

O DNA total foi extraido de amostras de tecido muscular preservadas no alcool em tubos
Eppendorf’s, seguindo o protocolo modificado de CTAB modificado (Doyle & Doyle, 1987).
Para o presente estudo, serdo utilizando dois marcadores genéticos de DNA mitocondrial (COI,
ATPase6/8) e um nuclear (Rodopsina), os primers que serdo utilizados para cada amplificagao
de cada loco estao disponiveis na Tabela 2.

Cada reagdo de PCR apresentou um volume final de 25uL, contendo 2 mM de dNTPs,
Tampao (5x), 2,4 mM de MgCl2, 2 uLL de DNA molde, 0,5 puL de cada primer, 0,2 pL de Taq
polimerase e 12,4 pL de agua ultrapura. As condigdes da PCR para COI foram: 94°C por 4
minutos para desnaturacdo inicial, seguido por 30 ciclos de 92°C por 30 segundos para
desnaturagao, 58,5°C por 30 segundos para hibridagdo, 72°C por 1:30 minutos para extensdo, e
extensdo final a 72°C por 10 minutos. Para ATPase6/8 foram: 94°C por 2 minutos para
desnaturacdo inicial, seguido por 30 ciclos de 94°C por 30 segundos para desnaturagdo, 63°C
por 1 minuto para hibridagao, 72°C por 2 minutos para extensao, e extensdo final a 72°C por 7
minutos. E para Rodopsina foram: 94°C por 3 minutos para desnaturagdo inicial, seguido por
30 ciclos de 94°C por 45 segundos para desnaturagdo, 61°C por 1 minuto para hibridagdo, 72°C
por 1:30 minutos para extensdo, e extensao final a 72°C por 10 minutos.

A purifica¢do das PCR’s foi feita utilizando Isopropanol, posteriormente, foram feitas
duas lavagens com etanol 70%, em seguida todas as amostras foram ressuspendidas com 20 pL
de agua UP (Ultra pura), finalmente armazenadas no freezer a -20°. A reacdo de sequenciamento
foi efetuada pelo método de dideoxinucleotideos terminais (Sanger et al., 1977) usando
reagentes do kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems/Life
Technologies) e as sequéncias de DNA foram obtidas no sequenciador automéatico modelo ABI

3500 XL, da Applied Biosystems.

Tabela 2: Lista de Primers utilizados no presente estudo.

Locus Primers Referéncia
VF2 5°-TGT AAA ACG ACG GCC AGT CAA CCAACC
Ward et al.
Ccol ACAAAGACATTG GCA C-3°
(2005)

FishF2-5" TCG ACT AAT CAT AAA GAT ATC GGC AC-3’
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L8331 5°-AAA GCR TYR GCC TTT TAA GC-3’

ATPase6/8 Perdices et
H9236 5°-GTT AGT GGT CAK GGG CTT GGR TC-3’ al., (2002)
) Rh-193 5’-CNT ATG AAT AYC CTC AGT ACT ACC-3’ Chen et al.,
Rodopsina

Rh-1073r 5>-CCR CAG CAC ARC GTG GTG ATC ATG-3>  (2003)

2.3 Analises moleculares: Reconstrugoes filogenéticas

Para COI foram recuperadas 38 sequéncias (utilizamos 20), 18 para ATPase 6/8 e¢ 15
para Rodopsina onde foram alinhadas através da ferramenta de alinhamento automatico
CLUSTALW (Thompson et al., 1997) implementada no programa BioEdit v. 7.0.4 (Hall, 1999).
Posteriormente, as mesmas passaram por inspe¢do visual no intuito de corrigir quaisquer
inconsisténcias. Foram utilizadas como grupos externos: Sphoeroides testudineus (Linnaeus,
1758), Sphoeroides parvus (Shipp & Yerger, 1969), Sphoeroides pachygaster (Miiller &
Troschel, 1848), Sphoeroides annulatus (Jenyns, 1842), Takifugu rubripes (Temminck &
Schlegel, 1850), Takifugu oblongus (Bloch, 1786), Takifugu ocellatus (Linnaeus, 1758),
Takifugu obscurus (Abe, 1949), Lagocephalus sceleratus (Gmelin, 1789), Lagocephalus
wheeleri (Abe, Tabeta & Kitahama, 1984), Lagocephalus lagocephalus (Linnaeus, 1758),
Lagocephalus laevigatus (Linnaeus, 1766), Marilyna darwinii (Castelnau, 1873), Triodon
macropterus (Lesson, 1831) e Diodon holocanthus (Linnaeus, 1758).

Para o presente estudo, dois bancos de dados foram utilizados. O primeiro referente a
sequéncias do gene COI e o segundo, com todos os genes amplificados (COI, ATPase 8/6 ¢
Rodopsina). Isto foi devido ao fato de que s6 estavam disponiveis sequéncias de alguns
individuos apenas para o gene COI. Para os dois bancos de dados, os modelos evolutivos que
melhor se adequaram a cada banco de dados foram estimados no programa JMoldelTest v. 2.3.1
(Darriba et al.,2012). Para o banco de COI, foram utilizadas analises de Maéxima
Verossimilhanca (ML) e Inferéncia Bayesiana (BI), onde a primeira foi gerada no programa
PhyML v. 3.0 (Guindon et al., 2010), onde suporte estatistico para os ramos serd avaliado com
1000 repeti¢cdes de bootstrap (Felsenstein, 1985). Para as arvores de Inferéncia Bayesiana sera
utilizado o programa Mr. Bayes 3.2 (Ronquist ef al., 2012). As andlises serdo feitas com pelo
menos duas corridas através do algoritmo de MCMC, tendo cada corrida 3.0 X 10® geragdes,
tendo o burn-in referente a 10% das arvores iniciais as quais serdo descartadas. As
probabilidades bayesianas a posteriori serdo definidas através do consenso de 80% (0.8), sendo
cada arvore amostrada a cada 1000 geracdes. As edi¢des das arvores filogenéticas serdao

realizadas FigTree v. 1.4.4 (Rambaut, 2018).
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Para o banco contendo os trés marcadores, além da arvore de ML estimada no PhyML
3.0, uma arvore de espécies foi estimada no programa BEAST 1.8 (Drummond et al., 2012),
utilizando-se o pacote *BEAST (Heled et al., 2011), onde a definicao de cada possivel linhagem
evolutiva distinta foi baseada previamente com o resultado das topologias obtidas pela arvore
de COI (neste caso, as estruturagdes s6 foram testadas para os mesmos clados que possuiam
sequéncias em pelo menos dois dos trés marcadores). Com base em cada resultado obtido, uma
nova corrida era realizada com o intuito de simular se as estruturagdes obtidas anteriormente
apresentavam probabilidades a posteriori significativas ou ndo (no caso de uma possivel
estruturacdo criptica de dentro de uma espécie, esta era simulada como linhagens distintas e
posteriormente como uma Unica linhagem).

Os modelos evolutivos para cada parti¢ao foram “deslincados” (TN93+I para COI, HKY
para ATPase 8/6 e HKY+I+G para rodopsina). Posteriormente utilizamos o modelo de relogio
estrito bem como Yule Process como parametro para arvore (Heled et al., 2011). Quatro
corridas simultaneas usando as Cadeias Markovianas de Monte Carlo (Markov Chain Monte
Carlo-MCMC) foram simuladas em 80 milhdes de geragdes, tendo amostragens retiradas a cada
40,000 geragdes. Apenas corridas com valores de ESS superiores a 200 em todas as
probabilidades marginais foram consideradas. A arvore consenso resultante foi sumarizada
utilizando o TreeAnnotator V.1.8 (Drummond et al 2012), tendo as primeiras 10%, sendo

descartadas como burn-in.

2.4 Estimativa de tempo de ancestral comum mais recente de divergéncia e reconstrugdo da
darea ancestral

O tempo do ancestral comum mais recente (TMRCA) foi estimado através do programa
BEAST v. 2.5 (Bouckaert et al., 2019), utilizando os dois bancos de dados distintos. Os modelos
evolutivos para cada particado (COI, ATPase 8/6 ¢ Rod) seguiram os mesmos estimados
anteriormente para arvore de espécies (no caso dos trés genes) e para inferéncia bayesiana (COI).
Para ambos os bancos de dados o Yule prior: speciation foi usado como pardmetro da arvore,
sendo modelado por um relogio evolutivo do tipo log-normal (Drummond et al 2006). Todas as
calibragdes também foram configuradas seguindo o modelo de relogio log-normal. Os pontos
de calibragdo foram com base nos estimados por Yamanoue et al., (2011). O primeiro, referente
a separacgdo entre Marilyna darwinii e o ancestral do género Takifugu (~50.1 mya). O segundo

separagdo entre Lagocephalus sceleratus em relagdo a L. wheeleri, L. lagocephalus e L.
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laevigatus (~40.6mya) e por fim, separagdo entre o género Sphoeroides e as espécies de
Colomesus (menos C. tocantinesis) (~31.0 mya).

Quatro corridas independentes utilizando as Cadeias Markovianas de Monte Carlo
foram realizadas com um total de 100 milhoes de geragdes, tendo estas corridas uma cadeia fria
e trés aquecidas, com amostras sendo salvas a cada 10.000 gerac¢des. Os arquivos re log das
corridas resultantes foram sumarizados no programa Tracer 1.4 (Rambaut ¢ Drummond, 2007)
tendo apenas corridas com valores de ESS iguais ou superiores a 200 em todas as probabilidades
marginais, foram consideradas. A arvore consenso resultante foi sumarizada utilizando o
TreeAnnotator V.1.8 (Drummond et al., 2012), tendo as primeiras 10%, sendo descartadas como
burn-in.

O programa RASP 4 (Reconstruct Ancestarl State in Phylogenies) (Yu et al., 2020) foi
utilizado para estimativa da area ancestral de origem do género Colomesus aplicando o Método
Binario Bayesiano (Bayesian Binary Method-BBM). As arvores de tempo de divergéncia
geradas anteriormente foram utilizadas como guia juntamente com o local de amostragem dos
espécimes e sequéncias utilizadas as quais foram sumarizadas, utilizando-se o nivel de
ecoregido para as reconstrugdes. Estas ecoregides foram inferidas utilizando os guias de
Spalding et al., (2007) para linhagens marinhas/costeiras e Abell et al (2008) para linhagens de

agua doce.
3 RESULTADOS
3.1 Padroes filogenéticos e biogeografia historica

Os resultados obtidos para cada um dos bancos de dados utilizados no presente estudo,
foram relativamente contrastantes em indicar linhagens cripticas dentro do género Colomesus.
A arvore de espécies recuperou estruturacdes dentro das trés espécies do género (Figura 2). C.
psittacus foi recuperado em dois clados (Baia do Marajo-PA e Chaval-CE) com altos valores
de suporte, sendo a linhagem mais derivada dentro do género. Em seguida, uma espécie do Peru
(CasPE30, Loreto, Rio Amazonas) identificado como C. asellus formou um clado distinto em
relagdo a outras sequéncias de Colomesus do presente estudo. Estruturacdes adicionais também
foram recuperadas dentro do Rio Xingu contendo duas linhagens (CasPAS e CasPA4) além dos
Rio Crixas (Tocantins) e tributdrio do Amazonas, no estado do Amapa. Outra linhagem
recuperada foi referente a regido oeste da Ilha de Maraj6 (Breves e Curralinho). Dentro de C.
asellus mais trés linhagens foram recuperadas. Acre e Peru (CasAC10, 11+CasPE29), Rio
Tapajos com duas linhagens + Rio Napo (CasPA15 + CasPE2 e CasPA16). Nossos resultados

também apontam a presenca de outra linhagem criptica dentro de C. focantinensis, além de
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indicar uma maior ocorréncia deste espécies em outros rios, como Aragarcas (Goias) e Parana
(Tocantins). Esta ultima, assim como outras estruturacdes recuperadas no presente estudo,
também houve simpatria entre linhagens genéticas para C. tocantinensis (Figura 2).

A estimativa de tempo de divergéncia bem como a rota de dispersao ancestral indicou
que o género Colomesus surgiu a ~ 16 milhdes de anos durante o Mioceno (Tabela 3, n6 A,
Figura 3) na ecoregiao Northern California (H), tendo dispersado posteriormente para Southern
Gulf of Mexico (I), em seguida para (D) Amazonas Lowlands. Posteriormente, o surgimento
do ancestral do complexo C. psittacus separou do ancestral das outras linhagens de Colomesus
a ~5.38 mya na ecoregido Amazonas Lowlands (D), ficando estas linhagens de C. psittacus
mais associadas a ambientes marinhos/estuarinos (Tabela 3, n6 B, figura 3). O inicio do
Plioceno marcou os outros eventos de especiacdo dentro do que seriam as linhagens de agua
doce de Colomesus, tendo o que seria a primeira linhagem criptica dentro de C. asellus (aqui
chamado de C. asellus 1) do Peru surgiu a ~2.75 milhdes de anos na ecoregido Amazonas
Lowlands (D). Posteriormente C. asellus 11 o qual est4 distribuido atualmente entre rios dos
estados de AP, PA e TO e os complexos cripticos das linhagens de 4gua doce divergiram a ~2
milhdes de anos, tendo o evento ocorrido na ecoregido Amazonas Lowlands (D), com posterior
dispersdo at¢ Amazonas Estuary (E). Em pouco tempo posterior, a separagdo entre a terceira
linhagem dentro do complexo C. asellus (Acre e Peru) em relagdo ao restante dos complexos
cripticos de C. asellus e C. tocantinensis € a separagao desta em relacdo a C. tocantinensis
ocorreram com intervalo inferior a 20 mil anos entre elas (~1.77 e ~1.46 milhdes de anos
respectivamente) tendo estes eventos ocorridos na mesma ecoregido. O evento de especiacao
entre as linhagens de C. tocantinensis foi inferior a ~1 milhdo de anos.

Com relacdo ao banco de dados de COI, houve algumas diferencas na quantidade de
clados recuperados pelas analises genéticas principalmente pelo fato de haverem mais
sequencias em rela¢do ao banco concatenado, como individuos provenientes da localidade tipo
de C. asellus. A analise de mGYMC recuperou seis grupos de linhagens, entre elas estdo um
grupo com a espécie-tipo de C. asellus, grupo com linhagens do Peru e Guiana, grupo com duas
linhagens do Pard, grupo com duas linhagens do Acre, grupo com duas linhagens, uma do Para
e uma do Ceara, por fim um grupo com linhagens da ecoregido Tocantins-Araguaia, incluindo
uma sequéncia da localidade tipo de C. tocantinensis. Para mPTP foram recuperados oito

grupos e para bPTP foram recuperados 12 (barras verticais na Figura 4).



31

®09-11B 4{ CASPE30 - Rio Amazonas, (Loreto), PER

®081B
CASPAS - Rio Xingu, (Porto de Moz), PA, BRA

CASPA4 - Rio Xingu, (Senador José Porfirio), PA, BRA
CASTO25 - Rio Crixas, (Brejinho de Nazare), TO, BRA
CASAP3 - Tributario do rio Amazonas, (Macapd), AP, BRA
CASPA33 - Rio Parauau, (Breves), PA, BRA

CASPA36 - Rio Para, (Curralinho), PA, BRA

. CASACI10 - Rio Moa, (Cruzeiro do Sul), AC
CASACII - Rio Moa, (Cruzeiro do Sul), AC
CASPE29 - Rio Amazonas, (Loreto), PER
CASPALS - Rio Tapajos, (Itaituba), PA, BRA
:::“E CASPE2 - Rio Napo, (Loreto-Mazan), PER
J
—
—

CASPAL16 - Rio Tapajos, (Itaituba), PA, BRA

CTPA9 - Rio Tocantins, (Sao Jodo do Araguaia) PA, BRA
CASGOI13 - Rio Aragarcas, (Aragargas), GO, BRA
CASTO24 - Rio Parana, (Parana), TO, BRA

CASGOI14 - Rio Aragarcas, (Aragargas), GO, BRA
CASTO?23 - Rio Parand, (Parand), TO, BRA

CTCPAS - Rio Tocantins, (Sdo Jodo do Araguaia) PA, BRA
CPSCE32 - Estuario do Rio Timonha, (Chaval), CE, BRA
CPSCE31 - Estuario do Rio Timonha, (Chaval), CE, BRA

-I[ CPSPA®6 - Baia do Marajo, (Ilha de Mosqueiro), PA, BRA

306
307 Figura 2: Arvore de espécies contendo sequencias do género Colomesus analisadas no presente estudo. Apenas
308  valores de probabilidade a posteriori superiores a 0.8 (80%) sido mostradas na arvore. Cor verde representa valor
309 de probabilidades a posteriori entre 0.9-1.0 e cor roxa valores entre 0.8-0.89.

310

311 Tabela 3: Resumo dos tempos de divergéncia bem como rotas de dispersdo das linhagens do género Colomesus
312 inferidas no presente estudo contendo os trés marcadores (COI, ATPase6/8 e Rod). Cada letra na primeira coluna
313 faz referéncia a um dos nos contidos na figura 3. H: Northern California; I: Southern Gulf of Mexico; D: Amazonas
314 Lowlands; B: Northern Gulf of Mexico; E: Amazonas Estuary & Coastal Drainages; G: Southeastern Brazil; F:
315  Northeastern Caatinga & Coastal Drainages.

Divergence Route
Node Event Time Estimated Ancestral area  (Probabilit Disp./Vic./Ext.
(Mya) y)
H-23.15%; | —

15.71%; D —
15.11%; B - H->HD- Dispersal: 1
A Rising of the ancestor of Colomesus ~16.04mya 13.77%; E — >H|D Vicariance: 1
9.56%; G —5.44%; (0.0768)  Extinction: O

F —5.35%; * -

11.90%

. . . E—57.26%; F — E->EF- Dispersal: 1
Separation of C. psittacus (Baia do ~2.4mya 24.69%: D — SEF Vicariance: 1

Marajo) from C. psittacus (Ceara). 7.37%; *-10.73%  (0.5487)  Extinction: 0

Separation of freshwater lineages of D - 50.39%; E - D->ED-

Dispersal: 1
C Colomesus ancestral and C. Psitta- ~5.38mya 25.15%; F -8.86%; >E|D VicaF;iance: 1
cus species complex * - 15.60% (0.2720)  Extinction: 0
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Separation of C. asellus I (Peru)
from the ancestral of C. asellus cryp-
tic complex and C. tocantinensis

Separation of C. asellus Il (AP, PA,
TO) from the C. asellus cryptic com-
plex and C. tocantinensis

Separation of C. asellus IV from C.
asellus V

Separation of C. tocantinensis | from
the rest of C. tocantinensis complex

Separation of C. asellus 111 (AC and
Peru) from the ancestor of C. asellus
IV and C. tocantinensis

~2.75mya

~2.04mya

~1.46mya

~5.4mya

~1.77mya

D —94.26%; * -
5.74%

D - 87.81%; ED —
5.5%; * - 6.64%

D —96.92%; * -
3.08%

C—-92.51%; * -
7.49%

D —98.32%; * -
1.68%

D->D"D-
>D|D
(0.8277)

D->ED-
>E|D
(0.7921)

D->D"D-
>D|D
(0.8677)

C->CAC-
>C|C
(0.9128)

D->D"D-
>D|D
(0.9473)

Dispersal: 0
Vicariance: 0
Extinction: 0

Dispersal: 1
Vicariance: 1
Extinction: 0

Dispersal: 0
Vicariance: 0
Extinction: 0

Dispersal: 0
Vicariance: 0
Extinction: 0

Dispersal: 0
Vicariance: 0
Extinction: 0
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CASACI0

@ Amazonas Lowlands Rio Moa, (Cruzeiro do Sul), AC
CASACI11

@ Amazonas Estuary &

Coastal Drainages 28 CASPE29 - Rio Amazonas, (Loreto), PER
Northeastern Caatinga &
Coastal Drainages

. i © CASGO13 - Rio Aragargas, (Aragarcas), GO, BRA
@ Tocantins-Araguaia

o CASTO24 - Rio Parani, (Parani), TO, BRA

#° CASGO14 - Rio Aragargas, (Aragarcas), GO, BRA

> CTPAO9 - Rio Tocantins, (Sdo Jodo do Araguaia) PA, BRA

o CASTO23 - Rio Parana, (Parana), TO, BRA

“ o CTCPAS - Rio Tocantins, (Sao Jodo do Araguaia) PA, BRA
pi=0 CASPA16 - Rio Tapajos, (Itaituba), PA, BRA

CASPALS - Rio Tapajos, (Itaituba), PA, BRA

- o CASPE2 - Rio Napo, (Loreto-Mazan), PER

CASAP3 - Tributario do rio Amazonas, (Macapa), AP, BRA
CASPA4 - Rio Xingu, (Senador José Porfirio), PA, BRA

D
""Qa CASTO25 - Rio Crixas, (Brejinho de Nazaré), TO, BRA

CASPA33 - Rio Parauau, (Breves), PA, BRA

CASPA36 - Rio Para, (Curralinho), PA, BRA

L9 CASPAS - Rio Xingu, (Porto de Moz), PA, BRA

——oCASPE30 - Rio Amazonas, (Loreto), PER

CPSCE31
A
1.0

SEE— B CPSCE32

Outgroups 1.0

——o CPSPAG - Baia do Marajd, (Ilha de Mosqueiro), PA, BRA
23.03) L ] 5.33, 2.58 1

Estuario do Rio Timonha, (Chaval), CE, BRA

Miocene Pli

Neogene

Figura 3: Arvore de tempo de divergéncia concatenda (COI+ATPase6/8 + Rod) contendo as ecoregides utilizadas
no RASP 4 para inferir area de origem ancestral. (BRA) Brasil, (PER) Peru, (PA) Para, (AP) Amapa, (TO)
Tocantins, (GO) Goias, (CE) Ceara.

De acordo com os resultados obtidos da arvore de tempo de divergéncia e estimativa de

area ancestral do banco de COI, as linhagens de C. asellus presentes no Brasil sdo
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geneticamente distintas das linhagens de onde ¢ sua localidade tipo, rio Barima, na costa da
Guiana, com altos valores de probabilidade a posteriori.

Para o banco de dados de COI a estimativa de tempo de divergéncia bem como a rota
de dispersao ancestral indicou que o género Colomesus surgiu a ~7.09 milhdes de anos (Tabela
4, n6 A, Figura 4), na ecoregidao do Orinoco Delta (H), tendo dispersado posteriormente para
Amazonas Lowlands (D). Em seguida houve a separagao da espécie-tipo de C. asellus do resto
das linhagens de Colomesus ~4.36mya, onde ocorreram na ecoregiao Amazonas Lowlands (D).
Posterior a isso houve a separagdo de uma linhagem de C. psittacus da Baia do Marajo, do resto
das linhagens de Colomesus, onde ocorreram a ~3.77mya, incialmente na Amazonas Lowlands
(D), onde possivelmente seguiu para a ecoregido Amazonas Estuary (E). Novamente o inicio
do Plioceno marcou os seguintes eventos de especiagdo entre as linhagens de 4gua doce de
Colomesus, houve a separacdo de uma sequéncia identificada como C. asellus do Rio Napo
(OTU 1V) a~3.24mya, divergindo de C. asellus do Tapajos e sequencias do Tocantins-Araguaia,
evento que ocorreu na ecoregido Amazonas Lowlands (D). Em seguida houve a separacao de
C. asellus (OTU V) do complexo de espécies de C. focantinensis a cerca de ~2.09mya,
ocorrendo na ecoregido Amazonas Lowlands (D), com posterior dispersdao até Tocantins-
Araguaia (C). Dois individuos (OTU VI), considerados como linhagem criptica dentro de C.
tocantinensis, divergiram da espécie-tipo de Porto Nacional a ~1.31mya, na ecoregido do
Tocantins-Araguaia, onde esta divergiu a ~9.4Ilmya do complexo de espécies de C.
tocantinensis, na mesma ecoregido. Posteriormente o complexo de espécies de C. asellus, o
qual esta distribuido atualmente entre rios dos estados de AP, PA, TO e CE, especiaram a
~2.75mya, tendo o evento ocorrido na ecoregido Amazonas Lowlands (D). Por fim, a separagdo
entre a terceira linhagem dentro do complexo C. asellus (Acre, Guiana e Peru), em relagdo ao
restante dos complexos cripticos de C. asellus e C. tocantinensis e a separacdo desta em relagdo
a C. tocantinensis ocorreu a ~2.17mya, na ecoregido Amazonas Lowlands (D), de onde seguiu
para a ecoregido Amazonas Estuary (E).

As linhagens do Tocantins-Araguaia sempre recuperaram juntas tanto para o banco de
COI quanto para o concatenado, e as sequéncias de C. focantinensis, localidade tipo, recuperam
de forma separada da de outras localidades da bacia com alto valor de suporte. Uma sequéncia
do Tocantins-Araguaia sempre recuperou dentro do clado com sequéncias da ecoregido
Amazonas Estuary, possivelmente espécies de C. asellus podem viver em simpatria com C.
tocantinensis, na ecoregiao e bacia do Tocantins-Araguaia. E uma sequéncia de C. psittacus do
Ceard, recupera junto com C. psittacus (OTU III) apenas no banco de dados concatenado

(Figura 3).
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Tabela 4: Resumo dos tempos de divergéncia bem como rotas de dispersdo das linhagens do género Colomesus

inferidas no presente estudo contendo o gene COI. Cada letra na primeira coluna faz referéncia a um dos nds

contidos na figura 3. H: Orinoco Delta; D: Amazonas Lowlands; E: Amazonas Estuary & Coastal Drainages; A:

Northeastern Honshu; C: Tocantins-Araguaia

Divergence Rout
Time oute . .
Node Event Estimated Ancestral area (Probability) Disp./Vic./Ext.
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Figura 4: Arvore de tempo de divergéncia de COI. Barras verticais representam as anélises de mGYMC, mPTP e

bPTP, onde cada intensidade de cor representa um grupo ou um individuo. As OTU’s foram escolhidas com base

no valor de suporte. (BRA) Brasil, (PER) Peru, (PA) Para, (AP) Amapa, (TO) Tocantins, (GO) Goias, (CE) Ceara,

(GUY) Guiana.

4 DISCUSSAO

4.1 Padroes filogenéticos e especiagdo em Colomesus.

Os Tetraodontiformes, possuem algumas caracteristicas muito marcantes que o0s

separam de outras linhagens de peixes onde, a principal ¢ a presenca de quatro grandes placas

dentais, bem como a capacidade de inflar o corpo em situacdes de ameagas, além da presenca

de Tetrododoxina em seus tecidos, fato este que ja causou varios acidentes fatais ao redor do
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mundo (Amaral et al., 2013). Adicionalmente, possuem um dos menores genomas entre todos
os vertebrados conhecidos, os tornando assim, 6timos organismos modelo para estudos
evolutivos. (Hinegardner & Rosen, 1972; Yamanoue et al., 2011).

A espécie do género que possui a maior distribuicao até o momento era C. asellus, o
qual pode ser encontrado distribuido em toda a bacia amazonica e drenagens do Tocantins-
Araguaia, bem como em ambientes costeiros com baixa salinidade da boca do Amazonas até a
Venezuela (Muller & Troschel, 1849, Rotundo et al., 2021). Entretanto, Amaral et al., (2013)
através de taxonomia integrativa, descreveram C. focantinensis como uma linhagem criptica
dentro de C. asellus, incialmente restrito a regido de Porto Nacional (Tocantins-Araguaia).
Nossos dados indicam que a linhagem da localidade tipo de C. focantinensis esta presente
apenas neste ponto, mas que, individuos presentes na por¢ao norte do Rio Tocantins (Sao Joao
do Araguaia-PA) bem como ao sul (Goids) formam uma linhagem irma de C. focantinensis e
desta forma indicando que esta espécie esta presente apenas na por¢do superior do Rio
Tocantins. Amaral et al., (2013) também demonstram a presenca de duas possiveis linhagens
criptica e simpatrica de C. asellus formada por individuos provenientes de Loreto no Peru, um
padrdo de estruturacdo também observado em outras espécies de peixes de dgua doce
neotropicais desta regido (Rodrigues, 2021; Gales et al., 2022).

Entretanto, os autores ndo utilizaram no seu estudo sequencias provenientes da
localidade tipo da espécie (Rio Barama, Guiana) o que desta forma, ndo poderia caracterizar
(geneticamente) se as linhagens de C. asellus utilizadas por estes efetivamente corresponderiam
a C. asellus tipo (Muller & Troschel, 1849). No presente estudo, nossos resultados apontam que
sequencias de espécimes desta localidade correspondem a uma linhagem evolutiva
independente indicando que no Brasil, ndo existe a presenca desta espécie, mas sim, de um
grande complexo criptico (C. aff. asellus), bem como a presenca de uma linhagem irma de C.
asellus dentro da propria Guiana.

A primeira relagao filogenética com todas as espécies do género foi realizada por
Amaral et al., (2013), demonstrando C. psittacus como a linhagem mais derivada em relagdo as
duas espécies predominantemente de dgua doce. Nossos dados recuperaram este padrao,
entretanto com a presenca de uma outra linhagem dentro de C. psittacus. A espécie
originalmente ¢ relatada distribuida desde Cuba, até a costa nordeste do Brasil (regido de
Sergipe) estando preferencialmente associado a ambientes costeiros (Rotundo et al, 2021),
embora ndo seja conhecido de onde ¢ o espécime tipo (Block & Schneider, 1801). Com o banco
de COI, um individuo originario do municipio de Chaval, estado do Ceard, foi recuperando

dentro do clado de uma das linhagens cripticas de C. aff. asellus do presente estudo, embora
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com valores de suporte baixo. Entretanto, com o banco de dados contendo todas os marcadores,
este espécime foi recuperado como linhagem irma de C. psittacus do litoral paraense.
Adicionalmente, nossos resultados indicam que nao existe C. asellus no Brasil, visto que
sequencias de individuos da mesma localidade tipo, foram recuperados como mais derivados
nas filogenias recuperadas com nossos dados onde todas as linhagens propostas no presente

estudo, necessitam ser descritas.

4.2 Biogeografia historica

O fato do presente estudo ter apresentado uma diversidade oculta tdo alta dentro de todas
as linhagens evolutivas conhecidas das espécies do género, ilustrando outro grupo fortemente
impactado pelos eventos biogeograficos ocorridos durante o periodo do Mioceno na regido Ne-
otropical do Norte da América do Sul, os quais ja influenciaram uma série de outras espécies
de peixes neotropicais (Fontenelle et al., 2021; Gales et al., 2022; Rodrigues, 2022) e no caso
do género Colomesus em especial, as incursdes marinhas do Mioceno (Roberts, 1972; Lovejoy,
2006; Wesselingh & Hoorn, 2011). Embora, a influéncia destas incursdes ainda seja muito de-
batida, a incursdo do Caribe, através da Bacia de Llanos (Colémbia-Venezuela) as quais causa-
ram isolamento de varias espécies marinhas dentro da porcéo oeste da América do Sul (Lovejoy,
1998; Bloom & Lovejoy, 2011), nossos resultados indicam que os baiacus de dgua doce neo-
tropicais também foram influenciados por este evento, fazendo parte agora de um vasto grupo
de espécies com historia evolutiva similar (Fontenelle et al. 2021; Rodrigues, 2021; Gales et al.
2022), fato este reforcado pela especiacdo priméaria de C. psittacus, em detrimento das linhagens
de agua doce dentro do género.

Yamanoue et al. (2011), realizaram uma das mais completas revisdes biogeogréaficas
dentro de Tetraodontiformes, tendo demonstrado que, diferentes espécies de agua doce de bai-
acus nas regides tropicais da América do Sul, Africa Central e Asia, possuiram invasdes de seus
respectivos ancestrais marinhos de forma independente, e os representantes da América do Sul
a invasdo ocorreu durante o Mioceno, estando os intervalos de confianca estimados no presente
estudo, em concordancia com esta datacdo. O mesmo pode ser inferido, com relagéo a separagéo
entre as linhagens marinhas/salobras (complexo C. psittacus) e as linhagens dulcicolas (com-
plexo de espécies de C. aff. asellus e C. tocantinensis), ocorrido durante 0 mioceno. Durante
esse periodo, o alto e médio Amazonas estavam geograficamente desconectados da regiao hoje
conhecida por Amazonas Lowlands e as faunas aquaticas e terrestres provavelmente encontra-

vam-se isoladas (Fontenelle et al., 2021), esse fato pode explicar a separagao de as linhagens
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marinhas/estuarinas das linhagens exclusivamente de agua doce seguida de uma dispersdo ao
final do sistema pantanoso de lagos Pebas (~10 ma) conectando as por¢des Oeste e Leste do
Amazonas, antes disso as extensdes oriental e ocidental ainda estavam separadas pelo Arco de
Purus (Figueiredo et al., 2009), que ap6s a elevacao do Arco de Vaupes, liberou um alto aporte
de sedimentos do foreland subandino contribuindo para o rompimento do Arco de Purus e a
formagao da drenagem transcontinental da Amazdénia moderna (Horton, 2017), ainda durante o
mioceno inferior houve o bloqueio da conexao do Pebas com o Caribe apos o soerguimento do
Meérida Andes (Figueiredo et al., 2009; Albert et al., 2011).

Outro evento biogeografico que moldou a distribuicao das linhagens mais recentes do
género Colomesus foram as glaciacdes e flutuagdes no nivel do mar durante o Pleistoceno. Du-
rante o Plioceno médio (~4.5mya) a Amazodnia transcontinental se estabelecia, fazendo com que
a drenagem se estendesse para o Norte dos Andes e o fluxo de sedimento no sentido Oeste para
o Atlantico fosse ininterrupto (Albert et al. 2018). Antes disso, o arco de Iquitos bloqueava o
transporte de sedimento da Amazonia Ocidental para o leque do Amazonas (Horbe et al. 2013;
Soelen et al., 2017). As flutuagdes periodicas do nivel do mar mantiveram-se ao longo dos
ultimos seis milhdes de anos, com um ritmo acelerado durante o Pleistoceno (Miller et al. 2005).
Em aproximadamente ~2.6 mya, durante a transi¢do do Plioceno para o Pleistoceno, com o
inicio das glaciagOes-interglaciagdes, eventos responsaveis pelas flutuacdes no nivel do mar
(Rosen, 1988), podendo diminuir em até 120 metros ao final do Plioceno (Miller et al., 2005),
causando uma forte erosdo nas cabeceiras e planicies de inundacdo do Amazonas (Irion, 1984).

Em fungdo desses eventos, nds sugerimos que as linhagens de dulcicolas de Colomesus
podem ter sofrido especiagdo por isolamento, como visto na linhagem recuperada de Iquitos.
Ainda durante o Pleistoceno, as interglaciacdes elevaram o nivel do mar, inundando as planicies
(Irion, 1984; Albert et al., 2018). Também de acordo com Farias e Hrbek (2008), a Amaz6nia
Oriental foi fortemente afetada pelo regime de ciclos do nivel do mar ao longo do Pleistoceno,
desse modo, os rios Xingu, Tocantins e regido de Alenquer no Amazonas inferior podem ter
sido influenciados por essas oscilagdes. Com base nos nossos resultados, sugerimos que as al-
ternancias desses ciclos podem ter promovido conexdes intermitentes entre essas drenagens
inferiores (Lima, 2017; Fontenelle et al., 2021), o que justificaria a recente diferenciacdo das

linhagens.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo indica uma elevada diversidade criptica dentro do género Colomesus,
indicando que a possibilidade deste possuir duas vezes mais espécies do que atualmente € re-
gistrado. Adicionalmente, fornecemos evidéncias de que, no Brasil, ndo ha a ocorréncia de C.
asellus, mas sim, um grande complexo criptico de espécies com relacdo filogenética proxima a
espécie-tipo. A &rea de ocorréncia de C. tocantinensis, também necessita de mais informacdes,
0 que, pode caracterizar como uma das espécies de baiacus de agua doce com a menor distri-
buicdo atualmente. Os eventos biogeograficos tanto do Mioceno, quanto as glaciaces e alter-
nancias no nivel do mar durante o Pleistoceno/Plioceno, tiveram grandes impactos em moldar

a atual distribuicdo do género na regido Neotropical da América do Sul.
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7 DADOS SUPLEMENTARES

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered

1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section humbering).
Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any
subsection may begiven a brief heading. Each heading should appear on its own separate
line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a de-
tailed literaturesurvey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent re-
searcher. Methodsthat are already published should be summarized, and indicated by a
reference. If quoting directly from a previously published method, use quotation marks
and also cite the source. Any modificationsto existing methods should also be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt
with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation
section represents apractical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A com-
bined Resultsand Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and
discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may standalone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Glossary
Please supply, as a separate list, the definitions of field-specific terms used in your arti-
cle.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations inappendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in
a subsequent appendix,Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1;
Fig. A.1, etc.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations
and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)of each author
and check that all names are accurately spelled. You can add your name between parentheses in your own script
behind the English transliteration. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done)
below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's name
and in front of the appropriate address.Provide the full postal address of each affiliation, including the country
name and, if available, the e-mail address of each author.

¢ Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeingand publica-
tion, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about Methodology and Ma-
terials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details are kept up to date by the corres-
ponding author.

¢ Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article wasdone, or was
visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be indicated as a footnote to that author's



728
729

730
731
732
733
734
735
736
737
738

739
740
741
742
743
744
745
746
747

748
749
750
751
752

753
754
755
756
757

758
759
760
761
762

763
764
765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
775
776
777
778
779

780
781

47

name. The address at which the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your
article viasearch engines. They consist of a short collection of bullet points that capture
the novel results of your research as well as new methods that were used during the
study (if any). Please have a look at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission sys-
tem. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum
85 characters, including spaces, per bullet point).

Graphical abstract

A graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents of
the article ina concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide reader-
ship online. Authors mustprovide images that clearly represent the work described in the
article. Graphical abstracts should besubmitted as a separate file in the online submission
system. Image size: please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x
w) or proportionally more. The image should be readableat a size of 5 x 13 cm using a
regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDFor MS Office files.
You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for exam-
ple, 'and', 'of'). Be sparingwith abbreviations: only abbreviations firmly established in the
field may be eligible. These keywordswill be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the
first pageof the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of ab-
breviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the refer-
ences and donot, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or
otherwise. List here thoseindividuals who provided help during the research (e.g., provid-
ing language help, writing assistanceor proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers
xxxx, yyyy];the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the
United States Institutesof Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. Whenfunding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other researchinstitution, submit the name of the institute or organization
that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, it is recommended to include the following
sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, ornot-for-profit sectors.

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
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units (SI). Ifother units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple
formulae inline with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be pre-
sented in italics. Powers of e are oftenmore conveniently denoted by exp. Number con-
secutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred
to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article.
Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used.
Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes
themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Electronic ArtworkGeneral points
e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
e Embed the used fonts if the application provides that option.
e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, oruse
fonts that look similar.
e Number the illustrations according to their sequence in the text.
e Use a logical naming convention for your artwork files.
e Provide captions to illustrations separately.
o Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
e Submit each illustration as a separate file.
e Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color vision.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats

For New submissions: Please supply Figure files in PDF format.

For Revised submissions: Please supply Figure files in TIFF/JPEG format

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) thenplease supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic art-
work is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats
(note the resolutionrequirements for line drawings, halftones, and line/halftone combi-
nations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300
dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum
of 1000 dpi.TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale),
keep to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have alow num-
ber of pixels and limited set of colors;

o Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge,
that these figures will appearin color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regard-
less of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version.
For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs
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from Elsevier after receipt of your accepted article. Pleaseindicate your preference
for color: in print or online only. Further information on the preparation of electronic
artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to
the figure. Acaption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description
of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all
symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next
to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes
below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented
in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using
vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If thesereferences are included in the reference list they should
follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the
publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of
a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online
links to thesources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing
services, such as Scopus, Crossref and PubMed, please ensure that data provided in the
references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publica-
tion year and pagination may prevent link creation. When copying references, please be
careful as they may already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged.

A DOI is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any elec-
tronic article.An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is:
VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic contin-
uation of the Lesser Antilles slab beneathnortheastern Venezuela. Journal of Geophysical
Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such cita-
tions should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Anyfurther information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately
(e.g., after the reference list) under adifferent heading if desired, or can be included in
the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by
citing themin your text and including a data reference in your Reference List. Data refer-
ences should include thefollowing elements: author name(s), dataset title, data reposi-
tory, version (where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] im-
mediately before the reference so we can properly identify it as a data reference. The
[dataset] identifier will not appear in your published article.

Preprint references
Where a preprint has subsequently become available as a peer-reviewed publication, the
formal publication should be used as the reference. If there are preprints that are central
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to your work or thatcover crucial developments in the topic, but are not yet formally pub-
lished, these may be referenced.Preprints should be clearly marked as such, for example
by including the word preprint, or the nameof the preprint server, as part of the reference.
The preprint DOI should also be provided.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations inthe text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
referencemanagement software products. These include all products that support Cita-
tion Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these prod-
ucts, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the jour-
nal's style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of the
sample references and citations as shown in this Guide. If you use

reference management software, please ensure that you remove all field codes before
submitting the electronic manuscript. More information on how to remove field codes
from different reference management software.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can
be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the article number or pagination must be present. Use of DOI
is highly encouraged. The reference style used bythe journal will be applied to the accepted
article by Elsevier at the proof stage. Note that missing datawill be highlighted at proof
stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they
should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year ofpublica-
tion;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al.' and the year of publication. Citations may
be made directly (or parenthetically). Groups of references can be listed either first alphabetically, then chro-
nologically, or vice versa.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).... Or,
as demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010) have recently shown

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chrono-
logically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year
must be identified bythe letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.
Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific ar
ticle. J. Sci.Commun. 163, 51-59. https://doi.org/10.1016/j.5¢c.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a scientific arti-
cle. Heliyon.19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New
York.Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S.,Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc.,
New York, pp. 281-304.

Reference to a website:
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Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerre-
searchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March 2003).
Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1.
https://doi.org/10.17632/ xwj98nb39r.1.

Reference to software:

Coon, E., Berndt, M., Jan, A., Svyatsky, D., Atchley, A., Kikinzon, E., Harp, D., Manzini,
G., Shelef, E., Lipnikov, K., Garimella, R., Xu, C., Moulton, D., Karra, S., Painter, S.,
Jafarov, E., & Molins, S., 2020. Advanced Terrestrial Simulator (ATS) v0.88 (Version
0.88). Zenodo. https://doi.org/10.5281/zenodo.3727209.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.
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