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You know a dream is like a river 

Ever changin' as it flows 

And a dreamer's just a vessel 

That must follow where it goes 

Trying to learn from what's behind you 

And never knowing what's in store 

Makes each day a constant battle 

Just to stay between the shores and 

 

I will sail my vessel 

'Til the river runs dry 

Like a bird upon the wind 

These waters are my sky 

I'll never reach my destination 

If I never try 

So I will sail my vessel 

'Til the river runs dry 

 

And there's bound to be rough waters 

And I know I'll take some falls 

But with the good Lord as my captain 

I can make it through them all 

 
Garth Brooks 

 
 
 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quando não podemos mais mudar uma situação, somos 

desafiados a mudar a nós mesmos. 

Viktor Frankl  
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Esta tese é parte dos requerimentos necessários à obtenção do título de Doutor em 
Ciências Biológicas (Zoologia), e como tal, não deve ser vista como uma publicação 
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públicas ao conteúdo deste estudo, na sua presente forma, somente devem ser feitas 
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RESUMO 

O gênero Hemigrammus está entre os mais ricos em espécies de Characidae, com 61 

espécies reconhecidas atualmente como válidas. As espécies de Hemigrammus foram 

consideradas por muito tempo como “Incertae Sedis” em vista do desconhecimento a 

respeito de suas relações filogenéticas, e atualmente estão alocadas em 

Stethaprioninae. A distribuição das espécies do gênero é ampla na região cisandina da 

América do Sul, com sua maior riqueza concentrada na bacia Amazônica. Foi proposta 

a existência de um grupo monofilético de espécies, o grupo Hemigrammus ocellifer, 

formado por nove espécies. Essas são caracterizadas por partilharem duas manchas 

umerais, uma mancha escura no pedúnculo caudal, margem superior do olho vermelho 

em vida, e presença de um gancho relativamente grande porção média dos raios 

anteriores da nadadeira anal em machos maduros. A fim de testar o monofiletismo do 

grupo H. ocellifer, usamos a captura de centenas de elementos ultraconservados 

(UCEs). Além disso, métodos moleculares modernos de delimitação de espécies com 

marcadores anônimos do tipo SNPs (single nucleotide polymorphisms), foram também 

utilizados para verificar as relações genéticas entre as espécies do grupo. Dados de 

UCEs mostram que o grupo H. ocellifer é monofilético e as relações entre as espécies 

são discutidas. Considerando que o grupo H. ocellifer não é relacionado ao demais 

Hemigrammus, incluindo a espécie tipo do gênero, H. unilineatus, sugere-se que essas 

espécies sejam alocadas no gênero Holopristis, considerado no momento como um 

sinonimo júnior de Hemigrammus. Os resultados com UCEs definiram que o grupo 

Hemigrammus ocellifer é monofilético. Por estar não estar relacionado com a espécie 

tipo do gênero é proposto a revalidação desse grupo para o género Holopristis. As 

delimitações de espécies representam sete grupos genéticos, sendo seis espécies e um 

complexo de espécies de H. ocellifer. A provável diferenciação de H. ocellifer em duas 



 
 

linhagens é possivelmente devido a arranjos fluviais que ocorrem na bacia Amazônica. 

 

Palavra-Chave – Filogenia, Delimitação molecular de espécies, Filogeografia, UCEs, 

SNPs, Holopristis 

  



 
 

ABSTRACT 

The genus Hemigrammus is among the richest in species within the family Characidae, 

with 61 species currently recognized as valid. Hemigrammus species were long 

considered as “Incertae Sedis” within the family due to the lack of knowledge about 

their phylogenetic relationships and are currently allocated within the subfamily 

Stethaprioninae. The species of the genus are widely distributed across the cis-

Andean portion of South America, with its greatest richness concentrated in the 

Amazon basin. The existence of a monophyletic group of species, the Hemigrammus 

ocellifer group, formed by nine species, was previously proposed. The species of the 

group are characterized by sharing two humeral blotches, a dark blotch on the caudal 

peduncle, upper margin of the red eye in life, and the presence of a relatively large 

hooks in the middle portion of the anteriormost rays of the anal fin in mature males. In 

order to test the monophyly of the H. ocellifer group, we used the capture of hundreds 

of ultra-conserved elements (UCEs). Furthermore, modern molecular methods of 

species delimitation with anonymous SNPs (single nucleotide polymorphisms) markers 

were also used to verify the genetic relationships between species in the group. Data 

from ECUs show that the H. ocellifer group is monophyletic and the relationships 

between species are discussed. Considering that the group H. ocellifer is not closely 

related to the remaining Hemigrammus species, including the type species of the 

genus, H. unilineatus, it is suggested that these species should be allocated to the 

genus Holopristis, which currently is considered a junior synonym of Hemigrammus. 

The results with UCEs defined that the group Hemigrammus ocellifer is monophyletic. 

As it is not related to the type species of the genus, the revalidation of this group to the 

genus Holopristis is proposed. The species boundaries represent seven genetic 

groups, six species and a species complex of H. ocellifer. The probable differentiation 



 
 

of H. ocellifer into two lineages is possibly due to fluvial arrangements that occur in the 

Amazon basin. 

Keywords – Hemigrammus ocellifer group, Phylogeny, Molecular delimitation of 

species, Phylogeography, UCEs, SNPs, Holoprist
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1. INTRODUÇÃO 

O número de espécies de peixes de água doce da América do Sul é estimado 

em mais de 4500, podendo chegar a 9000 (Albert et al., 2011; Reis et al., 2016, Albert 

et al. 2020). Characiformes é uma das mais diversas entre os peixes de água doce, 

compreendendo 24 famílias, mais de 290 gêneros e 2300 espécies (Fricke et al., 

2022). Segundo Nelson et al. (2016), externamente os Characiformes podem ser 

diferenciados dos demais grupos por possuir corpo coberto de escamas, nadadeiras 

pélvicas (ventrais) geralmente situadas bem atrás da inserção das peitorais, raios das 

nadadeiras moles e, geralmente, pela presença de uma nadadeira adiposa. Existem 

vários tamanhos corporais entre os Characiformes, desde miniaturas como Priocharax 

Weitzman & Vari, 1987 e Xenurobrycon Myers & Miranda Ribeiro, 1945 que são os 

menores Characiformes (menos que 2 cm de comprimento padrão quando adultos; 

Lima et al., 2013) até as formas grandes como Hydrocynus goliath Boulenger, 1898 

que pode atingir cerca de 1 metro e 50 kg, sendo o maior dos Characiformes (e.g., 

Nelson et al., 2016). Muitos Characiformes são econômica e ecologicamente 

importantes, com dominantes em várias drenagens em termos de biomassa total de 

peixes. Espécies do gênero Prochilodus Agassiz, 1829, por exemplo, em razão de sua 

alta biomassa, desempenham papéis importantes para o fluxo de energia intra-

ecossistema e para o ciclo de material em sistemas fluviais (Flecker, 1996). A ordem 

Characiformes compreende peixes herbívoros, onívoros, iliófagos, carnívoros, 

algumas das quais muito especializadas (Nelson et al., 2016). 

Peixes são considerados organismos importantes para os ecossistemas 

aquáticos de água doce, em especial na região Neotropical, sendo os que mais sofrem 

pressões ambientais antrópicas, principalmente por alterações hidrológicas, 
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introdução de espécies exóticas, destruição e poluição de seus habitats (Pelicice et 

al., 2017). Assim sendo, essas mudanças podem acarretar o risco da ocorrência de 

perdas importantes de espécies, de forma localizada, desta forma afetando o 

funcionamento dos ecossistemas aquáticos, padrões biogeográficos e processos 

evolutivos (Pelicice et al., 2017). Nesse sentido, estudos de peixes são importantes 

para conservação e manejo das espécies neotropicais, sendo este um procedimento 

que aumentará o pouco conhecimento ainda existente sobre biologia dos peixes de 

água doce, em especial os de pequeno porte, muitas deles utilizados na aquariofilia.  

Characidae é a mais diversa entre os peixes Neotropicais, com mais de 1000 

espécies distribuídas desde o sul dos EUA ao norte da Patagônia (Argentina); muitos 

peixes desta família são comumente conhecidos como tetras no meio aquarista 

(Nelson et al., 2016).  

Oliveira et al. (2011), em um estudo molecular incluindo representantes de 

todas as famílias de Characiformes e da maioria das subfamílias de Characidae 

reconhecidas até então, encontraram um grupo monofilético fortemente apoiado nas 

análises moleculares e circunscreveu Characidae aos táxons compartilhando a 

ausência de um osso supraorbital e a posição derivada da emergência da artéria 

hióide a partir do cerato-hial anterior. Assim, a família Characidae sensu Oliveira et al. 

(2011) era composta por quatro linhagens principais: Clados A, B e C e um quarto 

clado composto pelo gênero Spintherobolus. Mariguela et al. (2013) em um estudo 

filogenético de Cheirodontinae descobriram que Amazonspinther Bührnheim, 

Carvalho, Malabarba & Weitzman 2008 estava relacionado a Spintherobolus 

Eigenmann 1911 como sugerido anteriormente por dados morfológicos (Bührnheim et 

al., 2008), ambos os gêneros de Cheirodontinae colocando-os em uma linhagem de 

caracídeos independente. Mirande (2019), em um estudo filogenético de Characidae 
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incluindo 520 caracteres morfológicos e 6.133 dados moleculares recuperados do 

GenBank, corroborou a hipótese de Oliveira et al. (2011) e concordou que Characidae 

deveria ser composto pelas quatro linhagens principais, nomeando-os como 

Spintherobolinae (nova subfamília), Stethaprioninae (Clade C), Stevardiinae (Clade 

A), e o Clade B composto por Exodontinae, Tetragonopterinae, Characinae, 

Aphyocharacinae e Cheirodontinae.  

Cerca de 52 gêneros de Characidae são monotípicos, outros são muitos 

especiosos, em especial os de pequeno porte, como Astyanax Baird & Girard, 1854 

(124 espécies), Bryconamericus Eigenmann, 1907 (56 espécies), Creagrutus 

Günther, 1864 (81 espécies), Hemigrammus Gill, 1858 (61 espécies), 

Hyphessobrycon Durbin, 1908 (161 espécies), Jupiaba Zanata, 1997 (29 espécies) e 

Moenkhausia Eigenmann, 1903 (98 espécies). Characidae tem a diversidade em nível 

específico ainda mal compreendida, particularmente entre as espécies de pequeno 

porte, por esse motivo sendo provável que a família inclua uma percentagem 

desproporcional de espécies ainda a serem descritas (Oliveira et al, 2011). A 

subfamília Stethaprioninae inclui alguns dos mais diversos e problemáticos gêneros 

da família Characidae (Astyanax, Hemigrammus, Hyphessobrycon e Moenkhausia), 

sendo necessário mudanças nomenclaturais e a definição de vários novos gêneros 

para se tornarem monofiléticos (Mirande, 2019). 

1.1 GÊNERO HEMIGRAMMUS GILL, 1858 

 Hemigrammus está entre os mais ricos em espécies de Characiformes, com 61 

espécies reconhecidas atualmente como válidas (Lima et al. 2003; Albornoz-Garzon et 

al., 2019; Bittencourt et al., 2020). As espécies de Hemigrammus apresentam ampla 
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distribuição na região cisandina da América do Sul, incluindo a bacia Amazônica, do 

Orinoco, do Prata e do São Francisco, além de rios da Guiana, Suriname, Guiana 

Francesa e nordeste do Brasil (Lima et al., 2003; Lima & Sousa, 2009; Ota et al., 2015), 

com sua maior riqueza concentrada na bacia amazônica.  

 São peixes de pequeno porte, com exemplares adultos entre 2-6 cm CP 

(comprimento padrão), conhecidos popularmente, entre os pequenos Characidae, como 

“piabas” ou “tetras”, sendo algumas espécies muito populares como peixes de aquário. 

A maioria dos gêneros de Characidae foram no passado alocados em Tetragonopterinae 

(Géry, 1977), porém considerando a falta de evidência de monofiletismo para a 

subfamília, vários gêneros, entre eles Hemigrammus, cujas espécies foram consideradas 

como “Incertae Sedis” devido ao desconhecimento de suas relações filogenéticas 

(Weitzman & Fink, 1983; Weitzman & Palmer, 1997; Lima et al., 2003). Em um estudo 

com dados morfológicos e moleculares, Mirande (2019) aloca Hemigrammus dentre de 

Stethaprioninae, sendo está subfamília a mais diversa dentro de Characidae. 

 De fato, nem hipóteses morfológicas (Mirande, 2010) nem hipóteses 

moleculares (Javonillo et al., 2010; Oliveira et al., 2011) suportam o monofiletismo de 

Hemigrammus. Entretanto, espécies continuam a ser descritas nesse gênero 

seguindo a definição clássica apresentada por Eigenmann (1917, 1918), que se 

baseia nos seguintes caracteres, nenhum deles exclusivo para o gênero: pré-maxilar 

com duas séries de dentes, a interna com cinco ou mais dentes; linha lateral 

incompleta; poucos dentes no maxilar; nadadeira adiposa presente: e escamas 

presentes nos lobos da nadadeira caudal. Porém, várias dessas características 

também são compartilhadas por outros gêneros. A única diferença no esquema 

tipológico apresentado por Eigenmann (1917, 1918) para distinguir espécies de 

Hemigrammus e Hyphessobrycon é a presença de pequenas escamas na base da 
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nadadeira caudal, estendendo-se para os lobos superior e inferior presentes em 

Hemigrammus e ausentes de Hyphessobrycon. Entretanto, trata-se de um caráter 

extremamente lábil, e na prática de pouca utilidade na separação desses gêneros. 

Mirande (2010) propõe o clado Hemigrammus composto por: Bario Myers 1940, 

Deuterodon Eigenmann 1907, Hasemania Ellis 1911, Hemigrammus Gill 1858, 

Hyphessobrycon Durbin 1908, Moenkhausia Eigenmann 1903, Myxiops?, 

Paracheirodon Géry 1960, Petitella?, Pristella Eigenmann 1908, Probolodus 

Eigenmann 1907, e Thayeria Eigenmann 1908, tendo como única sinapormorfia para 

este clado um processo ósseo dorsal no rinosfenoide, que separa os nervos oftálmicos 

orientados anteriormente, sendo este, entretanto, um carater muito homoplástico.  

1.1.2 O grupo de espécies Hemigrammus ocellifer (Steindachner, 1882) 

 Hemigrammus foi descrito por Gill (1858) como um subgênero de 

Poecilurichthys (atualmente um sinônimo de Astyanax), com espécie-tipo 

Poecilurichthys unilineatus (= Hemigrammus unilineatus), das demais congêneres por 

apresentar a linha lateral abruptamente interrompida na metade do corpo (H. 

unilineatus). Steindachner (1882) descreveu Tetragonopterus ocellifer de Tabatinga 

(estado do Amazonas, Brasil). 

 Um novo gênero foi criado por Eigenmann (1903), na subfamília 

Tetragonopterinae, denominado Holopristis, com espécie tipo Tetragonopterus 

ocellifer. Como caráter diagnóstico entre os gêneros definiu pré-maxilar com duas 

séries de dentes, suas coroas formando uma “cumeeira” (“ridge”) e o maxilar com 

dentes ao longo de toda sua borda, e a ausência de espinho pré-dorsal. Nenhum 

desses caracteres realmente pode ser considerado diagnóstico uma vez que a coroa 

contínua entre os dentes é uma característica comum em Characidae, assim como a 
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ausência de espinho pré-dorsal, e a presença de dentes ao longo do maxilar foi um 

erro de observação por Eigenmann (1903), já que Hemigrammus ocellifer possui 

poucos dentes no maxilar. Atualmente Holopristis é considerado sinônimo júnior de 

Hemigrammus. 

 Géry (1977) dividiu as espécies de Hemigrammus em cinco grupos artificiais 

de acordo com seu padrão de colorido: (a) ausência de marcas escuras sobre o corpo, 

composto por H. gracilis (Lütken, 1875), H. erythrozonus Durbin,1909 e H. mimus 

Böhlke, 1955; (b) presença apenas de uma ou duas manchas umerais, composto por 

H. aereus Géry, 1959, H. analis Durbin, 1909, H. bellottii (Steindachner, 1882), H. 

cupreus Durbin, 1918, H. cylindricus Durbin, 1909, H. lunatus Durbin 1918, H. 

microstomus Durbin 1918, H. stictus  (Durbin, 1909) (denominado Hemigrammus 

grupo bellotti); (c) presença apenas de uma mancha caudal, composto por H. 

boesemani Géry, 1959, H. brevis Ellis,1911, H. hyanuary Durbin, 1918, H. levis Durbin, 

1908, H. marginatus Ellis,1911, H. matei Eigenmann, 1918, H. micropterus Meek, 

1907, H. rhodostomus Ahl, 1924, H. rodwayi Durbin, 1909 e H. tridens Eigenmann, 

1907 (denominado Hemigrammus grupo tridens); (d) presença de uma ou duas 

manchas umerais e uma mancha caudal, composto por H. barrigonae Eigenmann & 

Henn, 1914, H. caudovittatus Ahl, 1923, H. guyanensis, H. iota Durbin, 1909, H. luelingi 

Géry, 1964 , H. megaceps Fowler, 1945, H. melanochorus Fowler, 1913, H. ocellifer 

(Steindachner, 1882), H. pretoensis Géry, 1965, H. pulcher Ladiges, 1938, H. 

schmardae (Steindachner, 1882) e H. vorderwinkleri Géry, 1963 (denominado 

Hemigrammus grupo ocellifer) ; (e) presença de uma mancha na nadadeira dorsal, 

composto por H. coeruleus Durbin, 1908, H. elegans (Steindachner, 1882), H. ulreyi 

(Boulenger, 1895) e H. unilineatus (Gill, 1858) (denominado Hemigrammus grupo 

unilineatus). 

http://www.mnhn.fr/sfi/cybium/numeros/314/02.GeryInMem.pdf
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/getref.asp?id=1580
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 O grupo de espécies Hemigrammus ocellifer (Figura 1 A-I) como proposto por 

Géry (1977) não é monofilético, pois agrupa espécies com duas manchas umerais, 

uma mancha no pedúnculo caudal e frequentemente uma faixa longitudinal. Lima & 

Sousa (2009) propuseram um grupo Hemigrammus ocellifer, possivelmente 

monofilético, incluindo espécies que partilham duas manchas umerais, uma mancha 

escura no pedúnculo caudal, margem superior do olho vermelha em vida, e presença 

de um gancho relativamente grande na porção média dos raios anteriores da 

nadadeira anal em machos maduros. Esse grupo incluiria H. ocellifer (Steindachner, 

1882), H. neptunus Zarske & Géry, 2002, H. guyanensis Géry, 1959, H. pulcher 

Ladiges, 1938, H. haraldi Géry, 1961, H. luelingi Géry, 1964 e H. yinyang Lima & 

Sousa, 2009. Lima et al. (2016) incluíram mais duas espécies no grupo, 

Hemigrammus aguaruna Lima, Correa & Ota, 2016 e H. falsus Meinken, 1958, 

totalizando 9 espécies. Hemigrammus ocellifer, a espécie mais amplamente 

distribuída do grupo, tem uma grande distribuição na bacia amazônica e ocorre nos 

rios guianenses (Planquette et al., 1996; Lima et al., 2013). Hemigrammus neptunus 

ocorre na porção sudoeste da bacia amazônica, na bacia do rio Madeira (Lima et al., 

2013; Lima et al., 2016) e na bacia do rio Paraguai (Ota et al, 2015). Hemigrammus 

guyanensis ocorre nas bacias guianenses e no leste da Amazônia (Planquette et al., 

1996; Lima et al., 2016). Hemigrammus pulcher, H. luelingi, H. haraldi e H. aguaruna 

são restritos à porção oeste da bacia amazônica, enquanto H. yinyang é conhecido 

apenas de uma porção da bacia do alto rio Negro no Brasil e Colômbia e H. falsus 

aparentemente é restrito ao Suriname, embora sua diagnose em relação a H. 

guyanensis não seja clara (Lima & Sousa, 2009; Lima et al., 2016). 

 

 

http://fishbase.org/summary/Hemigrammus-neptunus.html
http://www.mnhn.fr/sfi/cybium/numeros/314/02.GeryInMem.pdf
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/getref.asp?id=26553
http://www.mnhn.fr/sfi/cybium/numeros/314/02.GeryInMem.pdf
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/getref.asp?id=10038
http://www.mnhn.fr/sfi/cybium/numeros/314/02.GeryInMem.pdf
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/getref.asp?id=1580
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Figura 1 – Espécies do grupo Hemigrammus ocellifer. 
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Géry (1961) ilustrou os ganchos presentes em machos maduros de 

Hemigrammus pulcher pulcher (= H. pulcher), comparando com aqueles presentes em 

Hemigrammus pulcher haraldi (= H. haraldi) (Figura 2). Lima & Souza (2009) propõe 

o grupo Hemigrammus ocellifer como monofilético baseado na presença 

compartilhada de arranjo de ganchos na nadadeira anal de machos. Esses autores 

discutem sobre a presença desses ganchos em outras espécies de Hemigrammus e 

nos gêneros Parapristella Géry, 1694 e Petitella Géry & Boutière, 1964 (Figura 3). Foi 

hipotetizado por esses autores que a associação entre ganchos na nadadeira anal e 

tecido denso presumivelmente secretório, encontrado em todas as espécies de 

Hemigrammus, Parapristella, Petitella e Hyphessobrycon que apresentam ganchos, 

seria um mecanismo para facilitar a ruptura das membranas celulares e provocar, com 

consequência, a liberação das secreções celulares.  

                 

a) Hemigrammus pulcher                         b) Hemigrammus haraldi                

Figura 2 – Comparação dos ganchos entre Hemigrammus pulcher e H. haraldi 
(extraído de Géry, 1961). 
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Figura 3 – Ganchos da nadadeira anal de espécies de Hemigrammus e de Parapristella 
georgiae [extraído de Lima & Sousa, (2009)]. 
 

O arranjo e a morfologia dos ganchos são uma fonte de dados pouco explorada 

para estudos padrões filogenéticos devido a relativa escassez de espécimens 

maduros sexualmente, uma fonte potencialmente relevante de informação para 

estudos filogenéticos baseados em morfologia (Lima & Souza, 2009). 

Considerando que marcadores morfológicos, são marcadores genéticos 

visíveis ou um fenótipo que de alguma forma seja analisável, para o qual os alelos em 

loci individuais segregam de uma maneira mendeliana (Turchetto-Zolet & Zanella, 

2017).  
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Uma das formas de resolver o problema do entendimento das relações entre 

espécies é a utilização de marcadores moleculares em especial os de DNA. que 

podem ser usados em estudos filogenéticos, filogeográficos, delimitação de espécies, 

mapeamento genético, diagnósticos de doenças genéticas, testes de paternidade e 

para quem investiga as relações entre genótipo e fenótipo, entres outros ramos da 

biologia. (Turchetto-Zolet & Zanella, 2017). 

1.2 MARCADORES MOLECULARES 

Os marcadores moleculares proporcionaram ferramentas importantes para 

discriminar alelos, que podem ou não revelar diferenças fenotípicas. Mesmo que os 

alelos detectados no nível do DNA não causem necessariamente variações 

fenotípicas, eles podem estar ligados a tais fenômenos (Turchetto-Zolet & Zanella, 

2017).  

Com o sequenciamento de nova geração (NGS – Next Generation Sequencing) 

aumentou consideravelmente a escala das análises genômicas, permitindo o 

sequenciamento e genotipagem de milhares regiões dos genomas em um único 

passo, gerando um grande volume de dados biológicos (high throughput sequencing 

-HTS). Essas tecnologias de sequenciamento têm sido aplicadas na identificação de 

marcadores moleculares como microssatélites, polimorfismos de mutações pontuais 

(SNPs), elementos ultraconservados do DNA (UCEs), que são utilizados para 

genômica de populações, delimitação de espécies, na reconstrução filogenética e 

filogeográfica (Christoff, 2017, Faircloth et al. 2012) 

 

 



28 
 

1.2.1 Elementos Ultraconservados (UCEs) 

Os elementos ultraconservados (ultraconserved elements, UCEs) são regiões 

dos genomas altamente conservadas e compartilhadas por táxons evolutivamente 

distantes. Os UCEs foram primeiramente descritos por Bejerano et al. (2004), que 

encontraram cerca de 481 segmentos maiores de 200 pb que eram absolutamente 

(100%) conservados em regiões ortólogas de humanos, ratos e camundongos. Quase 

todos esses segmentos também são conservados nos genomas de frango e cachorro, 

com uma média de 95 e 99% de identidade, respectivamente. Estudos posteriores 

mostraram que os UCEs também estão presentes em diversos outros organismos, 

como outros vertebrados, insetos e fungos (Siepel et al. 2005; Faircloth et al. 2012). 

O papel dos UCEs no genoma ainda não está esclarecido (Dermitzakis et al. 

2005), embora os UCEs tenham sido associados com regulação gênica ou 

desenvolvimento (Sandelin et al. 2004; Woolfe et al. 2004) e se tem assumido que os 

UCEs são importantes pela sua natureza extremamente conservada entre grupos 

muito distantes filogeneticamente. Suas sequências conservadas permitem uma fácil 

identificação e alinhamento entre genomas e a variabilidade nas sequências que 

flanqueiam cada UCE sugerindo que eles podem ter um sinal de história evolutiva em 

diversas escalas de tempo, dependendo da distância da região central dos UCEs 

(Faircloth et al. 2012). 

Nos últimos anos, a importância e relevância das filogenias moleculares no 

entendimento das relações filogenéticas em peixes aumentou enormemente (e.g., 

Near et al., 2012; Betancur et al., 2013), com vários tipos de marcadores moleculares. 

Os UCEs são uma classe de marcadores moleculares usados em estudos 

filogenéticos através do enriquecimento de bibliotecas genômicas contendo centenas 
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ou milhares de loci, utilizando sequenciamento de nova geração (Faircloth et al. 2012). 

Como as sequências de UCEs são altamente conservadas elas são utilizadas para o 

anelamento de sondas (probes), a partir das quais as sequências flanqueadoras dos 

UCEs são lidas (Pennisi, 2013). Devido ao fato de estes elementos ultraconservados 

estarem distribuídos por todo o genoma, eles podem ser tratados como loci 

independente em análises filogenéticas e são particularmente valiosos em métodos 

de elaboração de árvores filogenéticas, demonstrando o parentesco entre espécies 

(Faircloth et al. 2012), ampliando de maneira importante o nível de resolução, quando 

há um aumento no número de loci. 

O primeiro estudo de UCEs com peixes foi realizado com 30 espécies de 

Actinopterygii, sendo sequenciados cerca de 500 loci e as filogenias obtidas mostram 

nós altamente resolvidos em todos níveis (recentes e antigos). Os resultados 

suportaram as relações entre Amia e Lepisosteus (Holostei) e revelaram que os 

Elopomorpha e depois os Osteoglossomorpha são as primeiras linhagens a divergir 

entre as linhagens dos teleósteos (Faircloth et al. 2013). Mateussi et al (2020) 

estudando a família Serrasalmidae sequenciaram 1553 loci de UCEs, corroborando a 

monofilia da família. McGee et al. (2016) utilizaram UCEs para realizar uma análise 

filogenética que resultou em uma árvore filogenética bem suportada de 56 espécies 

de ciclídeos africanos, demonstrando uma associação entre o modo de alimentação 

e a evolução das mandíbulas de diferentes linhagens. Ochoa et al (2020) utilizaram 

UCEs para avaliar as relações filogenética de Trichomycteridae e demonstraram o 

status monofilético da subfamília Trichomycterinae. 

 Os estudos com UCEs veem crescendo devido ao alto custo-benefício 

em função do tempo e ao baixo custo, dada a grande quantidade de dados gerados, 

que permitiram que sejam utilizados como marcadores em estudos filogenéticos, e 
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com isso, permita a elaboração de hipóteses filogenéticas para peixes neotropicais. 

1.2.2 Polimorfismo de nucleotídeos únicos (SNPs) 

Os marcadores SNPs (Polimorfismos de Nucleotídeo Único - SNPs - do inglês 

(Single Nucleotide Polymorphisms) são originados de mutações pontuais no DNA 

(Turchetto-Zolet et al., 2017; Caetano, 2009). Possui um modelo de evolução simples 

baseado em transições e transversões (Brookes,1999; Matioli et al., 2012). Quando a 

frequência do alelo menos comum é maior ou igual a 1%, ele apresenta uma baixa 

taxa de mutação, sendo que assim os SNPs constituem bons indicadores para 

estudos evolutivos (Brookes,1999; Garvin et al., 2010; Matioli et al., 2012). 

Os SNPs estão presentes em regiões codificadoras (éxons) e não codificadoras 

(íntrons e regiões intergênicas). São loci nucleares anônimos selecionados 

aleatoriamente, os quais são provenientes, na maioria das vezes, de regiões não 

codificadoras do genoma (Thomson et al., 2010). 

Os marcadores SNPs representam a terceira geração de marcadores 

moleculares e são empregados com sucesso em diversos estudos (Turchetto-Zolet et 

al, 2017). Pelo seu alto rendimento, fácil transferência entre laboratórios e baixo erro 

de genotipagem, se torna um excelente marcador de para resolução de complexos de 

espécies em peixes (Mérot et al., 2022), filogenética (Thomson et al., 2008), 

filogeografia (Lee & Edwards, 2008), genômica populacional (Kongsstovi et al., 2022), 

filogenômica (Unmack et al., 2022), ecologia (Thomas & Klaper, 2004;) e conservação 

(Begossi et al., 2021). Estudos realizados com SNPs estão sendo muito utilizados 

para a delimitação e resolução de complexo de espécies e filogeografia, como o nesse 

estudo.  
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1.2.3 Delimitação molecular das espécies com SNPs 

A delimitação de espécies (ou seja, o processo pelo qual os limites entre 

espécies são identificadas e novas espécies são descobertas; (Rannala, 2015) é uma 

questão fundamental na biologia, e sua mecânica contém aspectos tanto teórico 

quanto aplicado (Carstens et al., 2013). Outra definição de delimitação de espécies 

diz que são processos que determinam quais grupos de organismos individuais 

constituem diferentes populações de uma única espécie e quais constituem espécies 

diferentes (Rannala, 2015). 

São várias as definições de espécies e a falta de consenso neste campo coloca 

um sério dilema para os taxonomistas que delimitam espécies (Sites & Marshall, 

2003). A especiação é um processo (potencialmente prolongado), isso complica as 

análises filogenéticas e abordagens de linhagem para delimitação de espécies, sendo 

que são necessários métodos para acomodar essa complexidade ao decidir quais 

linhagens são espécies em oposição à estrutura dentro das espécies (George et al., 

2018; Sukumaran & Knowles, 2017). Estudos de divergência média para um locus 

único (Hebert et al., 2004) são propensos a grande variação introduzida pelos 

processos aleatórios de coalescência e acumulação de mutações (Ross et al., 2008), 

como delimitação morfológica de espécies ou DNA barcorde (COI mitocondrial). 

Novos métodos para delimitação de espécies estão sendo desenvolvido e 

comparados (Wiens, 2007).  

Considerando os dados de sequência de DNA pode-se dividir os métodos em 

duas categorias: (1) métodos heurísticos, que não é derivado de um modelo estatístico 

formal da estrutura genética da população. Os métodos heurísticos geralmente são 

computacionalmente eficientes, mas os resultados podem ser difíceis de interpretar e 
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podem ter propriedades estatísticas ruins; (2) métodos paramétricos, que são 

baseados em um modelo probabilístico explícito de divergência populacional e 

evolução das sequências genéticas, que maximiza a verossimilhança ou 

probabilidade Bayesiana (Rannala & Yang, 2020).  

As vantagens dos SNPs é que eles podem ser desenvolvidos, genotipados e 

analisados, juntamente com seu baixo custo e níveis baixos de homoplasia, tornando 

uma escolha de marcador ideal para o limite das espécies (Shaffer & Thomson, 2007).  

Shaffer & Thomson (2007) descreveram uma abordagem para gerar SNPs 

usando recursos genômicos e utilizaram essa abordagem como um estudo de caso 

envolvendo tartarugas. Eles também descreveram alguns dos métodos que podem 

ser usados para aplicar dados com SNPs em outras espécies. Hosegood et al (2020), 

estudaram a delimitação das espécies de arraias mantas e Olave & Mayer (2020) 

estudaram um complexo e radiação de espécies de ciclídeos.  

A presença de populações amplamente distribuídas geograficamente, como é 

o caso de Hemigrammus ocellifer, podem causar problemas taxonômicos (Lima et al., 

2016), como a presença de sinônimos ou espécies crípticas. Como exemplo podemos 

citar H. guyanensis possível sinônimo junior de H. falsus. A delimitação de espécies 

com marcadores SNPs pode ajudar solucionar os problemas taxonômicos desse 

grupo. 

1.2.4 Análise filogeográfica com SNPs 

O termo “filogeografia” foi introduzido por Avise & Ellis (1986), definido como o 

estudo dos princípios e processos que determinam a distribuição geográfica de 

linhagens genealógicas (Avise, 2000). O principal objetivo da filogeografia é integrar 
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os processos micro e macroevolutivos e compreender como os eventos históricos 

ajudaram a formar a distribuição geográfica atual de genes, populações e espécies 

(Avise 2000; Cunha & Solé-Cava, 2012). 

A alta riqueza de espécies de peixes neotropicais resulta de processos 

ecológicos e históricos complexos, contínuos através do tempo geológico, porém, 

pouco é conhecido em relação aos padrões que determinaram a distribuição espacial 

e temporal das linhagens na diversificação existente na região neotropical (Montoya-

Burgos, 2003). Devido a intensa dinâmica de paisagem sul-americana, padrões de 

distribuição precisam ser abordados e entendidos com base em estudos comparativos 

abrangentes, que podem ser auxiliadas por abordagens em nível molecular como 

filogeografias (Ribeiro et al., 2011). 

Os peixes obrigatoriamente dulcícolas são excelentes (Myers 1938) modelos 

para estudos filogeográficos, permitindo estabelecer um nexo causal entre seus 

padrões de distribuição e os eventos paleohidrológicos como conexão de bacias 

hidrográficas, introgressões marinhas no continente, isolamentos de drenagens e 

capturas de cabeceiras entre drenagens adjacentes, os quais refletem mudanças 

geomorfológicas e climáticas (Lundberg,1993; Bermingham & Martin, 1998). 

Beheregaray (2008) afirma que os estudos filogeográficos de peixes são 

realizados em sua grande maioria nas regiões temperadas, no hemisfério norte, 

principalmente nos Estados Unidos e Europa. Além de escassos trabalhos sobre 

filogeografia de peixes neotropicais, ainda mais raro são os estudos que quantifiquem 

a variação molecular. Nos últimos anos, são crescentes as aplicações de métodos 

filogeográficos em diversos clados de peixes neotropicais (Lovejoy et al., 2010). A 

abordagem filogeográfica, por investigar a variabilidade intraespecífica e a nível 

específico, ajuda tanto na tarefa de entender processos de especiação, como 



34 
 

entender eventos biogeográficos ligados à expansão de distribuições num horizonte 

temporal de dezenas de milhares a milhões de anos (Lovejoy et al., 2010).  

Estudos filogeográficos realizados em anfíbios, répteis não-aves, aves e 

mamíferos tem sido uma linha auxiliar importante no entendimento da evolução da 

biota amazônica e sul-americana como um todo (Antonelli et al., 2010; Aleixo & 

Rossetti, 2007). Peixes tem um potencial grande e ainda relativamente pouco 

explorado para auxiliar na interpretação da evolução da biota sul-americana como um 

todo, e particularmente da bacia amazônica. Muitos estudos filogeográficos de peixes 

amazônicos abordaram a variação populacional de espécies de grande porte e com 

importância econômica, focando sobretudo auxiliar no conhecimento da biologia e 

conservação dessas espécies (e.g., Hrbek et al., 2005; Batista & Alves-Gomes, 2006; 

Santos et al., 2007; Frederico et al., 2012). Alguns estudos realizados com espécies 

mais sedentárias de médio a pequeno porte, entretanto, contribuíram para um 

entendimento de padrões e processos ligados à diversificação de alguns clados e o 

estabelecimento dos atuais padrões de distribuição de algumas espécies (e.g., 

Lovejoy & de Araújo, 2000; Willis et al., 2007; Farias & Hrbek, 2008). 

O grupo Hemigrammus ocellifer distribui-se principalmente nas partes de terras 

baixas ou planícies da bacia amazônica e nas regiões costeiras das Guianas. Lima & 

Ribeiro (2011) definem as terras baixas do norte da América do Sul cis-andina como 

uma grande "província biogeográfica" em termos de ictiofauna, com base em aspectos 

geomorfológicos e ecológicos importantes: a definição de áreas de planície incluindo 

as bacias de antepaís relacionadas à cordilheira dos Andes, mas também as bacias 

intracratônicas do vale do baixo Amazonas e fossas tectônicas como a planície do 

Bananal e o graben do Tacutu, todos situados tipicamente abaixo de 250 metros acima 

do nível do mar. Hubert & Renno (2006) sugerem que o estabelecimento das biotas 
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modernas de peixes de água doce da América do Sul, em especial Characiformes, é 

o resultado de uma interação entre incursões marinhas, elevação dos paleoarcos e 

conexões históricas que permitem a dispersão da drenagem cruzada. Já para Lima & 

Ribeiro (2011) a  abordagem para entender a biogeografia histórica da fauna de peixes 

de água doce na América do Sul é identificar padrões de distribuição de taxa 

monofiléticos e, em seguida, buscar explicações históricas e/ ou contemporâneas para 

suas distribuições.  

Os SNPs permitem comparações de mais de um locus, com o qual, em caso 

de existir congruência nas histórias filogeográficas e populacionais tratadas, se 

incrementa a probabilidade de que a história que se obtiver seja da espécie ou grupo 

populacional e não de um gene (Avise, 2000). Na sua vez, a realização de 

comparações filogeográficas entre várias espécies ou populações codistribuídas, 

permitiriam a avaliação da existência de padrões filogeográficos e populacionais 

concordantes (Avise, 2000, Zink, 2002; Cunha & Solé-Cava, 2012). Hemigrammus 

ocellifer se encaixa nesse contexto e pode ajudar a entender e fornecer mais dados 

para compreender a biogeografia de peixes das áreas baixas da bacia amazônica.  

1.3 JUSTIFICATIVA 

Hemigrammus, são relativamente fáceis de coletar e são importantes 

comercialmente para o aquarismo. Estudos genéticos foram conduzidos com o 

objetivo de testar a hipótese de que esse grupo é monofilético e para servir e identificar 

quais espécies são válidas no grupo. A identificação correta desse complexo de 

espécies e suas histórias evolutivas fornecerão dados que permitirão um 



36 
 

entendimento de padrões e processos ligados à diversificação desse clado e a sua 

comparação com processos de diversificação de outros clados de peixes neotropicais. 

1.4 OBJETIVOS 

1) Testar a hipótese de que as espécies do grupo Hemigrammus ocellifer (H. 

ocelllifer, H. neptunus, H. guyanensis, H. pulcher, H. haraldi, H. luelingi, H. 

aguaruna) constituem um grupo monofilético, utilizando dados moleculares. 

2) Delimitar molecularmente as espécies. 

3)  Realizar estudos filogeográficos em Hemigrammus ocellifer para entender 

como é a estruturação dessa espécie em sua área de distribuição.  
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MATERIAL E MÉTODOS, RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os materiais e métodos, resultados e discussão estão separados em dois capítulos: 

 

Capítulo 1 - História evolutiva com base na análise de elementos ultraconservados 

(UCEs) 

 

Capítulo 2 – Estudos de genética populacional com espécies do grupo Hemigrammus 

ocellifer por marcadores de polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1  

História evolutiva com base na análise de elementos ultraconservados (UCEs) 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Amostragem de táxons e preparação de biblioteca 

Foram obtidos tecidos de sete espécies do grupo Hemigrammus ocellifer e 41 

espécies de grupo externo de Characidae (Quadro 1). Todos os tecidos dos táxons 

estavam disponíveis no Laboratório de Biologia e Genética de Peixes (LBP) da 

UNESP/Botucatu, os vouchers estão presentes na frente da espécie na árvore 

filogenética (Figura 1). 

Quadro 1 – Táxons utilizados para a biblioteca genômica 

GRUPO Hemigrammus ocellifer 

H. aguaruna Lima, Correa & Ota, 2016 

H. guyanensis Géry, 1959  

H. haraldi Géry, 1961 

H. luelingi Géry, 1964  

H. neptunus Zarske & Géry, 2002  

H. ocellifer (Steindachner, 1882) 

H. pulcher  Ladiges, 1938 

GRUPO EXTERNO 

Hemigrammus  

H. analis Durbin, 1909 

H. ataktos Marinho, Dagosta & Birindelli, 2014 

H. barrigonae Eigenmann & Henn, 1914 

H. bellotti (Steindachner, 1882) 

H. bleheri Géry & Mahnert,1986 

H. boesemani Géry, 1959 

H. cf. melanochorus Fowler, 1913 

H. diagonicus Medonça & Wosiacki,2011 

H. erythrozonus Durbin,1909 

H. hyanuary Durbin, 1918 

H. levis Durbin, 1908 

H. lunatus Durbin 1918 

H. machadoi Ota, Lima & Pavanelli, 2014 

H. marginatus Ellis,1911 

H. microstomus Durbin 1918 

H. ora Zarske, Le Bail & Géry, 2006 

H. pretoensis Géry, 1965 

H. rodway Durbin, 1909 

H. schmardae (Steindachner, 1882) 

H. stictus (Durbin, 1909) 

http://www.mnhn.fr/sfi/cybium/numeros/314/02.GeryInMem.pdf
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/getref.asp?id=10038
http://www.mnhn.fr/sfi/cybium/numeros/314/02.GeryInMem.pdf
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/getref.asp?id=1580
http://fishbase.org/summary/Hemigrammus-neptunus.html
http://www.mnhn.fr/sfi/cybium/numeros/314/02.GeryInMem.pdf
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H. ulreyi (Boulenger, 1895) 

H. unilineatus (Gill, 1858) 

H. vorderwinkleri Géry, 1963 

Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758) 

Astyanax jordani (Hubbs & Innes, 1936) 

Axeroldia lindeae Géry, 1973 
Bario steindachneri (Eigenmann, 1893) 

Bryconella pallidifrons (Fowler, 1946) 

Hyphessobrycon bayelyi Lima, Bastos, Rapp Py-Daniel & Ota 2022 

Hyphessobrycon compressus (Meek, 1904) 

Hyphessobrycon eques (Steindachner,1882) 
Hyphessobrycon heterorhabdus (Ulrey, 1894) 

Jupiaba anteroides (Géry, 1965) 

Jupiaba polylepis (Gunther, 1864) 

Jupiaba poranga Zanata, 1907 

Moenkhausia oligolepis (Gunther, 1864) 

Moenkhausia xinguensis (Steindachner, 1882) 

Paracheirodon axelrodi (Schultz 1956) 

Parapristella aubynei (Eigenmann, 1909) 

Parapristella georgiae Géry, 1964 

Charax leticiae Lucena, 1987 
 

2.1.1 Extração e sequenciamento de DNA 

O DNA foi extraído de músculos, brânquias ou tecidos de nadadeiras com 

DNeasy Kit de tecido (Qiagen Inc.) seguindo as instruções do fabricante. Então, 2 μl 

de cada DNA genômico foi quantificado usando fluorometria (Qubit, Life Technologies) 

para preparar as bibliotecas usando uma concentração entre 10 e 40 ng/μl. As 

bibliotecas de DNA e o sequenciamento foram realizados na Arbor Biosciences (AB; 

arborbiosci.com; Ann Arbor, MI, EUA). O DNA genômico inteiro (40 ng/μl) foi primeiro 

cortado com um instrumento QSonica Q800R e selecionado para comprimentos 

modais de aproximadamente 500 nt usando uma limpeza de esferas SPRI de etapa 

dupla para preparar as bibliotecas. 

Bibliotecas de DNA foram preparadas para os 7 táxons do grupo interno e 41 

táxons do grupo externo, modificando o protocolo de preparação de biblioteca Nextera 
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(Epicentre Biotechnologies) para enriquecimento de alvo baseado em solução 

seguindo Faircloth et al. (2012) e o número de ciclos de PCR seguindo a 

recomendação de Faircloth et al. (2013). A equipe da AB usou o protocolo de 

preparação da biblioteca Nextera de transposição in vitro seguido por PCR para cortar 

o DNA e anexar adaptadores de sequenciamento (Adey et al., 2010). O kit Epicenter 

Nextera foi usado posteriormente para preparar bibliotecas mediadas por transposase 

com tamanhos de inserção médios de 100 pb (IC 95%: 45 pb) seguindo Adey et al. 

(2010). As bibliotecas foram enriquecidas usando um novo conjunto de sondas 

desenvolvido para peixes ostariofíseos que captura dados de sequência para 2.708 

loci UCE (Faircloth et al., 2020). Em seguida, o DNA foi convertido em bibliotecas de 

sequenciamento Illumina com uma versão ligeiramente modificada do NEBNext(R) 

Ultra (TM) DNA Library Prep Kit for Illumina(R). Após a ligação dos primers de 

sequenciamento, as bibliotecas foram amplificadas usando KAPA HiFi HotStart 

ReadyMix (Kapa Biosystems) por seis ciclos usando o perfil térmico recomendado 

pelo fabricante e primers indexados P5 e P7 duplos (Kircher et al., 2012). Após 

purificação com esferas SPRI, as bibliotecas foram quantificadas com o kit Quant-

iT(TM) Picogreen (R) dsDNA Assay (ThermoFisher). A equipe da AB então enriqueceu 

pools compreendendo 100 ng de cada uma das oito bibliotecas (800 ng no total) 

usando o sistema MYbaits(R) Target Enrichment (MYcroarray) seguindo a versão 3.0 

do manual. O sequenciamento foi realizado em duas pistas de 100 bp de extremidade 

emparelhada Illumina HiSeq usando química v4. 

2.1.2 Processamento de dados de sequência 

Após o sequenciamento foram removidos os adaptadores e as sequências de 

baixa qualidade, contendo bases ambíguas, foram removidas usando o pipeline de 
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software Illumiprocessor (Faircloth et al 2013; https://github.com/faircloth-

lab/illumiprocessor). Após o corte, os assembled Illumina foram lidos em contigs 

espécie por espécie usando o programa Velvet (Zerbino & Birney, 2008) no 

VelvetOptimiser (https://github.com/VictorianBioinformatics-

Consortium/VelvetOptimiser). Após a montagem, foi usado um programa Python 

personalizado (match_contigs_to_probes.py), disponível em PHYLUCE (Faircloth, 

2016), integrando LASTZ (Harris, 2007) para alinhar contigs específicos de espécies 

ao nosso conjunto probe-UCE. Durante o alinhamento, o último programa cria uma 

base de dados relacional de correspondências para loci UCE por táxon. Em seguida, 

usamos o programa get_match_counts.py (também em PHYLUCE) para consultar o 

banco de dados e gerar arquivos FASTA para loci UCE que foram identificados em 

todos os táxons. Um programa Python personalizado (seqcap_align_2.py) foi então 

usado para alinhar contigs usando o algoritmo de alinhamento MUSCLE (Edgar, 2004) 

e para realizar o corte de borda cortando bordas mal alinhadas de cada alinhamento 

UCE (Faircloth, 2016). 

2.1.3 Análise Filogenética 

Uma análise de máxima verossimilhança (ML) foi realizada com matrizes 

contendo 50%, 75% e 90% de dados para todos os exemplares (Tabela 1). As árvores 

filogenéticas foram enraizadas no clado Charax leticiae. Para análises de ML, os 

dados foram particionados para explicar a variação nas taxas e padrões de evolução 

entre sites usando PartitionUCE (Tagliacollo & Lanfear, 2018) e os modelos de 

substituição estimados com cluster em PartitionFinder v2 (Lanfear et al., 2014, 2016) 

até RAxML v8.0 (Stamatakis, 2006). A análise de bootstrapping a posteriori foi 

https://github.com/faircloth-lab/illumiprocessor
https://github.com/faircloth-lab/illumiprocessor
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conduzido até a convergência de réplicas de bootstrap usando o autoMRE função em 

RAxML (Pattengale et al., 2010; Stamatakis, 2014). 

Tabela 1 - Distintas matrizes analisadas com base em diferentes esquemas de 
partições de dados e cortes de dados de sequência de RAxML 

Matriz Total de pares de base 

50% 1820 

75% 1328 

90% 463 

 

2.2 RESULTADOS 

O sequenciamento e a filtragem de dados produziram um corte inicial de matriz 

alinhada compreendendo 2.443 loci UCE para 48 espécimes (7 espécies do grupo 

Hemigrammus ocellifer e 41 táxons externos). O total da matriz incluiu 29.098.927 

caracteres, dos quais 23.958.546 são nucleotídeos. O comprimento médio dos locus, 

após o alinhamento e corte, foi de 336,09 nucleotídeos (intervalo: 100 – 1.433). A 

matriz com alinhamento completo utilizada foi de 75% completos, com 1.328 UCEs e 

526.503pb, gerando uma árvore com nós, em sua maioria, com 100% de bootstrap.  

(Figura 01).  



51 
 

 

Figura 1 - Árvore filogenética de máxima probabilidade (RAxML) mostrando o grupo de 
espécies de Hemigrammus ocellifer (em verde)  e dos grupos externos dentro da familia 
Characidae 

 

Todas as espécies do grupo Hemigrammus ocellifer formaram um clado 

monofilético. Um clado é formado pelas espécies irmãs H. neptunus e  H. luelingi, 
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divergindo delas H. guyanensis, H. aguaruna e H. ocellifer. O clado  irmão é formado 

pelas espécies irmãs H.pulcher e H. haraldi. 

O clado-irmão do grupo Hemigrammus ocellifer é formado pelas duas espécies 

do gênero Parapristella, Axelrodia lindeae, Hemigrammus vorderwinkleri, e Bryconella 

pallidifrons. 

A árvore filogenética apresenta dois grandes clados, sendo que um estão o 

grupo do Hemigrammus ocellifer e no outro está  a espécie tipo do gênero 

(=Hemigrammus unileniatus), portanto, formando cada grupo-irmão bem distante 

entre eles. Isso indica que o grupo H. ocellifer, não pertence ao genêro Hemigrammus.  

2.3 DISCUSSÃO  

As publicações taxonômicas/sistemáticas abordando o gênero Hemigrammus 

são majoritariamente descrições de novas espécies, ou trabalhos de filogenia que 

tratam da família Characidae ou da ordem Characiformes, e que incluem algumas 

espécies do gênero. Pouco se sabe sobre as relações filogenéticas de Hemigrammus, 

seja entre suas espécies, ou entre elas e outros gêneros de Characidae, porém, 

diversos autores corroboram a hipótese de que Hemigrammus não seja um grupo 

natural (Javonillo et al., 2010; Oliveira et al., 2011; Mirande, 2010, 2019), o que indica 

que provavelmente muitas espécies hoje alocadas em Hemigrammus sejam mais 

relacionadas filogeneticamente a outros gêneros de Characidae. Pela primeira vez 

Lima & Souza (2009) e Lima et al. (2016), propõe possivelmente um grupo 

monofilético (sem testes filogenéticos) dentro do gênero Hemigrammus que são as 

espécies do grupo H. ocellifer, composto por nove espécies, o que foi aqui confirmado 

pelos dados genéticos de sete dessas espécies utilizando dos UCEs. 
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Mirande (2010) propõe o clado Hemigrammus composto por Bario, Deuterodon, 

Hasemania, Hemigrammus, Hyphessobrycon, Moenkhausia, Myxiops?, 

Paracheirodon, Petitella?, Pristella, Probolodus, e Thayeria, sendo que a única 

sinapormofia para este clado é um processo ósseo dorsal no rinosfenoide, que separa 

os nervos oftálmicos orientados anteriormente; este caráter, por sua vez é muito 

homoplástico. Posteriormente, Mirande (2019) aloca Hemigrammus na subfamília 

Stethaprioninae, da tribo Stethaprionini que também inclui um clado chamado 

Hemigrammus onde estão gêneros como Moenkhausia, Aphyodite e Hemigrammus 

(especificamente, H. unilineatus, H. ulreyi e H. rodwayi). Na mesma subfamília o autor 

propõe a tribo Gymnocharacini onde Hemigrammus cf. lunatus (= Hemigrammus 

changae)  forma com o grupo-irmão de H. pulcher, H. haraldi e H. aguaruna (estes 

últimos sendo espécies irmãs) uma tricotomia e o clado irmão seria constituído por 

Deuterodon potaroensis, Jupiaba polylepis e Jupiaba anteroides. Na árvore 

filogenética aqui apresentada, Jupiaba poranga, J. polylepis e J. anteroides não são 

recuperadas como clado irmão do grupo de espécies H. ocellifer.  Nela H. haraldi e H. 

pulcher são espécies irmãs o que concorda com Géry (1977) que considerou H. 

haraldi como uma subespécie (Hemigrammus pulcher haraldi) de H. pulcher.  

Hemigrammus falsus Meiken foi proposta como um sinônimo júnior de H. 

ocellifer por Frankel (2002), baseado em experimentos de cruzamento que 

examinaram a herança da pigmentação no pedúnculo caudal: “O peixe-farol 

(Hemigrammus ocellifer) exibe dois fenótipos associados com manchas na base da 

nadadeira caudal (H. ocellifer ocellifer) ou faltando (H. ocellifer falsus). Zarske (2015), 

entretanto, revalidou H. falsus, apontando que a verdadeira distinção entre H. ocellifer 

e H. falsus é a presença neste último a de uma faixa escura estreita longitudinal médio-

lateral estendendo-se imediatamente atrás da segunda mancha umeral para a 
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mancha do pedúnculo caudal, que está ausente em H. ocellifer. Para Lima et al. (2016) 

a presença de uma estreita faixa médio-lateral conectada a mancha no pedúnculo 

caudal em H. falsus de fato diferencia esta espécie de H. ocellifer, que não apresenta 

uma faixa longitudinal diferente de um escuro muito fino na linha ao longo do septo 

médio lateral, porém, não a diagnostica de H. guyanensis e H. neptunus, já que ambas 

as espécies também apresentam uma faixa escura médio-lateral conectada à mancha 

do pedúnculo caudal. Aparentemente, a faixa escura médio-lateral em H. falsus é mais 

larga do que aquele presente em H. guyanensis e H. neptunus (F.C.T. Lima & R.P. 

Ota, dados não publicados). Entretanto, é possível que H. guyanensis seja um 

sinônimo júnior de H. falsus (Lima et al., 2016), apesar dessa hipótese não ter sido 

testada neste trabalho. Hemigrammus luelingi é recuperada como espécie irmã de H. 

neptunus, embora morfologicamente seja uma das espécies mais distintas do grupo, 

tanto no colorido como na morfologia da região oral (F.C.T. Lima & R.P. Ota, dados 

não publicados). 

Devido a essa dificuldade morfológica em separar H. neptunus, H. guyanensis 

e H. falsus seria de esperar que as três primeiras espécies fossem mais aparentadas 

na árvore filogenética de UCEs, o que, contudo, não se confirmou, sugerindo que as 

similaridades morfológicas podem ser as homoplasias, hipótese essa que precisa ser 

testada em estudos futuros.  

Na descrição de H. aguaruna (Lima et al., 2016), esta espécie é apontada como 

mais próxima de H. yinyang. Hemigrammus aguaruna pode ser prontamente 

distinguida das demais congêneres do grupo de espécies H. ocellifer, com exceção 

de H. yinyang, por apresentar uma segunda mancha umeral muito conspícua, 

intensamente escura, aproximadamente oval e horizontalmente alongada (vs. 

segunda mancha umeral menos desenvolvida que a primeira mancha umeral, 
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verticalmente alongada e muito estreita). Infelizmente, não foi possível obter amostras 

de H. yinyang para a presente análise.  

Como pode ser depreendido, ainda existem várias incertezas taxonômicas em 

relação às espécies do grupo Hemigrammus ocellifer, mas um estudo taxonômico 

amplo envolvendo as espécies do grupo está sendo atualmente desenvolvido por 

F.C.T Lima e R.P. Ota (comunicação pessoal). 

2.3.1 HOLOPRISTIS Eigenmann, 1903 

Espécie tipo – Tetragonopterus ocellifer Steindachner, 1882 

Como caracteres diagnósticos para Holopristis foi definido o pré-maxilar com 

duas séries de dentes, suas coroas formando uma “cumeeira” (“ridge”) e o maxilar 

com dentes ao longo de toda sua borda, e a ausência de espinho pré-dorsal 

(Eigmmann, 1903). Nenhum desses caracteres realmente pode ser considerado 

diagnostico uma vez que a coroa contínua entre os dentes é uma característica 

comum em Characidae, assim como a ausência de espinho pré-dorsal, e a presença 

de dentes ao longo do maxilar foi um erro de observação por Eigenmann (1903), já 

que Hemigrammus ocellifer possui poucos dentes no maxilar. Atualmente Holopristis 

é considerado sinônimo júnior de Hemigrammus. 

O gênero Hemigrammus não é monofilético, porém Lima & Sousa (2009) e 

Lima et al. (2016) propõem que o grupo de espécies Hemigrammus ocellifer como 

monofilético. As nossas análises de genômica com elementos ultraconservados com 

1.328 UCEs e 526.503pb, gerando uma árvore filogenética com nós em sua maioria 

com 100% de bootstrap, confirmam o monofiletismo deste grupo.  
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Morfologicamente o grupo pode ser definido pela presença da combinação de 

duas manchas umerais, uma mancha no pedúnculo caudal, margem superior do olho 

vermelha em espécimes vivos, e uma distinta morfologia dos ganchos da nadadeira 

anal em machos maduros, onde um único gancho de tamanho médio por raio da 

nadadeira anal está presente ao longo da parte anterior dos raios (Lima & Souza, 

2009; Lima et al., 2016). A morfologia e arranjo dos ganchos das nadadeiras anais no 

grupo podem ser divididos em dois tipos: 1) o primeiro, apresentado por H. aguaruna, 

H. guyanensis, H. neptunus, H. ocellifer e H. yinyang, onde os ganchos são de 

tamanho médio e se estendem do último raio não ramificado ao quarto ao sétimo raio 

ramificados da nadadeira anal; 2) enquanto o segundo, presente em H. haraldi, H. 

luelingi e H. pulcher, os ganchos são relativamente grandes e reduzidos em número, 

estendendo-se desde o último raio não ramificado até no máximo o terceiro raio 

ramificado da nadadeira anal (Lima & Sousa 2009).  

A subfamília Stethaprioninae inclui alguns dos mais diversos e problemáticos 

gêneros da família Characidae (Astyanax, Hemigrammus, Hyphessobrycon e 

Moenkhausia) sendo necessário mudanças nomenclaturais e a definição de vários 

novos gêneros para se tornarem monofiléticos (Mirande, 2019). Como o grupo de 

espécies de Hemigrammus ocellifer com dados morfológicos e genômicos definem o 

grupo como monofilético, aqui sendo proposto que estas espécies sejam transferidas 

para o gênero Holopristis, atualmente considerado como um sinônimo júnior de 

Hemigrammus, que seria, portanto, revalidado. Além disso, o grupo H. ocellifer não 

está relacionado com a espécie tipo de Hemigrammus  que é H. unilineatus. 
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2.4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O gênero Hemigrammus não é monofilético. Com o uso de dados genômicos, 

os elementos ultraconservados UCEs e o uso de dados morfológicos presentes na 

literatura como de padrões coloridos e os arranjos ganchos da nadadeira anal de 

machos maduros, podemos corroborar um grupo monofilético dentro desse gênero, 

representado pelas espécies do grupo Hemigrammus ocellifer. O presente estudo 

sugere a revalidação do gênero Holopristis para alocar essas espécies, e com isso 

auxiliar na elucidação das relações filogenéticas e da classificação da família 

Characidae. 
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Estudos de genética populacional com espécies do grupo Hemigrammus 

ocellifer por marcadores de polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Extração de DNA  

Para o desenvolvimento da biblioteca genômica de SNPs, o DNA genômico foi 

extraído do tecido muscular, com o Kit Wizard ® Genomic DNA Purification (Promega, 

EUA). As concentrações de DNA das amostras foram quantificadas no Qubit 4.0 

Fluorometer (Invitrogen), com o Qubit TM dsDNA BR Assay Kit, após essa etapa de 

quantificação, cada amostra foi padronizada para uma concentração final de 200ng/μl 

(Peterson et al., 2012), com volume final de 34 μl e resultando em 5,8 ng/μl. 

3.1.2 Construção da biblioteca ddRAD para SNPs  

A técnica de sequenciamento de DNA associado ao sítio de restrição de dupla 

digestão (ddRAD - double digestion Restriction Associated DNA sequencing) é muito 

utilizado para sequenciar um conjunto de marcadores de todo o genoma com uma 

representação reduzida, sendo os SNPs um dos marcadores mais utilizados 

(Turchetto-Zolet et al., 2017).  

Foram realizadas a construção das bibliotecas genômicas utilizando o protocolo 

ddRADSeq adaptado por Campos et al. (2017), seguindo as diretrizes de Peterson et 

al. (2012), desenvolvido no Laboratório de Biologia e Genética de Peixes (LBGP). 

Para a construção da biblioteca genômica foram utilizados 56 indivíduos do gênero 

Hemigrammus, sendo representantes das espécies Hemigrammus ocellifer (n=38), H. 

neptunus (n=05), H. guyanensis (n=01), H. aguaruna (n=04), H. haraldi (n=06) e H. 

luelingi (n=02). 
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3.1.3 Digestão enzimática  

A preparação das bibliotecas genômicas reduzidas iniciou com a reação de 

dupla digestão enzimática (Double digest), utilizamos um total de 34 μl de DNA (5,8 

ng/μl), 1 μl de cada enzima EcoRI (20U/μl – corte raro) e MspI (10U/μl – corte 

frequente) (Peterson et al., 2012), 4μl TANGO buffer (Cut Smart), em um volume final 

de 40μl, o material foi digerido por três horas em temperatura a 37°C.  

As amostras do material digerido foram purificadas por beads (esferas) 

utilizando o kit de Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, USA), de acordo com o 

protocolo do fabricante, eliminando fragmentos de tamanhos menores que 100 pares 

de bases. Depois da purificação do DNA digerido, as amostras foram quantificadas 

novamente no Qubit, em seguida realizamos a ligação dos adaptadores. 

3.1.4 Ligação de adaptadores  

Os adaptadores P1 (2,0 mM) e P2 (5,0 mM) foram ligados aos fragmentos 

digeridos na reação de ligação, com o volume final de 40μl, com 2,0μl de adaptador 

específico de cada uma das enzimas, 4μl de T4 Ligase Buffer 1X (Promega), 0,5μl da 

enzima T4 Ligase (Promega), e 31,5μl do material digerido. Em seguida, as amostras 

ligadas aos adaptadores foram incubadas a uma temperatura a 23°C em 30 min, 65°C 

a 10 min, 63°C a 90 s, diminuindo gradativamente a temperatura a cada 2°C em 90 s, 

até atingir a temperatura de 23°C. Posteriormente, as amostras da reação de ligação 

dos adaptadores foram purificadas pelas beads. 
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3.1.5 Indexação  

Para reação de indexação, foram inseridas em cada amostra a sequência de 

complemento Nextera® Index Primers (Illumina, San Diego EUA) H5 e H7 (Nextera 

DNA CD Indexes), nos incertos ligados aos adaptadores. A reação de indexação 

constituiu de 15μl do produto de ligação, 5μl de cada index H5 e H7, 25μl de Phusion 

High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific), a fim de obter um volume final de 

50μl. Para a correta identificação das amostras, foi utilizada uma combinação única 

de index, com os respectivos barcode.  

A reação de PCR para indexação foi realizada de acordo com as seguintes 

condições de ciclo: 72°C por 3 min, após, duas etapas de desnaturação a 95°C por 

30 s, seguindo-se 16 ciclos a 95°C por 30 s, um passo de anelamento a 55°C por 30 

s, um passo de extensão a 72°C por 30 s e a extensão final a 72°C por 5 min. Após a 

reação de PCR de indexação os amplicons foram purificados com as beads. 

3.1.6 Construção do Pool e Size selection  

As amostras purificadas foram quantificadas no Qubit, em seguida as mesmas 

foram padronizadas a uma concentração de 10ng/μl, todas amostras foram mescladas 

em um pool, purificado com beads e novamente quantificados. Depois foi realizado 

um size selection, escolhendo os fragmentos do tamanho de interesse (300-500 pb). 

A realização do size selection o volume total obtido (+ /- 40μl), foi inserido no gel de 

agarose a 1%, corado com o intercalante SYBRTM Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), 

tendo como peso molecular o 1kb DNA Ladder. Ao final, realizamos o size selection 

(corte) na região do gel de agarose entre 300-500 pb.  
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Realizamos as etapas de purificação do gel com o kit Wizard® SV Gel and PCR 

Clean-Up System (Promega, EUA), seguindo instruções do fabricante, em seguida, 

foi realizada a última quantificação no Qubit. Logo após foi realizada uma PCR em 

tempo real (qPCR), desta forma, foi possível determinar a concentração da biblioteca 

para o sequenciamento. A biblioteca foi normalizada e desnaturada, sendo 

sequenciada com leituras de extremidade única de 150 pb (single end) na plataforma 

NGS Illumina Nextseq550 no Laboratório de Pesquisa em Análise Genéticas no 

Instituto de Biotecnologia (IBTEC – UNESP, campus Botucatu/SP). 

3.1.7 Análise de Bioinformática 

Após o sequenciamento da biblioteca, foram extraídas as sequências de leitura 

bruta (reads-raw date) utilizando a plataforma Illumina. A acurácia da qualidade das 

reads foram obtidas, pelo programa FastQC (Andrews, 2018). Os resultados que 

combina todas as amostras do FastQC foram aplicados pelo programa MultiQC 

(https://github.com/ewels/MultiQC).  

Após a etapa de verificação de qualidade das sequências, foram realizadas 

algumas filtragens usando o software Trimmomatic versão 0.36 (Bolger et al., 2014) 

com base nos seguintes critérios: (I) remoção de pares de base (pb) com a presença 

de adaptadores; (II) remoção de reads que apresentaram qualidade inferior de QScore 

= 20 (Phred QScore); sequências com presença de sítios enzimáticos (digestão in 

silico) foram removidas conforme Driller et al. (2020). O comprimento de sequência 

mais conservadora no final das etapas de filtragem foi padronizado em 143 pb 

(Suplementar 1).  

https://github.com/ewels/MultiQC
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As espécies do gênero Hemigrammus não apresentam um genoma de 

referência nos bancos de dados públicos, portanto, realizamos a montagem do 

catálogo de marcadores, com amostras que apresentaram maior número de reads, 

em seguida, iniciamos o rastreio de SNPs utilizando a pipeline de novo do STACKS 

v. 2.1 (Catchen et al., 2013). 

Para detecção de SNP, rodamos o pipeline denovo (denovo.pl) disponível no 

STACKS com os seguintes parâmetros: m = 3 (controla o número de reads idênticas 

necessárias para indicar um possível alelo), M = 4 (controla o número de 

incompatibilidades permitidas entre os alelos de um indivíduo heterozigoto) conforme 

o conjunto de dados.  

O índice de referência foi feito pelo programa Bowtie2 (v2.2.4), utilizando a 

pipeline Ref_map implementada no STACKS, com cada amostra alinhada. Após o 

alinhamento, para a seleção de SNPs foi utilizando a pipeline do STACKS populations. 

Foram utilizados SNPs que genotiparam pelo menos 75% dos indivíduos de cada 

população, paralelamente, foram aplicados um filtro para eliminar os SNPs que 

apresentaram valor de MAF (Minor allel frequency) < 0,05. 

3.1.8 Inferência filogenômica 

A análise de máxima verossimilhança (ML) foi realizada através do RaxML v8.2 

(Stamatakis 2014) com o modelo GTR GAMMA, e a análise posterior do bootstrap foi 

realizada com a função autoMRE em RAxML e a árvore ML de melhor ajuste foi 

reconciliada com a réplica bootstrap. A filogenia obtida foi visualizada e editada no 

FigTree v1.4.3.(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 
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 Usamos um algoritmo Neighbour-Net (Bryant & Moulton, 2004) baseado em 

distâncias p não corrigidas implementadas em SplitsTree 4.13.1 (Huson & Bryant 

2006) e desenhadas usando o algoritmo de ângulo igual. A edição final da imagem foi 

realizada no software Paint.NET. 

3.1.9 Genômica populacional 

Examinamos o número de clusters existentes entre amostras do gênero 

Hemigrammus usando análise Bayesiana usando o software STRUCTURE (Pritchard 

et al., 2000), a estimativa do valor de k foi com k=1 a k=7, com 500.000 MCMC; burn-

in de 10%, sendo 10 corridas independentes por K e realizado por um modelo de 

mistura e as frequências assumidas foram correlacionadas. A identificação do número 

de clusters genéticos (k) foi realizada pelo método Puechmaille (Puechmaille, 2016), 

utilizando o Structure Selector (Li & Liu, 2018). Em seguida, analisamos as diferenças 

genéticas usando valores de FST par a par calculados em ARLEQUIN v.3.5.2.2 

(Excoffier & Lischer, 2010). 

Por fim, para melhor acurácia dos resultados, realizamos análises específicas 

de genética de populações em 38 amostras identificadas morfologicamente como H. 

ocellifer, estimando o FST pareado entre as diferentes regiões. O grupo denominado 

H. ocellifer 1, foi coletado em Porto Velho/RO (1), Rio Branco/AC (2), Itaituba/PA (3), 

Loreto/Peru (4), Tabatinga/AM (5), Presidente Figueiredo/ AM (6), Alvarães/AM (7), 

Oiapoque/AP (8). As amostras do grupo H. ocellifer 2, foram coletadas em Cruzeiro 

do Sul/AC (9), São Gabriel da Cachoeira/AM (10), Ferreira Gomes/AP (11) (Fig. 01). 
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Fig. 01. Mapa com destaque a identificação dos pontos amostrados de espécimes do 
grupo Hemigrammus ocellifer 1 (amarelo) e do grupo Hemigrammus ocellifer 2 (azul). 

 

3.2 RESULTADOS  

As análises de dados obtidos pelo sequenciamento de NGS resultou em 

122.913.983 reads obtidas para 56 indivíduos do gênero Hemigrammus. Após as 

filtragens de dados de NGS utilizando a pipeline STACKS, foram obtidas 99.094.966 

leituras resultando um total de 5.806 SNPs. 

3.2.1 Gênero Hemigrammus 

Após as filtragens de dados e rastreio de marcadores, foi obtido um total de 

5.431 SNPs que genotiparam 56 espécimes do grupo Hemigrammus ocellifer. 
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A árvore de RaxML evidenciou seis grupos delimitados e um singleton, 

totalizando sete delimitações que podem ser reconhecidos na Figura 02A. O singleton 

é o único espécime de H. guyanensis (voucher 18242), coletado no Suriname. 

Os indivíduos das espécies H. neptunus, H. aguaruna, H. haraldi e H. luelingi, 

foram previamente identificados morfologicamente e formaram os respectivos grupos 

nas análises genéticas (Fig. 02A). Contudo, o indivíduo do voucher 92098 proveniente 

do Peru, foi identificado morfologicamente como H. pulcher, porém após as análises 

genéticas o indivíduo foi saiu agrupado com H. haraldi.  

Os 38 espécimes de H. ocellifer analisados neste estudo, foi dividido em dois 

grupos na RaxML, no qual foram nomeados de H. ocellifer 1 e H. ocellifer 2. No grupo 

H. ocellifer 1, encontramos 29 amostras, distribuídas em diferentes regiões do Brasil, 

em Rondônia (n=05), Acre (n=05), Pará (n=04), Amazonas (n=09), Amapá (n=04), e 

amostras provenientes do Peru, na região de Loreto (n=02) (Fig. 02A). No grupo H. 

ocellifer 2, foi formado por 09 amostras provenientes do Brasil, distribuídas nas 

regiões do Acre (n=01), Amazonas (n=04) e Amapá (n=04) (Fig. 02A).  

Para uma melhor compreensão e distribuição dos clados obtidos da RaxML, 

foram realizadas análises bayesianas de similaridade genética no programa 

STRUCTURE e com base nos dados de agrupamentos (K=1-7), identificou que a 

maior probabilidade de clusters foi de k=6, segundo as estimativas dos métodos de 

Puchmaille (Fig. 02B, Material Suplementar 2).  

Nas imagens de k=6 e k=7 obtidas do STRUCTURE, é possível observar o 

compartilhamento de alelos ancestrais entre as espécies de H. ocellifer 1 provenientes 

do Amapá com espécimes de H. neptunus, de Rondônia entre os espécimes de H. 
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aguaruna e H. haraldi, e por fim, um compartilhamento de alelos ancestrais entre H. 

ocellifer 2 e H. luelingi. 

 

Fig. 02. Análises genômicas de sequências ddRAD alinhadas de Hemigrammus (n=56 

amostras) utilizando 5.431 SNPs. (A) Filogenia de máxima verossimilhança (RAxML); 

(B) Análise Bayesiana de similaridade genética realizada nos resultados do 

STRUCTURE (k=6, k=7). 

  

Uma segunda abordagem filogenômica também foi utilizada neste estudo, a 

análise de rede com base nos 5.431 SNPs revelou sete grupos principais (Fig. 03), no 

qual evidenciou os mesmos agrupamentos que a RaxML. Neste resultado, é possível 
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observar que H. ocellifer 1 apresenta haplótipos mais relacionado com H. neptunus, 

H. ocellifer 2 mais relacionado com H. luelingi, assim como H. aguaruna e H. haraldi, 

respectivamente. Estes resultados representam o compartilhamento de alelos 

ancestrais, como já identificado pela análise bayesiana do STRUCTURE. 

 

 

Fig. 03. Rede de haplótipos (Neighbour-Net) em espécies do gênero Hemigrammus 

(n=56 amostras) utilizando 5.431 SNPs. 

 

Para avaliar o índice de diferenciação genética entre os sete grupos detectados 

nas análises de RaxML e na rede, foram calculados os valores de FST par-a-par. Altos 

índices de diferenciação genética entre os grupos do gênero foram detectados (Fig. 

04, Material Suplementar 3).  Os maiores valores identificados, foram entre H. 

guyanensis e H. aguaruna (FST=0.9718) e entre H. aguaruna e H. luelingi 

(FST=0.9710), respectivamente. Os menores valores detectados, foram entre H. 
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ocellifer 1 e H. neptunus (FST=0.3645), e entre H. ocellifer 1 e H. guyanensis 

(FST=0.4732). 

 

Fig. 04. Mapa de calor representando matrizes de distância FST par-a-par em 56 

espécimes do gênero Hemigrammus, com 5.431 SNPs. Valores de p não significativo 

>0,05 representado por x. 

 

3.2.2 Hemigrammus ocellifer 

Em todas as análises realizadas neste estudo, os espécimes de H. ocellifer, 

revelaram dois grupos distintos, com um alto índice de FST par-a-par (0.5751), além 

disso, é possível observar a presença de subclados relacionados com a área 

geográfica amostrada, evidenciados pela RaxML, por tal motivo, realizamos uma 

investigação populacional para verificar os níveis de diferenciação genética entre os 

indivíduos de cada região amostrada, por meio do índice genético FST. 
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Os resultados de diferenciação genética resultaram em altos valores de FST 

entre todos os grupos, sendo o maior valor entre espécimes do grupo H. ocellifer 1 do 

Oiapoque/Amapá e do grupo H. ocellifer 2 de São Gabriel da Cachoeira/Amazonas 

(FST=0.9434), e o menor valor de FST entre indivíduos do grupo H. ocelifer 1 do 

Amazonas, nas regiões de Presidente Figueiredo e Alvarães (FST=0.2716) (Fig. 05, 

Material Suplementar 4). 

 

Fig. 05. Mapa de calor representando matrizes de distância FST par-a-par, com 5.431 

SNPs, entre indivíduos morfologicamente identificados como Hemigrammus ocellifer 

(n=38 amostras), de acordo com o local de amostragem. Valor de p não significativo 

>0,05 representado por x. Grupo H. ocellifer 1= Porto Velho/RO (1), Rio Branco/AC 

(2), Itaituba/PA (3), Loreto/Peru (4), Tabatinga/AM (5), Presidente Figueiredo/AM (6), 

Alvarães/AM (7), Oiapoque/AP (8). Grupo H. ocellifer 2= Cruzeiro do Sul/AC (9), São 

Gabriel da Cachoeira/AM (10), Ferreira Gomes/AP (11). 
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3.3 DISCUSSÃO 

Este estudo apresenta a uma investigação inicial sobre as espécies do gênero 

Hemigrammus, com os resultados obtidos através dos marcadores SNPs foi possível 

detectar evidências de seis espécies analisadas, sendo Hemigrammus neptunus, H. 

gyanensis, H. aguaruna, H. haraldi, H. luelingi e H. ocellifer. e ainda, os espécimes 

amostrados de H. ocellifer, revelaram dois distintos grupos em todas as análises, 

assim apresentando evidências de um complexo de espécie. 

Há nove espécies definidas morfologicamente do grupo Hemigrammus ocellifer 

(sensu Lima et al. 2016). No presente estudo, foram definidos geneticamente sete 

grupos com a análise de RAxML e Structure (Bayesiana), com altas diferenças 

genéticas reveladas pelo índice FST.  

Não foram incluídas neste estudo as espécies H. yinyang, que é restrita à bacia 

do rio Uaupés (bacia do alto Rio Negro) e H. falsus, que é aparentemente um sinônimo 

sênior de H. guyanensis (Lima & Sousa, 2009; Lima et al., 2016). Nem H. pulcher pode 

ser considerada incluída, já que a delimitação de espécies considerou como H. 

haraldi. Hemigrammus yinyang é morfologicamente mais similar à H. aguaruna (Lima 

et al, 2016), e por isso possivelmente mais proximamente relacionada à essa espécie 

do que com as demais do grupo Hemigrammus ocellifer, porém isso é somente uma 

hipótese que não foi testada. É presumível que numa futura análise genética essas 

duas espécies irão constituir um agrupamento genético adicional.  

Nas análises genéticas estatísticas o índice FST mostra que H. neptunus, H. 

guyanensis, H. aguaruna, e H. haraldi são unidades genéticas independentes, 

concordando com taxonomia baseada na morfologia. A exceção fica por conta do 
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único individuo de H. pulcher não ser considerado uma espécie válida, discordando 

da morfologia. 

Neste estudo, as espécies que são muito parecidas morfologicamente são H. 

neptunus e H. guyanensis, sendo que a primeira possui uma mancha escura em forma 

tridente no final do pedúnculo caudal que a diferencia da última (Zarske & Géry, 2002). 

Os arranjos de ganchos entre as duas espécies são iguais, onde os ganchos são de 

tamanho médio e se estendem do último não ramificado ao quarto ao sétimo raio 

ramificado da nadadeira anal (Lima & Sousa 2009). As análises genéticas diferem 

essas duas espécies tanto nas estatísticas e no índice FST  0.7725 corroborando que 

são duas espécies distintas. Porém, é necessário maior estudos em relação a essas 

espécies já que somente um indivíduo de H. guyanensis foi analisado e não foram 

analisados indivíduos da bacia do rio Paraguai de H. neptunus. 

O indivíduo LBP 92098 foi identificado morfologicamente como H. pulcher, mas 

geneticamente esse exemplar concorda com H. haraldi. Essas espécies, embora 

similares morfologicamente, diferem no padrão de colorido e tamanho máximo (F.C.T. 

Lima e R.P. Ota, dados não publicados), sendo bem conhecidas no meio aquarista. 

Além disso, essas espécies ocupam habitats diferentes, sendo que H. pulcher vive em 

igarapés e rios (riachos de terra firme) e H. haraldi em lagos de rios de água branca 

(F.C.T. Lima, comunicação pessoal).  

Um fator limitante em nossas análises foi que só dispúnhamos de tecido de um 

exemplar de H. pulcher, sendo necessário maior amostragem dessa espécie para 

poder ter certeza sobre sua identificação. Uma característica que distingue essas 

espécies das demais do grupo Hemigrammus ocellifer são os ganchos nas nadadeiras 

anais (Géry, 1961; Lima & Sousa 2009). Por outro lado, pode estar ocorrendo trocas 
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de alelos entre essas espécies segundo os resultados obtidos no programa 

STRUCTURE, o que pode influenciar esse resultado. 

Hemigrammus luelingi é considerado dentro do grupo Hemigrammus ocellifer a 

espécie mais distinta morfologicamente (F.C.T. Lima e R.P. Ota, dados não 

publicados). Entretanto, geneticamente essa espécie é muito próxima de 

Hemigrammus ocellifer 1 e H. ocellifer 2, compartilhando alelos com essas 

populações, sendo corroborado pela rede de haplótipos estando como sendo muito 

próximo a esses dois clados. Porém, é uma espécie bem diferenciada dessas duas 

segundo o índice FST  com H. ocellifer 1 (0.5063) e  H. ocellifer 2 (0.5780). 

Hemigrammus ocellifer não apresenta nenhuma diferença morfológica 

identificada até o momento entre as populações analisadas. Nem de outras 

populações analisadas de outros locais de ocorrência da espécie, que se estende 

desde a Guiana, Suriname e Guiana Francesa e pelas partes baixas da bacia 

amazônica, desde o baixo Amazonas até a Amazônia ocidental no Equador, Peru e 

Colômbia (F.C. T. Lima e R.P. Ota, dados não publicados). Nos resultados genéticos 

da árvore de distância e do STRUCTURE fica claro a presença de dois grupos 

genéticos que apresentam pouco compartilhamento de alelos. Hemigrammus ocellifer 

1 compartilha mais alelos com outas espécies. A rede haplotipica confirma esses 

resultados.  

Do ponto de vista biogeográfico, os dois clados de Hemigrammus ocellifer 

compreendem populações em muitos casos geograficamente distantes, o que torna a 

compreensão de sua biogeografia uma questão desafiadora. Por exemplo, em dois 

extremos da distribuição da espécie, Amapá e Acre, há populações de ambos os 

clados, com populações de Hemigrammus ocellifer 1 no Oiapoque (AP) e Rio 

Branco(AC), e Hemigrammus ocellifer 2 no Araguari (AP) e Cruzeiro do Sul (AC). Essa 
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distribuição pode ser causada pela heterogeneidade de ambientes amazônicos, 

incluindo a arquitetura dendrítica das redes de drenagem fluvial, o papel perene da 

captação fluvial dinâmica na fragmentação e fusão de ecossistemas fluviais através 

tempo e espaço, além desses serem bem antigos (Albert et al, 2018; Cracraft et al, 

2020). Grandes rios amazônicos e matas de várzea podem ser barreiras para vários 

organismos aquáticos e terrestres, e são importantes na homogeneização genética. 

Já rios de pequeno porte como igarapés de terra firme podem facilitar a diferenciação 

entre populações. A maioria dos grupos dos organismos amazônicos carecem de 

dados genéticos com resolução para discernir as relações entre processos (por 

exemplo, especiação e extinção) em escalas biogeográficas e processos 

microevolutivos (por exemplo, seleção, migração e deriva) operando em escalas 

populacionais (Smith et al, 2017; Dagosta & de Pinna, 2017). 

Os resultados deste estudo, evidenciam que H. ocellifer é um complexo de 

espécies que ainda precisam de maior investigação, como coletas regionais e focais.

 Entretanto, a princípio, este complexo poderia ser influenciado por uma barreira 

fluvial, segundo a qual os rios podem servir como barreiras à dispersão gerando 

divergência ecológica (Claramunt et al, 2012).  A hipótese de captura do rio postula 

que rearranjos na rede fluvial (ou seja, mudanças nas conexões fluviais devido a 

capturas e avulsões) que ocorrem em locais espaciais e temporais apropriados podem 

impulsionar a diversificação, aumentando as oportunidades de especiação e 

dispersão, reduzindo assim a probabilidade de extinção (Albert et al., 2018). 

Se as barreiras fluviais estruturam populações, então os rearranjos do curso do 

rio poderiam estimular diversificação promovendo isolamento episódico e contato 

secundário. Nesses casos, espera-se que as populações não sejam apenas 

estruturadas através das barreiras fluvial, mas também mostram evidências de graus 
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de fluxo gênico ou simpatria entre populações diferenciadas (Dagosta & de Pinna, 

2017; Albert et al, 2018). Esse é o caso de H. ocellifer, que habita preferencialmente 

rios de terra firme e que podem ter populações isoladas nesses igarapés e terem 

processos de diferenciação genética em suas populações. 

3.4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 As espécies do grupo Hemigrammus ocellifer representam sete grupos 

genéticos, sendo que muitos desses trocam alelos entre si, podendo haver fluxo 

gênico. São reportadas nove espécies para esse grupo, sendo que das 6 espécies 

analisadas no presente estudo, com evidências de um complexo de espécie em H. 

ocellifer. Essa espécie vive especialmente em igarapés de terra firme, sendo que 

esses podem ser um fator de divergência entre as populações. São necessários mais 

estudos com maior número de populações de algumas espécies pouco representadas 

no presente estudo e com a espécie H. yinyang. A filogeografia do grupo em especial 

de H. ocellifer deve ser feito em diversas escalas, principalmente regional, para que 

se tenha um resultado mais robusto.  
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3.6 MATERIAL SUPLEMENTAR  

Suplementar 1. Sumário do sequenciamento ddRAD e processamento das sequências dos indivíduos do gênero Hemigrammus. 

Gênero Espécie Voucher Local Raw 

Date 

HEADCROP5/Quality20 Non-Digested 143pb 

Hemigrammus luelingi 86851 Leticia/CO 5.693.963 5.679.545 5.523.347 4.917.730 

Hemigrammus ocellifer 50117 Porto Velho/RO 5.470.549 5.432.395 5.337.721 4.327.825 

Hemigrammus ocellifer 82677 Oiapoque/AP 3.550.036 3.531.416 3.470.135 2.953.252 

Hemigrammus ocellifer 83299 Ferreira Gomes/AP 3.446.416 3.433.811 3.364.840 2.679.246 

Hemigrammus ocellifer 82681 Oiapoque/AP 3.218.118 3.202.301 3.131.710 2.745.818 

Hemigrammus ocellifer 59229 Itaituba/PA 3.191.023 3.181.956 3.127.857 2.360.581 

Hemigrammus ocellifer 82679 Oiapoque/AP 3.126.432 3.119.725 3.063.478 2.583.702 

Hemigrammus ocellifer 83298 Ferreira Gomes/AP 3.067.452 3.043.642 2.981.843 2.609.072 

Hemigrammus ocellifer 54293 Nauta/Loreto 2.977.152 2.951.679 2.901.315 1.926.729 

Hemigrammus ocellifer 54291 Nauta/Loreto 2.968.412 2.937.951 2.890.245 2.177.708 

Hemigrammus luelingi 86855 Leticia/CO 2.950.818 2.928.493 2.859.641 2.555.507 

Hemigrammus ocellifer 69373 Rio Branco/AC 2.926.551 2.917.195 2.858.248 2.094.370 

Hemigrammus ocellifer 82678 Oiapoque/AP 2.900.939 2.885.027 2.814.028 2.509.164 

Hemigrammus ocellifer 54292 Nauta/Loreto 2.883.559 2.844.725 2.797.104 1.946.398 

Hemigrammus ocellifer 59227 Itaituba/PA 2.870.424 2.856.068 2.810.751 2.169.937 

Hemigrammus ocellifer 69372 Rio Branco/AC 2.797.890 2.785.436 2.729.235 2.083.185 

Hemigrammus ocellifer 59230 Itaituba/PA 2.743.643 2.725.341 2.679.419 2.077.831 

Hemigrammus ocellifer 69374 Rio Branco/AC 2.472.710 2.460.924 2.412.448 1.752.271 

Gênero Espécie Voucher Local Raw Date HEADCROP5/Quality20 Non-Digested 143pb 
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Hemigrammus ocellifer 96443 São Gabriel da 

Cachoeira/AM 

2.444.431 2.423.879 2.265.721 1.987.734 

Hemigrammus ocellifer 59228 Itaituba/PA 2.381.054 2.374.111 2.281.076 1.583.892 

Hemigrammus ocellifer 72211 Presidente 

Figueiredo/AM 

2.345.395 2.334.198 2.294.756 1.983.592 

Hemigrammus ocellifer 50114 Porto Velho/RO 2.332.550 2.317.541 2.271.614 1.935.117 

Hemigrammus ocellifer 72210 Presidente 

Figueiredo/AM 

2.328.953 2.317.451 2.278.487 1.890.055 

Hemigrammus aguaruna 86656 Leticia/CO 2.320.927 2.300.278 2.253.394 1.882.708 

Hemigrammus ocellifer 83300 Ferreira Gomes/AP 2.319.048 2.308.476 2.263.374 1.982.059 

Hemigrammus ocellifer 96630 Cruzeiro do Sul/AC 2.256.723 2.231.804 2.122.318 1.871.041 

Hemigrammus ocellifer 50116 Porto Velho/RO 2.238.693 2.235.205 2.195.869 1.814.536 

Hemigrammus ocellifer 95824 Alvarães/AM 2.048.514 2.037.876 1.998.286 1.744.956 

Hemigrammus aguaruna 86658 Leticia/CO 2.045.506 2.022.438 1.985.461 1.651.959 

Hemigrammus guyanensis 50710 Amazonas/Madeira 2.038.059 2.026.059 1.974.153 1.725.173 

Hemigrammus haraldi 96020 Atalaia do 

Norte/AM 

1.981.873 1.970.730 1.923.814 1.756.903 

Hemigrammus luelingi 86854 Leticia/CO 1.894.424 1.880.285 1.834.978 1.628.830 

Hemigrammus ocellifer 69375 Rio Branco/AC 1.883.264 1.870.131 1.827.005 1.435.831 

Hemigrammus ocellifer 69376 Rio Branco/AC 1.878.663 1.864.616 1.824.622 1.438.095 

Hemigrammus ocellifer 96441 São Gabriel da 

Cachoeira/AM 

1.798.528 1.792.566 1.734.950 1.519.332 

Hemigrammus neptunus 50561 Amazonas/Madeira 1.793.134 1.774.346 1.725.733 1.534.257 

Hemigrammus ocellifer 86873 Tabatinga/AM 1.789.061 1.779.291 1.740.502 1.521.179 

Hemigrammus pulcher 92098 Maynas/Loreto 1.786.947 1.776.674 1.721.023 1.551.433 

Hemigrammus haraldi 96021 Atalaia do 

Norte/AM 

1.786.326 1.777.229 1.641.089 1.522.637 

Hemigrammus haraldi 96018 Atalaia do 

Norte/AM 

1.784.165 1.776.104 1.713.714 1.205.419 
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Gênero Espécie Voucher Local Raw Date HEADCROP5/Quality20 Non-Digested 143pb 

Hemigrammus ocellifer 50115 Porto Velho/RO 1.740.443 1.725.168 1.695.533 1.408.392 

Hemigrammus ocellifer 96440 São Gabriel da 

Cachoeira/AM 

1.740.208 1.732.230 1.693.090 1.487.818 

Hemigrammus haraldi 96019 Atalaia do 

Norte/AM 

1.736.615 1.724.729 1.678.280 1.485.094 

Hemigrammus ocellifer 83297 Ferreira Gomes/AP 1.677.566 1.662.725 1.631.622 1.444.310 

Hemigrammus ocellifer 86871 Tabatinga/AM 1.635.932 1.628.105 1.592.946 1.374.576 

Hemigrammus haraldi 96022 Atalaia do 

Norte/AM 

1.613.839 1.604.527 1.527.068 1.367.082 

Hemigrammus aguaruna 86657 Leticia/CO 1.611.552 1.592.785 1.432.428 1.319.037 

Hemigrammus ocellifer 82680 Oiapoque/AP 1.562.735 1.553.408 1.522.486 1.278.352 

Hemigrammus ocellifer 96442 São Gabriel da 

Cachoeira/AM 

1.560.358 1.551.941 1.478.984 1.321.312 

Hemigrammus ocellifer 50118 Porto Velho/RO 1.560.318 1.559.193 1.523.057 1.223.042 

Hemigrammus ocellifer 95826 Alvarães/AM 1.559.409 1.551.284 1.412.993 1.205.419 

Hemigrammus guyanensis 18242 Suriname 1.531.329 1.519.884 1.470.835 1.255.442 

Hemigrammus neptunus 50562 Amazonas/Madeira 1.492.620 1.481.458 1.345.666 1.257.794 

Hemigrammus ocellifer 86870 Tabatinga/AM 1.489.557 1.481.439 1.454.449 1.251.909 

Hemigrammus neptunus 50558 Amazonas/Madeira 1.414.690 1.396.862 1.233.405 1.117.346 

Hemigrammus ocellifer 86872 Tabatinga/AM 1.258.379 1.251.097 1.224.641 1.050.612 

Hemigrammus ocellifer 95823 Alvarães/AM 1.163.721 1.107.425 1.079.382 953.179 

Hemigrammus neptunus 50559 Amazonas/Madeira 1.091.990 1.084.693 1.045.409 962.131 

Hemigrammus luelingi 86853 Leticia/CO 974.247 967.281 907.238 817.866 
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Suplementar 3 Número ótimo de clusters identificados para o gênero Hemigrammus 
(k=6), utilizando 5.431 SNPs, pelo método Puechmaille (Maxmean), visualizados no 
STRUCTURE. 

 

 

 

 

Suplementar.4 Estimativa de valores de FST par a par de espécies do gênero 

Hemigramus, usando 5,431 SNPs. * P-value not significant >0.05. H. ocellifer 1 (Hoc 

1), H. neptunus (Hne), H. guyanensis (Hgu), H. aguaruna (Hag), H. haraldi (Hha), H. 

ocellifer 2 (Hoc2), H. luelingi (Hlu). 

 1 - Hoc 1 2 - Hne 3 - Hgu 4 – Hag 5 -Hha 6 - Hoc2 7 – Hlu 

1 -       

2 0.3645 -      

3 *0.4732 *0.7725 -     

4 0.8087 0.9369 *0.9718 -    

5 0.8274 0.9249 *0.9192 0.9560 -   

6 0.5751 0.6971 *0.5940 0.8569 0.8684 -  

7 0.5063 *0.7901 *0.8762 *0.9710 *0.9347 0.5780 - 

 

 

 



84 
 

 

Suplementar 5 Estimativa de par a par dos valores de FST identificados 
morfologicamente como Hemigrammus ocellifer (n=38 amostras), utilizando 5.431 
SNPs, de acordo com o local de amostragem. * Valor P não significativo >0.05. Group 
H. ocellifer 1= Porto Velho/RO (1), Rio Branco/AC (2), Itaituba/PA (3), Loreto/Peru (4), 
Tabatinga/AM (5), Presidente Figueiredo/AM (6), Alvarães/AM (7), Oiapoque/AP (8). 
Group H. ocellifer 2= Cruzeiro do Sul/AC (9), São Gabriel da Cachoeira/AM (10), 
Ferreira Gomes/AP (11). 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1 -           

2 0.5518 -          

3 0.6117 0.7713 -         

4 *0.5672 *0.7592 *0.7733 -        

5 0.5966 0.7434 0.7508 0.5694 -       

6 *0.4478 0.6830 *0.6852 *0.5883 *0.5362 -      

7 0.3331 0.6186 *0.6409 *0.5167 0.5255 *0.2716 -     

8 0.6900 0.8296 0.8283 *0.8451 0.8128 *0.7792 0.7217 -    

9 *0.7735 *0.8722 *0.867 *0.8941 *0.8356 *0.8141 *0.7615 *0.9146 -   

10 0.8722 0.9192 0.9184 *0.9351 0.9050 *0.9084 *0.8800 0.9434 *0.8967 -  

11 0.7535 0.8209 0.8181 *0.7846 0.7904 *0.7514 0.7374 0.8482 *0.4536 0.7470 - 

 

 

 

 

 

 


