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RESUMO

Introducdo. O género Fluviphylax compreende espécies de peixes oviparos que estdo entre 0s
menores individuos da regido Amaz6nica, com comprimento padréo inferior aos 22 mm. Um
fenotipo miniaturizado, como o identificado em Fluviphylax, corresponde a reducdo extrema
do tamanho corporal do individuo adulto. Essa redugdo possui influéncia da combinacdo de
caracteristicas plesiomorficas e apomarficas importantes na histéria evolutiva do grupo, como
0 aumento da variabilidade morfoldgica, o surgimento de novidades morfoldgicas ou reducéo
e simplificacdo estrutural. Pressfes bioticas na exploracao de recursos alimentares e fuga de
predacdo é uma valida hip6tese para a miniaturizacdo da ictiofauna dulcicola na Amazoénia.
Objetivo. O objetivo deste trabalho é determinar a area de distribuicdo de Fluviphylax simplex,
por meio da identificacdo de espécimes em colec¢des ictioldgicas e do sequenciamento de um
marcador de evolucgdo rapida, o gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COI). Metodologia.
através do sequenciamento de um fragmento (600 bp) do gene mitocondrial Citocromo Oxidase
I (COI) de 21 individuos da espécie ao longo da sua distribui¢do. Foram analisados dois datasets
(600 pb e 502 pb) que resultaram em duas redes de haplétipos. Além disso, uma relacao
filogenética entre os hapldtipos foi inferida por meio da Inferéncia Bayesiana. Resultados. A
elevada diversidade haplotipica (Hd = 0,9381) observada globalmente em Fluviphylax simplex
indica alta variabilidade genética demonstrando maior proporcdo de haplotipos dentro das
populacbes. J& a diversidade nucleotidica baixa (= = 0,0150) é consistente com a origem
relativamente recente da espécie no final do Mioceno, ha aproximadamente 6,5 milhdes de
anos. Pela primeira vez foi identificada a presenca da espécie no médio rio Negro préximo a
Santa Isabel do Rio Negro, indicando a provavel existéncia de uma conexao entre as cabeceiras
de tributérios do rio Solimdes e do rio Negro. A conexdo observada entre as populagdes de F.
simplex revela que grande parte dessa comunicagdo pode estar associada as varzeas, uma das
principais forcas que direciona a diversidade da ictiofauna no ambiente associada a fatores de
sazonalidade, além das cabeceiras de pequenos cérregos no interior das florestas. Foi realizada
uma descricdo do colorido em vida da especie baseando-se em diferentes individuos
distribuidos ao longo de sua ampla distribuicao.

Palavra-chave: Fluviphyla; Bacia Amaz6nica; COl; colorido em vida
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ABSTRACT

Introduction. The genus Fluviphylax comprises species of oviparous fish that are among the
smallest individuals in the Amazon region, with a standard length of less than 22 mm. A
miniaturized phenotype, as identified in Fluviphylax, corresponds to an extreme reduction in
the body size of the adult individual. This reduction is influenced by the combination of
plesiomorphic and apomorphic characteristics important in the evolutionary history of the
group, such as increased morphological variability, the emergence of morphological novelties
or structural reduction and simplification. Biotic pressures on the exploitation of food resources
and escape from predation is a valid hypothesis for the miniaturization of freshwater
ichthyofauna in the Amazon. Objective. The objective of this study is to determine the
distribution area of Fluviphylax simplex, through the identification of specimens in
ichthyological collections and the sequencing of a rapidly evolving marker, the mitochondrial
Cytochrome Oxidase | (COI) gene. Methodology. through the sequencing of a fragment (600
bp) of the mitochondrial Cytochrome Oxidase | (COI) gene from 21 individuals of the species
throughout its distribution. Two datasets (600 bp and 502 bp) were analyzed, resulting in two
haplotype networks. In addition, a phylogenetic relationship between the haplotypes was
inferred through Bayesian Inference. Results. The high haplotype diversity (Hd = 0.9381)
observed globally in Fluviphylax simplex indicates high genetic variability demonstrating a
higher proportion of haplotypes within populations. On the other hand, the low nucleotide
diversity (= = 0.0150) is consistent with the relatively recent origin of the species in the late
Miocene, approximately 6.5 million years ago. For the first time, the presence of the species
was identified in the middle Rio Negro near Santa Isabel do Rio Negro, indicating the probable
existence of a connection between the headwaters of the tributaries of the Solimdes and Rio
Negro rivers. The connection observed between the populations of F. simplex reveals that much
of this communication may be associated with the floodplains, one of the main forces that direct
the diversity of the ichthyofauna in the environment associated with seasonal factors, in addition
to the headwaters of small streams within the forests. A description of the species' coloration in
life was made based on the life of different individuals of the species distributed throughout its
wide distribution.

Key-words: Fluviphylax; Amazon Basin; COI; coloration in life
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1. APRESENTACAO GERAL

O presente trabalho intitulado “Filogeografia da espécie de peixe miniatura Fluviphylax
simplex (Cyprinodontiformes: Fluviphylacidae) ao longo da Regido Hidrogeografica
Amazoénica” apresenta uma nova abordagem acerca de uma espécie endémica da Amazonia,
cuja dindmica ecoldgica e de distribui¢do ainda ndo estdo bem definidas. Para contribuir com a
escassa literatura acerca das espécies miniaturas em territorio nacional, esse estudo é
apresentado em dois capitulos.

O Capitulo I contém uma revisdo de literatura que aborda a diversidade de peixes de
agua doce, bem como na Bacia Amazonica, a classificagcdo dos rios amazénicos, distribuicéo e
caracterizacdo morfologica e filogenética do género Fluviphylax Whitley 1965, com destaque
para a espécie focal do estudo, Fluviphylax simplex Costa, 1996, além do uso de marcadores
moleculares em estudos filogenéticos e de microevolugéo.

O Capitulo 1l corresponde ao artigo I, que leva o mesmo titulo do trabalho. Nele séo
apresentadas a caracterizacdo genética e as relagdes entre as espéecies de Fluviphylax simplex,
sua amplitude de distribuicdo, um novo registro da espécie no médio rio Negro, discussdo
acerca da possivel manutengdo de conectividade entre as populacGes e a descricdo do padrédo
de colorido em vida da espécie.

A dissertacdo foi elaborada de acordo com as diretrizes do Programa de P6s-Graduacéo em
Biodiversidade e Conservacdo (PPGBC), pelas regras da ABNT. Para o Capitulo

correspondente ao artigo I, considerou-se as normas da revista Neotropical Ichthyology.
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2. INTRODUCAO

Localizada na América do Sul, a regido biogeografica Neotropical apresenta elevado
nivel de diversidade biologica. Fatores histdricos e ecoldgicos estdo diretamente associados ao
carater megadiverso da regido, em especial no que diz respeito as mudangas ambientais e
climéticas, ou mesmo barreiras geograficas que naturalmente se estabelecem e levam a eventos
de especiacdo no decurso temporal (Menin, 2016; Ottoni et al., 2023). Uma de suas bacias, a
Amazonica, chega a ocupar até 7 milhdes de km2 englobando paises como Bolivia, Brasil,
Coldmbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Peru, Suriname e Venezuela (Menin, 2016).
Como destacam Antonelli et al. (2018), a Amaz6nia é a regido que mais tem contribuido para
a biodiversidade dos tropicos americanos, certamente pela manutencdo das linhagens
amazonicas que tanto se dispersaram pelo continente.

Em territorio nacional, a Bacia Amazonica constitui o que Ross e Prete (1988 apud
Santos, 2014) destaca como uma unidade hidrogeomorfolégica, cuja composicao fluvial é
basilar na definicdo de geossistema. A regido hidrografica Amazonica abrange os estados do
Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Tocantins, Para, Rondénia e Roraima, e
apresenta o rio Amazonas como seu principal formador (Cardozo et al., 2023). Para Sioli
(1950), a composicdo dessa bacia esta confinada a trés tipos de rios: de aguas barrentas/brancas,
de aguas claras e de aguas pretas, cada um com caracteristicas quimicas distintas.

Os rios de agua branca sdo caracterizados pela elevada concentragdo de nutrientes
resultantes da produtividade bioldgica elevada, e pela aparéncia lamacenta. Sao rios que nascem
na Cordilheira dos Andes, uma unidade morfoestrutural de formacéo orogénica recente, que
carrega muitos sedimentos em suspensdo. Ja os rios de aguas claras e pretas apresentam
semelhante estrutura geoldgica, pois nascem de antigos escudos do Brasil e Guianas. Suas aguas
apresentam transparéncia e menores concentragdes de nutrientes, pois drenam areas com rochas
mais antigas (Montanher, 2013; Borghezan et al., 2021). As aguas pretas, por sua vez, sao ricas
em é&cidos humicos em decorréncia das substancias organicas dissolvidas a partir da
decomposigdo da vegetacdo em igarapes e pequenos rios dentro das florestas.

As alteracBes geoquimicas nas aguas da Bacia Amazobnica refletem sua grande
diversidade biologica (Santos, 2014). Da fauna aquética até entdo descrita, o ambiente dulcicola
neotropical abrange mais de 6000 espécies de vertebrados (Albert et al., 2020; Lima et al.,

2024), sendo que grande parcela dos individuos é endémica da Amazodnia (Reis et al., 2016). O
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elevado endemismo, bem como a diversidade e a riqueza das comunidades de peixes estdo
associadas a aspectos do proprio ambiente. Leal et al. (2018) destacam trés aspectos primordiais
para esse cendrio: alteracdes nos niveis das dguas, bidtopos e habitats complexos, e as diferentes
caracteristicas geoquimicas.

Os estudos filogeograficos baseados em analises de dados contidos no sequenciamento
de DNA, por meio do uso de marcadores moleculares, puderam promover a reconstrucdo da
historia evolutiva dos grupos da ictiofauna no cenario brasileiro. Tal importancia nao fica
restrita a filogenia ou estudos de sistematica, mas sdo indispensaveis na compreensao dos
fatores ambientais envolvidos na estruturacdo das comunidades bidticas (Buckup, 2021).
Grupos monofiléticos, como € o caso de todas as espécies do género Fluviphylax Whitley 1965,
dado fortemente suportado por Braganca e Costa (2018), sdo capazes de identificar a historia
evolutiva dos préprios sitios de distribuicdo, uma vez que a biota e 0 mundo evoluem em
harmonia. Além disso, distingdes na ecologia e geologia de ambientes podem ser cruciais para
impulsionar processos de especiacgdo, ja que estdo submetidos a diferentes pressdes de selecdo
(Souza, 2011).

O género Fluviphylax compreende espécies de peixes oviparos que estdo entre 0s
menores individuos da regido Amazonica, com comprimento padréo inferior aos 22 mm (Costa,
1996). Um fendtipo miniaturizado, como o identificado em Fluviphylax, corresponde a reducéo
extrema do tamanho corporal do individuo adulto. Essa reducdo possui influéncia da
combinacdo de caracteristicas plesiomorficas e apomérficas importantes na histéria evolutiva
do grupo, como o aumento da variabilidade morfolégica, o surgimento de novidades
morfolégicas ou reducdo e simplificacdo estrutural (Hanken e Wake, 1993). Pressdes bidticas
na exploracdo de recursos alimentares e fuga de predacdo € uma vélida hipdtese para a
miniaturizagdo da ictiofauna dulcicola na Amazonia (Roberts, 1972).

O género Fluviphylax possui oito espécies: F. pygmaeus, F. simplex Costa, 1996, F.
obscurus Costa, 1996, F. zonatus Costa, 1996, F. palikur Costa & Le Bail, 1999, F. wallacei
Bragancga, 2018, F. gouldingi Braganga, 2018 e F. rubens Huber 2024. Dentre as caracteristicas
descritas para essas espécies sdo destaque o espaco pré-orbital reduzido e olhos aumentados. A
distribuicdo do género estende-se principalmente por duas grandes bacias sul-americanas, 0
Orinoco e 0 Amazonas cuja conexdo é estabelecida pelo Canal Cassiquiare, além de ocorrer em
bacias costeiras no estado do Amapa (Souza, 2008). Costa (1996) delimita a distribuicdo do

género em territorio brasileiro, indicando a presenca de espécies pela bacia central da
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Amazobnia, que inclui as aguas dos rios Solimdes, Negro, Amazonas, Madeira, Tapajos e
Trombetas.

A recente remocao de Fluviphylax da familia Poeciliidae e inclusdo em Fluviphylacidae
(Braganca et al., 2018) revela a escassez e, a0 mesmo tempo, a necessidade de estudos acerca
da historia de espécies de peixe miniatura. Essa premissa é valida para toda a ictiofauna pouco
conhecida e altamente ameacada que habita as aguas da regido amazonica (Buckup, 2021;
Pelicice et al., 2021). Na familia Fluviphylacidae, a espécie Fluviphylax simplex Costa 1996
apresenta grande amplitude de distribuicdo e se torna uma importante candidata para informar
sobre a historia evolutiva do grupo, do ambiente e preencher lacunas quanto ao fluxo génico e
conectividade de suas popula¢des muitas vezes separadas por aguas de condi¢bes geoquimicas
diferentes (brancas, claras e pretas).

Dentro desse contexto, este trabalho buscou contribuir para a compreensdo de como
uma espécie miniatura especializada em ambientes Iénticos e de aguas com poucos sedimentos
consegue manter fluxo genético ao longo de toda a sua distribuicdo, incluindo entre as margens
norte e sul do Amazonas/Solimdes, conhecido pela alta concentracdoo de sedimentos. O intuito
é identificar as possiveis rotas de conexdo entre as diferentes populacGes e fornecer subsidios
para descrever os padrdes encontrados como modelos e referéncias para estudos semelhantes
com peixes de pequeno porte, muitos deles com grande potencial para a aquariofilia e de grande

importancia ecoldgica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A maior diversidade de peixes de agua doce do mundo estd concentrada na Ameérica do
Sul. Dentre os vertebrados, eles correspondem a mais de 15% das espécies, cujas origens datam
do periodo Cretaceo (Bloom e Lovejoy, 2017; Val et al., 2022; Ottoni et al., 2023). Grande
parte de sua distribuicdo estd associada a dindmica da paisagem frente a eventos
paleogeograficos e ambientais (Braganca e Costa, 2018; Cassemiro et al., 2023). Das trés bacias
dulcicolas que dominam a Ameérica do Sul, Bacia Amazonica, Bacia do Parana-Paraguai e Bacia
de S&o Francisco, a Amazoénica é a que apresenta a maior diversidade da ictiofauna, pois das
2411 espécies que ali ocorrem, cerca de 50% sdo endémicas (Reis et al., 2016). Seu principal
rio, o rio Amazonas, consta com bacias hidrograficas associadas que servem de abrigo para
mais das 6000 espécies descritas para a regido Neotropical (Amorim e Costa, 2022; Fricke et
al., 2023).

Em territério brasileiro, a Bacia Amazonica possui varzeas diretamente associadas aos
pulsos de inundacdo que provocam variacGes nos niveis das aguas. Tais areas podem servir a
muitos peixes para a busca de recursos alimentares ou fuga de predadores (Leal et al., 2018). O
padrdo de distribuicdo atual e a diversidade de peixes na regido, como assinalado por Braganca
e Costa (2018), também podem estar associados a eventos biogeograficos, a exemplo da
elevacdo andina e episodios de introgressdo marinha ocorridos no Mioceno. Conforme
Borghezan et al. (2021), é possivel estabelecer relacdo entre a diversidade de peixe de dgua
doce encontrada na Amazénia aos diferentes tipos de aguas que a compde, cada um desses tipos
apresentando caracteristicas distintas. Neese sentido, 0s rios amazonicos podem apresentar trés
tipos de aguas: brancas, claras e pretas (Filizola e Guyot, 2011).

Os rios Madeira, Purus, Solimbes e Amazonas figuram exemplos de rios com aguas
barrentas, cuja origem € observada em areas elevadas a partir do intemperismo dos Andes, um
dobramento moderno de intensa atividade sedimentar e tectdnica. Areas com essas
caracteristicas estdo, inclusive, atreladas a inducdo de ocorréncia de endemismo em taxons
adaptados a elevadas altitudes e de modificagOes na paisagem (Silva et al., 2011). Os rios de
aguas claras, como Tapajos e Xingu, possuem nascentes provenientes dos escudos Brasileiro e
das Guianas, de composic¢do rochosa mais antiga que datam do periodo Paleozoico e Pre-
Cambriano (Menin, 2016). Os rios de aguas pretas, como o0 rio Negro e Tefé, possuem

semelhante relacdo geoldgica de rochas pré-cambrianas, porém ndo apresentam os solos e
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cabeceiras do relevo tdo movimentados, o que influencia diretamente na diminuigdo de
particulas suspensas a serem transportadas (Silva et al., 2013).

Lowe-McConnell (1987) apresentou que a diversidade de peixes existentes na bacia
Amazonica esta principalmente em duas ordens, Characiformes e Siluriformes, correspondendo
a 43% e 39% da diversidade total de peixes, respectivamente, enquanto que Gymnotiformes,
Cyprinodontiformes e demais ordens compdem o0s 18% restantes. Dentre o0s
Cyprinodontiformes conhecidos existem espécies miniaturas, que por vezes passam
despercebidas pela associa¢do de sua morfologia miniatura com o aspecto juvenil de outros
peixes que, certamente, ultrapassam os 26 mm de CP (Costa e Le Bail, 1999). Essa ordem,
também reconhecida como o grupo das carpas com dentes, é formada por mais de 1000 espécies
atuais alocadas em 125 géneros e dez familias, de subordens Cyprinodontoidei e Aplocheiloidei
(Costa, 2012; Pohl et al., 2015). A excecdo da Antartica e Oceania, Seus representantes vivem
nas aguas doce e estuarina de todo o planeta (Braganca et al., 2018).

Anadlises filogenéticas envolvendo os Cyprinodontiformes tém sido bastante utilizadas
como meio informativo nos estudos de evolucgédo e de origem biogeogréafica (Pohl et al., 2015;
Braganca e Costa, 2019). Os esforcos, no entanto, ainda sdo depauperados em relacao a grande
parte das linhagens, especialmente quando comparadas a vasta diversidade dentro da ordem
(Amorim e Costa, 2022). A classificacdo atual para os ciprinodontoides, como demonstra
Braganca e Costa (2018) aloca o género Fluviphylax como membro unico de Fluviphylacidae
Roberts 1970. O género é considerado grupo-irmdo do clado formado por Poeciliidae e
Anablepidae, ambos do Novo Mundo. Tal assertiva ganhou corpo nos dados de Braganca e
Costa (2018), cuja relacdo havia sido relatada anteriormente por Helmstetter et al. (2016),
porém com baixos indices de suporte. Desse modo, 0 estudo mais recente demonstrou que a
divergéncia do ancestral da linhagem ocorreu ha cerca de 37 milhdes de anos durante o Eoceno.
Recentemente, Morales et al. (2024) apresentaram outra hipétese de relacionamento, em que
Fluviphylax e irm&o do género Orestias Valenciennes 1839, este ultimo compreendendo apenas
especies oviparas dos Andes.

O clado é recuperado como grupo-irmdo de dois outros clados, um agrupando as
familias Poeciliidae e Anablepidae, e o outro incluindo as familias do Velho Mundo,
Aphaniidae, Procatopodidae e Valenciidae. A relacdo filogenética molecular de Fluviphylax
conhecidando difere consideravelmente da proposta baseada em morfologia defendida por

Costa (1996) e Costa & Le Bail (1999) (Figura 1), a ndo ser pela ndo inclusdo de duas espécies
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descritas posteriormente por Braganca (2018), F. wallacei e F. goudingi, apresentadas nos
estudos de Braganca e Costa (2018) como Fluviphylax sp. A e Fluviphylax sp. B,

respectivamente (Figura 2).
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Figura 1. Relacdo filogenética de Fluviphylax baseada em dados morfoldgicos. Fonte: Costa (1996) e Costa e
Le Bail (1999).
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Figura 2. Relacéo filogenética da subordem Cyprinodontoidei, mostrando o relacionamento de Fluviphylax com
base em genes nucleares (GLYT1, ENC1, RAG1, MYH6 e SREB2) e mitocondrial (CO1). Fonte: Braganca e
Costa (2018).

Primeiramente, é valido destacar a relacdo da espécie F. palikur como irmé do clado
contendo as demais do género. Em segunda instancia, a relacéo de espécie-irma entre F. simplex
e F. pygmaeus, com divergéncia estimada em 6,5 milhdes de anos atrads entre o Mioceno
Superior e o Plioceno. A auséncia da cartilagem rostral e a reducéo do processo ventral do 0sso
pos-temporal sdo exemplos de semelhanca entre ambas espécies (Braganca e Costa, 2018;
Amorim e Costa, 2018). De acordo com 0s poucos estudos ecolégicos com Fluviphylax, as
espécies do género apresentam um habito alimentar denominado neustofagia, isto €, sdo capazes
de se alimentar de pequenos artropodes no limite agua-ar (Leitdo et al., 2016).O papel
envolvido nesse tipo de alimentacdo, baseada em pequenos artropodes terrestres que caem das
copas das arvores, em sistemas com baixo aporte de nutrientes provavelmente contribui para a
transferéncia de biomassa na rede trofica.

Avaliando os critérios de pequenas populacdes, areas geograficas restritas ou estreitas

tolerancias de habitat, Leitdo et al. (2016) classificam Fluviphylax simplex como estando entre
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as 5% das espécies mais raras de peixe. Nas comunidades, suas atividades ecoldgicas refinadas
estdo associadas ao seu aspecto morfoldgico e, uma vez impactadas, sdo provavelmente capazes
de desencadear desequilibrios de originalidade, especializacdo e riqueza funcional em
proporcéo mais ampla do que seria esperado para um cenario de reducdo dos papeis ecoldgicos
realizados por espécies comuns.

A espécie F. simplex (Figura 3), cuja localidade tipo esta em Parintins (Amazonas), € a
mais bem distribuida de todo o género, sendo encontrada ao longo da calha amazonica, tanto
na margem norte quanto na margem sul, desde a regido proxima a foz do rio Tapajos até a
regido de Tefé (rio Solimdes) (Costa, 1996). Porém, estimativas mais claras sobre a distribuicao
potencial da espécie ainda ndo foram feitas e a amplitude de sua distribuicdo atual permanece
com lacunas de conhecimento. Dada a ampla distribuicdo geografica e importancia no cenario
conservacionista, F. simplex é um excelente candidato para estudos filogeograficos, de modo a
sugerir tanto os padrdes quanto 0s processos que foram/sdo responsaveis pela sua dindmica

atual.

R .'W

Figura 3. Espécime de F. simplex da localidade tipo em Parintins (Amazonas). Fonte: Braganga, P.H.N. (2012).

Sob o ponto de vista de Turchetto-Zolet et al. (2013), a definicdo adequada para a
Filogeografia é aquela capaz, ndo apenas de identificar a estruturas geografica atualmente
apresentada pelas populagdes, mas a que torna possivel associar esse padrdo de distribuigcdo
com o aspecto evolutivo influenciado por fatores histéricos. Ainda, a abordagem filogeografica
detém de métodos estatisticos baseados na teoria da coalescéncia e 0s que testam a
diferenciag¢@o entre as populagdes (Ribas e D’Horta, 2016). Como bem pontuado por Avise

(2009), a filogeografia lida com as dimensdes da microevolucgéo temporal e espacialmente, a
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partir da investigagdo de genealogias. Para tanto, faz-se necessario o uso de marcadores
genéticos, também conhecidos por marcadores moleculares.

Por mais que o uso de marcadores moleculares seja criticado por alguns autores (Ebach
e Holdrege, 2005; Page e Hughes, 2010), sua contribuicdo é inegavel para analises e inferéncias
filogenéticas e microevolutivas (Avise, 2000; Satoh et al., 2016). Dentre os marcadores mais
utilizados estdo os pertencentes a0 DNA mitocondrial (mtDNA).O mtDNA ¢é haploide, possui
heranca uniparental (materna) e auséncia de recombinacao génica, fator que determina menos
diferenciacédo intraespecifica (Tresbach et al., 2015). A rigor, sua forma circular compacta de
fita dupla ndo possui macromutagdes, com taxa evolutiva 10 vezes maior, em comparacgao a de
genes nucleares, capaz de proporcionar a geracdo de marcadores especificos para uma espécie.

O mtDNA pode ser amplificado e sequenciado pelo uso de uma regido codificadora do
gene Citocromo C oxidase I, ou simplesmente COI. Esse gene apresenta, aproximadamente 600
pares de bases (pb) e codifica parte de uma enzima terminal da cadeia transportadora de elétrons
darespiracgdo celular (Azevedo et al., 2015). Enquanto indicador universal, é vantajoso por estar
em um ambiente oxidativo, com taxa de mutacdo adequada para distinguir espécies
proximamente relacionadas, além de estabelecer forte sinal filogenético em filos animais.
Ainda, possuem a sua volta sequéncias conservadas que favorecem seu isolamento para 0s
estudos (Tresbach et al., 2015).
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4. OBJETIVOS

Artigo 1: Filogeografia da espécie de peixe miniatura Fluviphylax simplex

(Cyprinodontiformes: Fluviphylacidae) ao longo da Regido Hidrogeografica Amazénica.

4.1. Geral

Determinar a area de distribuicdo de Fluviphylax simplex, por meio da identificacdo de
espécimes em colecdes ictioldgicas e do sequenciamento de um marcador de evolucao répida,
0 gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COl).
4.2.Especificos
i) Descrever os padroes de colorido de Fluviphylax simplex;
i) Compreender a variabilidade intra e interpopulacional de F. simplex, a partir do
sequenciamento do gene mitocondrial COl, e estabelecer, por meio da rede de hapl6tipos e

analise da variabilidade genética, a conectividade entre as diferentes populagdes;

iii) Interpretar os padrbes filogeograficos pela abordagem comparativa com os padrdes

conhecidos para outros organismos (espécies/géneros) de distribuicdo semelhante.
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RESUMO

Fluviphylax simplex é uma espécie de peixe miniatura encontrada em rios de aguas claras ou
pretas nas calhas norte e sul do rio Amazonas, desde a regido proxima a foz do rio Tapaj0s, até
a regido de Tefé (rio Solimdes). Este trabalho investiga o padréo filogeogréafico das populacbes
de F. simplex na regido hidrogeografica amazénica, através do sequenciamento de um
fragmento (600 bp) do gene mitocondrial Citocromo Oxidase |1 (COl) de 21 individuos da
espécie ao longo da sua distribuicdo. As analises revelam elevadas variabilidade e estruturacédo
genética (Fst=0,78), além de equilibrio demografico. A espécie F. simplex foi registrada pela
primeira vez no médio rio Negro proximo a Santa Isabel do Rio Negro, indicando a provavel
existéncia de uma conexao entre as cabeceiras de tributarios do rio Solimdes e do rio Negro.
Esse resultado indica que espécies de pequeno porte e com aparente limitaces de disperséo
podem ter uma grande distribui¢do. O trabalho discute os diferentes meios pelos quais essa
conectividade é possivelmente mantida: por meio das inundacdes das areas de varzea e/ou
movimento lateral pelas cabeceiras em areas de floresta.

Palavras-chave: COI, Distribuicdo, Fluxo génico, Rio Negro, Rio Solimdes

INTRODUCAO

Os aspectos filogeograficos apresentam-se como mecanismos indispensaveis para o
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conhecimento acerca das associagdes historicas entre populacdes de uma determinada espécie
(Silva e Garda, 2011). Dessa forma, a filogeografia é uma disciplina pautada na diversidade
genética e distribuicdo dos individuos, a partir do uso de marcadores moleculares (Avise, 2009).
A maior parte dos estudos com peixes de agua doce da Amazonia teve como alvo espécies
maiores, com maior capacidade de disperséo e importancia direta para a dieta das populacGes
locais, a exemplo da dourada, Brachyplatystoma rousseauxii (Castelnau, 1855) e do tambaqui,
Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) (Batista, 2010; Melo et al., 2020). Apesar do grande
nimero de estudos filogeograficos investigando os padrdes de distribuicdo em diferentes
organismos amazOnicos e aspectos genéticos das populacdes, poucos abordam padrdes
filogeograficos em espécies de peixes de pequeno porte e, muito menos, em espécies
miniaturas.

A regido amazodnica possui um grande numero de peixes miniaturas que, de acordo com
Weitzman e Vari (1988), sdo aqueles em que os adultos ndo ultrapassam 26.0 mm de
comprimento padrdo (CP), ou que atingem a maturidade sexual com menos de 20 mm de CP
(Costa e Le Bail, 1999; Toledo-Piza et al., 2014). Estudos recentes sugerem que espécies
miniaturas desempenham papéis ecologicos fundamentais para o funcionamento do
ecossistema (Leitdo et al., 2016; Perkins et al., 2022).

As espécies miniaturas estdo geralmente associadas a micro-habitats especificos, vide
areas com densa cobertura vegetal, &guas sem grande aporte de sedimentos/nutrientes e
ambientes de 4gua parada ou com pouca movimentacao (Weitzman e Vari, 1988; Perkins et al.,
2022). Dessa forma, apesar de nenhum estudo ter sido feito até 0 momento, espécies miniaturas
sdo 6timas candidatas para a investigacdo de padrdes filogeogréaficos e biogeograficos.

Nesse cenario de caréncia informacional acerca dos padrdes filogeograficos de espécies
miniaturas amazoénicas estdo as do género Fluviphylax Whitley 1965. O género possui oito
espécies, todas ocorrendo na bacia Amazonica e/ou no Orinoco: F. pygmaeus (Myers &
Carvalho, 1955), F. simplex Costa, 1996, F. obscurus Costa, 1996, F. zonatus Costa, 1996, F.
palikur Costa & Le Bail, 1999, F. wallacei Braganca, 2018, F. gouldingi Braganca, 2018 e,
mais recentemente, F. rubens Huber 2024. Fluviphylax foi diagnosticado pela presenca de 15
sinapomorfias definidas por Costa (1996): (i) reducdo do tamanho corporal, (ii) olhos
extremamente grandes, (iii) reducdo do processo dorsal da maxila, (iv) vomer ausente, (v)
cartilagem interarcual ausente, (vi) quarto ceratobranquial sem dentes, (vii) quinto

ceratobranquial curto e dobrado lateralmente na porgédo anterior, (viii) interhial ausente, (ix)
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alongamento da cartilagem basihial, (X) regido anterior do opérculo com um processo estreito,
(xi) pos-temporal em formato de foice, (xii) reducéo do sistema sensorial cefalico, (xiii) 17-20
raios na nadadeira caudal, (xiv) 7-10 raios na nadadeira anal e (xv) concentracao de melanoforos
na metade ventral e dorsal do corpo.

As espécies de Fluviphylax habitam ambientes caracterizados por &guas de fluxo lento e
sdo nadadores de superficie (Costa e Le Bail, 1999). De acordo com 0s poucos estudos
ecologicos com o género, as espécies apresentam um habito alimentar denominado neustofagia,
isto &, alimentam-se exclusivamente de pequenos artropodes na lamina d’agua (Leitdo et al.,
2016). O papel envolvido nesse tipo de alimentacdo, baseada em pequenos artropodes terrestres
que caem das copas das arvores em sistemas com baixo aporte de nutrientes, provavelmente
contribui para a transferéncia de biomassa na rede trofica.

A partir de informacdes de campo, é possivel observar alguns padrdes bem definidos.
Nenhum individuo foi coletado em &guas barrentas e com sedimentos, como o encontrado na
calha dos rios Solimdes e Amazonas, conhecidos pelo grande aporte de sedimentos andinos
(Pedro H. N. Braganca, 2023, comunicacdo pessoal). No entanto, as espécies F. simplex e F.
pygmaeus encontram-se amplamente distribuidas nas bacias do Amazonas/Solimbes e
Madeira, respectivamente, conhecidas pelo grande aporte de sedimentos. Elas estdo restritas,
porém, a pequenos coOrregos de dgua com baixissimo nivel de sedimentos em meio a densa
vegetacao.

O presente projeto tem como foco Fluviphylax simplex, uma espécie que apresenta como
caracteristica autapomorfica a presenca de neuromastos expostos, presentes em calhas na regido
cefalica (Costa, 1996). Fluviphylax simplex apresenta a mais ampla distribuicdo dentre as
especies do género, ja que ocorre ao longo da calha do rio Amazonas e do Solimdes, desde
a parte baixa proxima a foz do rio Tapajds e Trombetas, até a regido de fronteira entre o Brasil
e a Colbmbia/Peru, ocorrendo em muitos tributarios do Amazonas (rios Tapajos, Trombetas e
Purus).

Dentro desse contexto, o trabalho buscou entender se uma espécie miniatura
especializada em ambientes Iénticos e de guas com poucos sedimentos mantém fluxo genético
ao longo de toda a sua distribuicdo, incluindo entre as margens norte e sul do
Amazonas/Solimdes. A partir disso, sera possivel identificar as rotas de conexdo entre as
diferentes populacdes e, talvez, descrever os padrGes encontrados como modelos e uma

referéncia para estudos semelhantes com peixes de pequeno porte, muitos deles com grande
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potencial para a aquariofilia e de grande importancia ecoldgica.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo das amostras. 21 espécimes de Fluviphylax simplex foram sequenciados e estdo
depositados nas seguintes colecdes brasileiras: Laboratorio de Sistemética e Evolucao de Peixes
Teledsteos, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (LASEPT-UFRJ), Laboratério de
Ictiologia de Sorocaba, da Universidade Federal de Sdo Carlos (LISO-UFSCar), Colecéo de
Recursos Genéticos, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia (CRG-INPA), Colecao
Ictioldgica do Centro de Ciéncias Agrérias e Ambientais, da Universidade Federal do Maranh&o
(CICCAA-UFMA) e Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, do Instituto de
Biociéncias, da Universidade Estadual Paulista (IB-UNESP). A distribuicdo geografica desses

individuos esta disposta na Fig. 1.
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FIGURA 1. Pontos de coleta de Fluviphylax simplex obtidos de coleces ictioldgicas do Brasil. As cores
representam os municipios onde os individuos foram coletados: azul indica Santa Isabel do Rio Negro, marrom
indica Marad, nude indica Tefé, verde claro indica Alvaraes, amarelo indica Beruri, roxo indica Manaus, violeta
indica Borba, verde escuro indica Parintins e rosa indica Santarém.
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Extracdo de DNA, PCR e sequenciamento. O DNA foi obtido a partir do tecido muscular
do lado direito do pedunculo caudal utilizando o kit Extract-N-Amp™ Tissue PCR (Sigma),
reduzindo as quantidades dos reagentes apresentadas no protocolo do fabricante a 1/4. Em
sequida, a qualidade das amostras de DNA foi verificada a partir de eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com GelRed (Sigma). A reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) foi
utilizada para amplificar o gene mitocondrial Citocromo c oxidase | (COI) com os seguintes
primers: LCO1498 5°- GGT CAACAA ATC ATAAAG ATATTG G-3’e HCO2190 5°- TAA
ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA - 3’ (Folmer et al., 1994).

A PCR foi realizada em 10 pl contendo 4,2 pl de dgua de injegdo, 4,0 pl de RedMix
(Sigma), 0,4 ul de cada primer (concentracdo final de 10uM) e 1 ul de DNA. O perfil de
amplificacdo seguiu as seguintes condicdes: desnaturacéo inicial a 94°C por 3 minutos, seguido
de 30 ciclos, que incluem desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 48°C por 1 minuto
e extensdo inicial a 72°C por 1 minuto e 30 segundos, além da extensdo final a 72°C por 10
minutos. O produto do PCR foi quantificado e sequenciado em direcdo forward pela empresa
ACTGENE Ltda., Porto Alegre, Brazil.

Analise genética. Os eletroferogramas das sequéncias obtidas foram analisados
individualmente de modo a confirmar a presenca de cada nucleotideo, e permitir a composi¢do
do banco de dados no programa BioEdit (Hall, 1999). As sequéncias foram editadas e alinhadas
seguindo o alinhamento automatico com o uso do aplicativo ClustalW (Thompson et al., 1994),
0 qual esta implementado no proprio BioEdit.

Nos programas DnaSP v.6 (Rozas et al., 2017) e Arlequin v. 3.5.2.2 (Excoffier e
Lischer, 2010) foram acessadas informacdes acerca da diversidade genética inter e
intrapopulacional, por meio dos indices de diversidade haplotipica (h — a frequéncia e o namero
de haplotipos entre os individuos) e diversidade nucleotidica (= — estimativa de divergéncia
entre as sequéncias) (Nei, 1987).

Para avaliar a relacdo filogenética a partir do DNA mitocondrial dos haplotipos, foi
utilizado o programa MrBayes 3.2.7 (Ronquist et al., 2012). A espécie Fluviphylax pygmaeus
(GenBank, acesso: MG451923.1), que é irmad de Fluviphylax simplex com base em dados
morfologicos (Costa 1996) e moleculares (Braganca e Costa, 2018), foi utilizada como grupo

externo. A Analise Bayesiana foi executada por meio de duas analises independentes de quatro
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cadeias de Markov/Monte Carlo (MCMC), com um total de 3 milhdes de geracOes e arvores
amostradas a cada 1000 geragdes. Foi realizado um burn-in de 25%. A qualidade das cadeias
de MCMC e a estabilizacdo da analise foi inferida no programa Tracer 1.6 pela analise dos
valores de ESS.

Como método de delimitacdo das espécies a partir da distancia genética, foi utilizado o
BINs (Barcode Index Numbers) presente na plataforma BOLD (Barcode of Life Data System)
que considera a variacdo intraespecifica inferior a 3%. Em relacdo ao gene COI, considera-se
que divergéncias genéticas acima desse valor sdo indicativos de espécies diferentes
(Ratnasingham e Hebert, 2013).

Uma rede de haplotipos foi executada no programa PopArt 1.7 (Leigh e Bryant, 2015)
e editada manualmente no aplicativo Inskcape 1.3.2 (https://inkscape.org/pt/release/inkscape-
1.3.2/windows/64-bit/msi/?redirected=1). No programa Arlequin v. 3.5.2.2 também foram
estimados testes de neutralidade Fs de Fu (Fu, 1997) e D de Tajima (Tajima, 1989). Esses testes
avaliam a distancia da neutralidade (equilibrio mutacéo-deriva), que é esperado para 0 modelo
de expansdo demografica e tem expressao por meio de valores negativos.

Adicionalmente, a andlise da distribuicdo mismatch foi utilizada para avaliar a
distribuicdo de diferencas entre pares de haplétipos. Quando o gréafico apresenta padrdo
unimodal, ha indicativo de expansdo populacional recente, mas as distribuicBes irregulares
indicam populacdes estacionarias por longo tempo (Harpeding, 1994). A validade desse modelo
de expansdo populacional foi testada a partir da soma dos desvios quadrados (SSD) e do indice
de irregularidade de Harpeding (Harpendig, 1994). Por fim, as distancias genéticas entre as
populacbes foram calculados o Fst pareado e a Analise da Variancia Molecular (AMOVA)
(Excoffier et al., 1992) foi utilizada para descrever a estrutura genética das populagdes.

Para os dados observados nas relagdes entre as populagdes e histdria demogréfica, foram

analisados dois datasets, um com 600 pares de bases (pb) e outro com 502 (reducgéo de 16,3%).

RESULTADOS

Caracterizacdo da diversidade genética a nivel intrapopulacional. Fragmentos de COI
com 600 pb de comprimento foram obtidos a partir do sequenciamento de 21 individuos de
Fluviphylax simplex, como detalhado na Tab. 1. Os resultados apontam para 26 sitios

polimorficos, dos quais 2 sdo singleton e 24 informativos para analises de parcimonia.
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TABELA 1. Amostragem de Fluviphylax simplex considerando cada localidade. SO = rio Solimdes (Alvaraes,
Tefé e Marad); PU = rio Purus (Beruri); NE = rio Negro (Santa Isabel do Rio Negro e Manaus); TA = rio Tapajés
(Santarém); UA = rio Uaicurapa (Parintins).

Municipio/Populacéo

Alvardes (SA)
Tefé (ST)

Marad, lago Amana (SM)

Beruri (PB)
Santarém (TS)

Santa Isabel do Rio Negro (NS)

Parintins (UP)
Manaus (NM)

Rios
SO PU NE TA UA
4 - - - -
1 - - - -
2 - - - -
- 3 - - -
- - - 3 -
- - 2 - -
- - - - 5
- - 1 - -

A composic¢do nucleotidica das populacdes de Fluviphylax simplex estdo apresentadas

na Tab.2. Além disso, um total de 13 mutacGes foram evidenciadas nas sequéncias, sendo 11

do tipo transicdo (quando ha troca de uma purina por purina, ou pirimidina por pirimidina) e 2

do tipo transversao (quando a troca é entre uma purina e uma pirimidina, ou vice-versa), ndo

houve evidéncias de muta¢des do tipo indel (inser¢do-delecdo). A partir dessa analise, ainda, 0

numero de haplétipos obtidos foi 12. Os valores de diversidade genética global registrados para
a espécie foram Hd = 0,9381 e n=0,0150.

TABELA 2. Composigdo nucleotidica de cada populacédo ao longo da distribuicdo de Fluviphylax simplex. P=
populagdo; N (%) = valor relativo da composicéo nucleotidica. A= adenina; T= timina; G= guanina; C= citosina;
UP= rio Uaicurap4, Parintins; TS= rio Tapajos, Santarém; NM= rio Negro, Manaus; NS= rio Negro, Santa Isabel
do Rio Negro; SM= rio Solimdes, Marad; SA= rio Solimdes, Alvaraes; ST= rio Solimdes, Tefé; PB= rio Purus,

Beruri.
P/ N (%) UP TS NM NS SM SA ST PB
A 33.55 46.15 25.6 41.94 26.23 29.03 29.03 23.66
T 30.97 19.23 30.2 22.58 29.51 22.58 29.03 30.11
G 13.55 7.69 16.5 6.45 21.31 22.58 19.35 19.35
C 21.94 26.93 27.8 29.03 22.95 25.81 22.58 26.88
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RelagOes entre populagtes. A relagéo intrapopulacional de Fluviphylax simplex, a partir do
método de Inferéncia Bayesiana (Bl) é apresentada na Fig.2. Os dados sugerem que héa
similaridade genética entre os individuos de F. simplex, dado o curto comprimento dos ramos,
indicando divergéncias menores que 3%. Isso fica mais claro quando a espécie irma Fluviphylax
pygmaeus é comparada, sendo possivel observar um longo comprimento de ramo.

De acordo com a topologia resultante da analise do gene COI, o primeiro clado (p=94)
compreende cinco dos doze haplétipos encontrados (H2, H3, H4, H10 e H11), evidenciando
relacionamento préximo entre os individuos de Fluviphylax simplex de Uaicurapa (Parintins),
Tapajos (Santarém) e Purus (Beruri). O segundo clado bem suportado (p=100) inclui os
haplotipos de Tefé e Maraa (H5, H6 e H12) localizados no rio Solimbes, Amazonia Oriental.O
terceiro clado é composto apenas por um haplétipo também do rio Solimdes, em Alvaraes (H9)
é suportado por 99% de probabilidade posterior. O quarto clado apresenta 86% de probabilidade
posterior e indica a relagdo proxima entre os individuos da populacdo do rio Uaicurapa
(Parintins) (H1) e do rio Negro (Manaus) (H7). O clado representado pelos haplétipos do rio
Negro, em Santa Isabel do Rio Negro (H8), mostra-se em posi¢do basal com suporte estatistico
de 63% de probabilidade posterior.

A rede de hapl6tipos (Fig.3) apresenta congruéncias com a topologia inferida a priori.
O haplétipo H13 corresponde a espécie irmd@ Fluviphylax pygmaeus, cuja inser¢cdo nao
evidencia apenas a distancia genética com Fluviphylas simplex, mas reforca que todos os
individuos levantados nesse trabalho sdo realmente de F. simplex. Além disso, a analise com
502 pb obteve 12 hapldtipos com informagfes consistentes com o analisado anteriormente,
porém agora com claro compartilhamento de haplotipos entre as populag@es do rio Solimdes
de Tefé e Marad (H6) (Fig.4).
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FIGURA 2. Arvore filogenética obtida pela anélise de Inferéncia Bayesiana (BI) baseada na regido Citocromo ¢ oxidase | do DNA mitocondrial de Fluviphylax simplex. Os
valores acima da barra sdo valores de probabilidade superior a 50%, a partir da analise de verossimilhanga.
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FIGURA 3. Rede de hapl6tipos de Fluviphylax simplex com o dataset completo (600 pares de bases). Os circulos sdo proporcionais a frequéncia dos hapl6tipos e as cores
dentro dos circulos correspondrm as localidades. Os tracos representam os passos mutacionais entre 0s haplotipos. Circulos pretos sdo pontos intermediarios ndo encontrados
(missing haplotypes).
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FIGURA 4. Rede de haplétipos de Fluviphylax simplex apds o trimming das sequéncias (502 pares de bases). Os circulos sdo proporcionais a frequéncia dos haplotipos e as
cores dentro dos circulos correspondrm as localidades. Os tragos representam 0s passos mutacionais entre os hapldtipos. Circulos pretos sdo pontos intermediarios ndo

encontrados (missing haplotype).
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Historia demografica. O grafico de distribuicdo mismatch obtido a partir da anélise do
gene COIl com 600 pb para as populacbes de Fluviphylax simplex, apresentou tendéncia
multimodal (Fig. 5), o que sugere que a populacdo evoluiu de acordo com as premissas do
equilibrio neutro por prolongado periodo de tempo, e os picos refletem as mutagdes ocorridas
em diferentes cenarios da historia da populagdo. Tal proposicdo é apoiada por grandes
populacdes estaveis com base na diversidade genética, além de ser um padrdo é estatisticamente

diferente do simulado para o modelo de expansdo populacional (padrdo unimodal).
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600 pb de Fluviphylax simplex analisadas. A linha em verde representa a frequéncia esperada das diferencas
pareadas entre os haplétipos estudados no modelo de expansdo demogréfica, enquanto a linha vermelha sinaliza a
frequéncia observada. O eixo X representa o ndmero de diferencas entre os hapldtipos, enquanto o eixo Y

representa a frequéncia de cada nimero de diferengas.

O modelo de expansao demogréfica sinalizado pelos indices de Raggdness (r= 0,3044)
e SSD (= 0,0963) apresentam valores néo significativos (P>0,05), assim como os Testes de
Neutralidade, D de Tajima (= 0,2236) e Fs de Fu (= 0,8254), que ndo apresentaram desvios
significativos para a expectativa neutra de eventos mutacionais. Padrdo semelhante é
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apresentado pelo modelo de expansdo demografica performado com 502 pares de bases, em
que os indices de Raggdness (r= 0,3044) e SSD (= 0,09477) e os Testes de Neutralidade, D de
Tajima (0,2201) e Fs de Fu (0,74728), ndo apresentam valores significativos (P>0,05). Esse
cenario € indicativo de que ndo ha expansdo demografica recente, o que concorda com o

expresso pelo gréfico da mismatch distribution.

Estrutura populacional. A diferenciacdo genética entre os pares de populacdes analisando
0 gene COI com 600 pb foi metrificada com base no indice de fixacdo, o Fst. Para tanto, foram
instituidos quatro grupos na analise AMOVA: as populagdes do rio Solimdes em Alvaraes, Tefé
e Marad, as populagdes do Amazonas/baixo rio Negro em Uaicurapa, Manaus e Santarém, a
populacdo do alto rio Negro, em Santa Isabel do rio Negro e a populacdo do rio Purus, em
Beruri.

O valor global de Fst corrobora para o indicativo de estrutura poulacional (Fst=0,78;
P<0,05). Quando comparadas par a par, fica evidente que grande parte das populagdes apresenta
a tendéncia dos valores de Fst para indicativo de estrutura populacional, uma vez que eles estdo
acima de 0,25 (Wright, 1931), e valores significativos para tal dado sdo encontrados entre as
populacbes de Tapajos e Uaicurapa e entre Solimbes (Alvardes) e outras trés populagdes:
Uaicurapa, Tapajos e Purus (Tab. 3).

TABELA 3. Comparacdo par a par dos valores dos indices de fixacdo das populagdes de F.simplex. Os valores
em negrito apresentam significancia (P<0.05). UP= rio Uaicurapd, Parintins; TS= rio Tapajds, Santarém; NM= rio
Negro, Manaus; NS= rio Negro, Santa Isabel do Rio Negro; SM= rio Solimdes, Marad; SA= rio Solimdes,
Alvardes; ST= rio Solimdes, Tefé; PB= rio Purus, Beruri.

UP TS NM NS SM SA PB ST
uP 0.00 - - - - - - -
TS 0.62 0.00 - - - - - -
NM 0.17 093  0.00 - - - - -
NS 0.44 0.96 1.00 0.0 - - - -
SM 0.53 093 084 094  0.00 - - -
SA 0.73 0.97 1.00 100 097 0.00 - -
PB 0.41 083 081 090 086 0.95 0.00 -
ST 0.37 0.94 1.00 1.00 1.00 1.00 084 0.0
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Considerando os grupos indicados na AMOVA, a maior variagdo genética é evidenciada
entre populacdes dentro dos grupos (74,19%), enquanto que 21,32% da variagao esta distribuida
dentro das populacbes e 4,48%, entre os grupos. Os indices de fixacdo Fst, Fct e Fsc sdo,
respectivamente, 0,78 (P=0,00), 0,04 (P=0,36) e 0,77 (P=0,00). Valores elevados e
significativos de Fst esclarecem a diferenciacdo genética em nivel populacional dentro dos
grupos. A variancia entre os grupos, definidos por Fct, ndo foi significante (Tab. 4). E
importante salientar que todos os valores relativos as analises com 502 pares de bases nédo séo
divergentes a ponto de modificar o cenario proposto para a estrutura populacional de

Fluviphylax simplex.

TABELA 4. Resultados da analise hierdrquica de variancia molecular (AMOVA) das sequéncias da regido
Citocromo c oxidase | de oito popula¢des de Fluviphylax simplex. Os valores em negrito apresentam significancia
(P<0,05).

Fonte da variacéo Componente de variagdo Porcentagem de variacao (%0)
Entre grupos 0,21506 4,48
Entre populagdes dentro dos grupos 3,55973 74,19
Dentro das populages 1,02308 21,32
Fst=0,78 Fsc=0,77 Fct= 0,04

Descricdo do padrao de colorido em vida de Fluviphylax simplex. A analise do padrdo de
colorido em vida de diferentes individuos de Fluviphylax simplex coletados ao longo da sua
ampla distribuicdo, revelou a manutencdo de um padrédo de colorido caracteristico da espécie.
Esse padrdo € aqui descrito pela primeira vez.

A coloragdo do corpo dos machos € verde-amarelo-prateado com cromatéforos
dispersos ao longo do corpo, em especial na regido supraorbital e opercular. Regido ventral
hialina e levemente esverdeada desde a base da nadadeira pélvica a base do pedunculo caudal.
Coloracdo em tonalidades de marrom-amarelo na regido supraorbital e que se estende como
uma faixa até a base do pedunculo caudal. Faixa amarronzada abaixo da linha lateral, desde a
linha media do corpo até a base do peddnculo caudal. Regido opercular de coloracdo marrom.

Colorac#o verde brilhante na regido infraorbital até a base da nadadeira pélvica. iris amarela ou
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alaranjada com borda superior prateada. Nadadeira peitoral transparente. Nadadeiras dorsal,
caudal, pélvica e anal com faixas amareladas intercaladas com faixas transparentes. Margem

preta nas nadadeiras caudal, dorsal e anal. Nadadeira caudal 8 a 9 pontos de coloracdo preta
(Fig. 6A-F).

FIGURA 6. Padrdo do colorido em via de machos da espécie Fluviphylax simplex ao longo de sua ampla

distribuicdo, nas localidades de (A) Alter do Chéo, Tapajos, (B) Ariau, baixo rio Negro, (C) Beruri, rio Purus, (D)
Solimdes, Manacapuru, (E) Tibarra, Santa Isabel do Rio Negro, alto rio Negro, (F) Parintins.
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DISCUSSAO

A variabilidade genética de uma espécie € um parametro biologico fundamental para
sua manutencéo e conservacao, a qual esta relacionada a variacéo alélica e genotipica dentro da
populagéo (Hercos et al., 2017). A elevada diversidade haplotipica (Hd = 0,9381) observada
globalmente em Fluviphylax simplex indica alta variabilidade genética demonstrando maior
proporcéo de haplotipos dentro das populagdes. Ja a diversidade nucleotidica baixa (== 0,0150)
¢ consistente com a origem relativamente recente da espécie no final do Mioceno, ha
aproximadamente 6,5 milhdes de anos (Braganca e Costa, 2018). A similaridade genética entre
os individuos levantados neste trabalho confirma que todas as amostras sdo de F. simplex, com
distancia genética abaixo de 3%. Tanto a analise de Inferéncia Bayesiana (Fig.2), quanto as
redes de haplotipos (Figs.3-4) conseguem esclarecer esse fato e demonstram a maior distancia
genética com sua espécie irma, Fluviphylax pygmaeus.

Apesar do reduzido nimero, as populagdes com maior nimero de individuos amostrados
fornecem insights acerca do fluxo génico e vagilidade dessa espécie de peixe miniatura
endémica da regido amazonica. A amostra de F. simplex no rio Negro, no municipio de Manaus
(baixo rio Negro) confirma sua presenca na regido e a sua distribuicdo em simpatria com outra
espécie do género, F. zonatus, distribuicdo essa identificada pela primeira vez por Souza et al.
(2011). A presenca de F. simplex no médio rio Negro ao redor da cidade Santa Isabel do Rio
Negro, por outro lado, é registrada pela primeira vez nesse estudo. Esse registro é curioso, uma
vez que a espécie era considerada ausente de toda a bacia do rio Negro, com excec¢do da regido
de Manaus. Até o presente estudo, a espécie predominante no médio rio Negro era F. obscurus.
Essa distribuicdo de Fluviphylax simplex no médio rio Negro indica a provavel existéncia de
uma conexao entre a cabeceira de tributarios do rio Solimdes e do rio Negro. O novo registro é
surpreendente, pois muitas expedicOes ja foram realizadas no rio Negro e essa espécie nunca
foi coletada (Beltréo et al., 2019), indicando uma possivel distribui¢do disjunta para a espécie
no rio Negro de cerca de 737 km entre Manaus e Santa Isabel do Rio Negro.

Esse tipo de distribuicdo estd ocorrendo pelo que Dagosta e De Pinna (2019) definem
como padréo Central da Amazdnia de Aguas Negras, em que 0s rios estdo dentro de seus limites
na posicao aproximadamente central da Amazonia. Os autores salientam que existem iniUmeros
rios de aguas pretas de distribuicdo irregular, com igarapés e rios de terra firme no interior da
floresta, que fornecem oportunidades para os peixes restritos a essas condi¢des, habitarem na

porcdo do alto Amazonas, e assim manterem conexdo entre as populagGes. Além disso,
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episodios de distribui¢do juntando rios, como o Negro e o Madeira, ja haviam sido recuperados
por Dagosta e De Pinna (2017), uma vez que, embora o rio Madeira seja um rio de &guas
brancas, possui irrigacdo por afluentes de todos os tipos de aguas. As espécies com esse padrao
gue também ocorrem no rio Madeira ou Tapajés, como é o caso de F. simplex, se restringem a
porcdes inferiores dessas bacias, nos locais em que os afluentes de aguas pretas sédo abundantes.

Pelos dados evidenciados na AMOVA, ndo ha diferenca genética significativa entre os
grupos ao longo da distribuicdo geogréafica da espeécie (Fct=4,48%). No entanto, as populacdes
dentro dos quatro grupos definidos (Solimoes, Amazonas/baixo rio Negro, alto rio Negro e
Purus) apresentam valores significativos que denotam uma populacdo geneticamente
estruturada (Fst=0,78). A existéncia de estrutura genética nas populacdes de F. simplex revela
a possivel subdivisdo das populacGes em unidades locais intercruzantes. O resultado disso é a
dindmica do equilibrio entre as forcas evolutivas favoraveis a diferenciacdo, que sao diferentes
em cada area (selecdo disruptiva, mutacdo e deriva genética) e forcas uniformes nessas areas
que promovem homogeneizacao (selecdo balanceadora, purificadora e migracéo) (Ledo, 2009).

Analisadas aos pares fica nitido que as populacbes dos rios Tapajos e Solimdes
(Alvardes) sdo as que apresentam maior frequéncia quanto a diferenciacdo genética (P<0,05).
Essas populacGes representam os extremos de distribuicdo da espécie e, apesar da diferenciacéo
genética observada entre elas, é provavel que o fluxo genético seja mantido ao longo do
gradiente de distribuigdo. Cabe inferir, portanto, que, em termos de geografia, o isolamento por
distancia € o processo evolutivo mais importante.

A populacdo de Uaicurapa (Parintins) apresentou dois haplotipos distintos, H1 e H2. O
H1 possui relagdo proxima (apenas um passo mutacional) com o hapl6tipo de Manaus, no baixo
rio Negro (H7). Por outro lado, o hapldtipo H2 possui relagdo proxima com o haplotipo de
Beruri, no rio Purus (H11). A presenca de dois haplotipos distintos em Uaicurapd, ambos mais
relacionados com outros haplétipos do que entre si, indicam uma grande capacidade de
dispersdo da espécie e que provavelmente esses padrdes de conexdo serdo mais bem definidos
no futuro com um nimero maior de especimes sequenciados.

De acordo com Braganca e Costa (2018), a origem de Fluviphylax simplex ocorreu pelo
aumento do fluxo de sedimentos na regido Madeira-Purus promovendo a separagéo do ancestral
comum a F. simplex e F. pygmaeus. Apés esse periodo, uma diminuigdo no aporte de
sedimentos teria possibilitado a dispersdo de F. simplex. A respeito da ampla distribuicdo

geogréfica da espeécie, ainda ndo esta claro se as popula¢fes mantém conexao pelos pulsos de
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inundacdo, as varzeas, ou se esta ocorre pelo interior de florestas a partir dos pequenos
tributarios de agua clara ou preta.

Ao abordar o aspecto ecologico dos peixes que habitam as aguas acidas e transparentes
do médio rio Negro, Siqueira-Souza (2006) apresentou a importancia da conexao desse rio com
outras bacias hidrogréaficas, como o Solimdes e o Orinoco, e que isso poderia ser promissor na
distribuic@o de diferentes espécies na regido. Alem disso, salientou que os peixes ornamentais
se desenvolvem, principalmente, nos igapds e igarapés de florestas, em éareas parcial ou
completamente inundadas nos periodos de cheia dos rios (Beltrdo et al., 2019), locais que
fornecem abrigo e servem de alimento em periodos mais criticos para a sobrevivéncia desses
animais.

Para a ictiofauna, Loebens et al. (2016) destacam que interacdo com a floresta alagavel
é eficaz para a sua diversidade devido a integridade bidtica presente nesse habitat, o que condiz
diretamente com a manutengdo da biodiversidade. A existéncia de peixes miniaturas em
igarapés de floresta fornece subsidio para essa hipotese de conexdo, a exemplo de duas novas
espécies de Poecilocharax Eigenmann, 1909, P. callipterus e P. rhizophilus (Ohara et al., 2022)
registradas no municipio de Apui, Amazonas, ha aproximadamente 1000 km de Manaus. Esses
registros foram pioneiros na margem direita da bacia do rio Amazonas, em afluentes que
drenam escudos cristalinos em territério brasileiro.

P. callipterus esta localizada em um pequeno riacho de agua preta do rio Juma, cujo
fluxo é lento, de substrato rochoso, que atravessa um enclave de savana na floresta amazoénica.
Seus espécimes foram encontrados entre as gramineas aquaticas e raizes proximas a margem.
Ja P. rhizophilus esta tanto em riachos de aguas pretas (rio Juma), quanto em aguas claras
(Igarapé Mutum), que atravessa uma area de pastagem com o solo lamacento e arenoso. Os
espécimes também foram identificados em raizes subaquéticas da vegetacao ciliar.

De acordo com Mattox et al. (2024), é comum acreditar que peixes em miniatura estejam
mais associados a aguas pretas, acidas e com baixo teor de nutrientes, mas isso nao € aplicavel,
por exemplo, a todas as espécies do género Priocharax Weitzman e Vari, 1987. Duas delas,
P. britzi e P. phasma, ocorrem em planicies inundaveis de aguas brancas e outras, como
P. marupiara e P. toledopizae, possuem associagdo com cursos d"agua limpidos presentes em
bacias caracterizadas por aguas brancas (Mattox et al., 2021; 2024). Ainda assim, a associa¢do
aos rios de aguas pretas ndo pode ser descartada para os representantes desse género, uma vez

gue P. nanus é conhecida nos arredores de Santa Isabel do Rio Negro, bem préximo ao lgarapé
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Tapagem, rio Negro (Toledo-Piza et al., 2014).

Ainda nesse viés, € importante frisar a amplitude de distribuicdo dessa género miniatura
pela bacia Amazonica. Isso pode ser observado em P. conwayi na drenagem do rio Tapajos,
em Santarém, com espécimes em area ribeirinha rasa na margem da floresta inundada de densa
vegetacdo e riacho de fluxo lento. Priocharax phasma, citada anteriormente, estd a montante
da foz do rio Tapajés em lagos de varzea entre a vegetacdo marginal. Infelizmente, informacdes
filogeogréaficas das espécies de Priocharax ainda s@o ausentes, mas poderiam esclarecer muito
sobre a distribuicdo de peixes miniatura. E importante notar que as espécies de Priocharax séo
presentes em rios de aguas pretas, claras e brancas, e ainda assim a distribuicéo é limitada, pois
os rios funcionam como barreiras ao fluxo génico. Porém, esse mesmo padrdo amplo é
identificado para F. simplex, o que reforca a necessidade de investigacdo em relacdo aos fatores
historicos e ecoldgicos da espécie.

Vale ressaltar que até o momento € desconhecida a ocorréncia de espécies de
Fluviphylax ao longo da calha do rio Solimdes/Amazonas, e a viabilidade da dindmica de
inundacdes de varzeas como facilitadora da comunicacao entre populacdes ainda precisa ser
investigada. Goulding et al. (1988), ao estudarem a ictiofauna do rio Negro, mencionam a
presenca de Fluviphylax associada a plantas flutuantes e propGem que esta talvez seja uma das
formas dos individuos transporem grandes rios. Talvez, o transporte por plantas aquaticas
possibilite a conexdo entre populacdes de Fluviphylax simplex ao longo das calhas do
Amazonas e Solimdes, facilitando a transposi¢@o de cursos d’agua com sedimentos. Uma outra
alternativa que pode explicar a grande conectividade entre populacdes de F. simplex, deve-se a
movimentacao lateral de individuos por pequenos corregos e igarapés dentro da floresta, cujas
cabeceiras podem se conectar durante a época de cheia dos rios.

Assim como as demais espécies do ecossistema amazénico, é de se esperar que 0S
pequenos peixes também estejam adaptados a complexidade ambiental, seja pelo tamanho,
variedade de formas, ou estratégias de vida (Soares et al., 2008). Nesse interim, as florestas
temporariamente inundadas, bem como as &reas de varzea, sdo cruciais na oferta de
invertebrados terrestres e aquaticos, componentes da base da dieta de varias espécies de peixe
(Junk, 1997), o que também é valido para Fluviphylax simplex (Leitdo el al., 2016).

Em concordancia com os dados relativos a conectividade das populagdes de Fluviphylax
simplex, as populacbes do rio Solimbes, em Marad e Tefé, apresentam haplotipos também

separados por apenas um passo mutacional (H5 e H12), o que é crucial para inferir sobre a
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conectividade entre as populages. Por outro lado, por mais proxima que seja em termos
geogréficos, Alvaraes ndo apresenta hapl6tipo proximamente relacionado (H9) com os demais
do rio Solimdes. Esses sdo dados que concordam com os indicados na Analise da Variancia
Molecular. Ainda gue ndo significativo (P>0,05), o Fst pareado apresenta-se elevado para as
populacOes de Alvaraes e Tefé (Fst=1,00) e Alvardes e Maara (Fst=0,97).

E provavel que essa diferenca genética entre populagdes aproximadas seja indicativo de
barreiras ecologicas ao fluxo genético, e ndo geograficas, atuando sobre as populacdes de F.
simplex no Médio Solimdes. Por outro angulo, as populacdes de Maraa (lago Amana) e de Tefé
podem estar em comunicagdo por meio de pequenos rios ou corregos no interior das florestas,
que descem do lago Amand até Tefé, o que seria menos provavel para a regido de Alvarés que
fica mais ao norte, e o curso d’agua ndo va nessa diregdo. De qualquer forma, a hipotese sobre
a manutencdo de conexao entre elas ndo pode ser rejeitada, além disso seriam necessarios mais
estudos relativos a ecologia dessas espécies. Como inferido anteriormente, grande parte dessa
comunicacdo pode estar associada as varzeas, uma das principais forcas que direciona a
diversidade da ictiofauna no ambiente associada a fatores de sazonalidade, por meio da
dindmica hidrologica e habitats disponiveis, além das cabeceiras de pequenos cérregos nas
florestas.

A partir do exposto, nota-se que a diversidade genética nas populacBes dessa espécie
miniatura necessita de mais estudos que fornecam dados robustos sobre sua dispersdo e historia
demogréafica, bem como a definicao dos limites de distribuicdo da espécie. Porém, é perceptivel
e aqui demonstrado que F. simplex, apesar de ser miniatura, € uma espécie amplamente
distribuida.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho ficou constatado que as populacgdes de Fluviphylax simplex apresentam
elevada diversidade genética e estdo localizadas em rios de &guas com caracteristicas quimicas
distintas. Sua amplitude de distribuicdo é semelhante a padrdes encontrados para outros peixes
de agua doce da regido amazonica, porém para uma espécie miniatura, essa distribuicao é
surpreendente. E provéavel que a conectividade entre essas populacdes ocorra por meio das
varzeas, ou mesmo por conexdes entre as cabeceiras de pequenos cOrregos e igarapés no interior

das florestas.



