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Resumo 
 

Brachyplatystoma platynemum é uma espécie de bagre amplamente distribuída no 

eixo Amazonas/Solimões e muitos de seus tributários e, apesar de ser considerado de baixo 

valor comercial, o declive do estoque de outras espécies de grandes bagres de interesse 

comercial tem levado ao incremento na captura desta espécie. Por outro lado, o estado atual 

da estrutura e variabilidade genética das populações desta espécie são desconhecidos. Neste 

sentido foi realizada uma análise filogeográfica através do sequenciamento de dois genes do 

DNA mitocondrial (região controle e o gene citocromo b) e de marcadores nucleares 

microssatélites, com o objetivo de determinar se a espécie esta composta de um único 

estoque geneticamente homogêneo ou se existe algum tipo de segregação genética 

associada com o espaço e o tempo, que possa ser relacionada com o comportamento de 

homing. Foi analisado um total de 216 indivíduos para a região controle, 140 para o gene 

citocromo b e 169 para seis locus microssatélites, em sete localidades. Os resultados 

indicam altos níveis de diversidade haplotípica e evidenciam estrutura genética dos 

indivíduos desta espécie em duas populações: rio Madeira e demais pontos de coleta, no 

entanto, a estrutura observada não constitui suficiente evidencia para ser associada ao 

comportamento de homing. Estimativas do tempo de divergência baseadas no mtDNA 

indicam que as populações divergiram entre 1,0 a 1,5 Ma, tempo durante o qual a influencia 

das mudanças climáticas podem ter contribuído para a estrutura atual das populações de B. 

platynemum. Embora o padrão filogeográfico concorde com as predições da hipótese dos 

refúgios do Pleistoceno, a influência de eventos paleogeográficos e hidrológicos não pode 

ser descartada. Nossos resultados mostram a interação das mudanças climáticas e 

hidrológicas como resultado dos processos geológicos no Plio-Pleistoceno, na 

diversificação de populações na região amazônica. Além disso, nossos resultados sugerem 

que a existência de pelo menos duas populações de B. platynemum (rio Madeira e demais 

pontos amostrados) sejam consideradas como unidades independentes na elaboração de 

medidas de manejo e conservação para que se possa manter o tamanho e a variabilidade 

genética das populações naturais.  

Palavras-chaves: Filogeográfia, mtDNA, diversificação, rio Madeira 
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Abstract 
  
Brachyplatystoma platynemum is a catfish species widely distributed in the Amazonas 

/ Solimões basin, despite being considered of little commercial interest, the decline of fish stock 

of other species has contributed to the increase in the catch of this species. However, the current 

state of the structure and genetic variability of populations of this species are unknown. In this 

sense a phylogeographic analysis was performed through sequencing of two mitochondrial 

molecular markers (control region and cytochrome b gene) and nuclear microsatellites. In order 

to determine whether the species is composed of a single genetic unit, or if there is any genetic 

segregation associated with space and time, which may be related to homing behavior. It was 

analyzed a total of 216 individuals in the control region, 140 for the gene cytochrome b and 169 

individuals for six microsatellite loci in seven locations in the Amazon/Solimões basin. The results 

show high levels of haplotype diversity and evidence genetic structure in two populations (Amazon 

river channel and the Madeira River). However, the observed structure is not indicated of 

homing behavior. Divergence time estimates based on mtDNA indicated that the 

populations diverged between 1.5 to 1.0 Ma, during this time the influence of climate change may 

have contributed to the current structure of populations of B. platynemum. Although 

the phylogeographic patterns is consistent with the hypothesis of Pleistocene refuges, the influence 

of paleogeographic and hydrological events as a result of geological process in the Plio-Pleistocene, 

are important in the  diversification of populations. Our results show the interaction of climate 

change as a result of hydrological and geological processes in the Plio-Pleistocene in 

the diversification of fish populations in the Amazon region. Finally, these results contribute with 

information to develop management and conservation measure that can contribute to maintaining 

the size and genetic variability of natural populations.  

Keywords: Catfish, phylogeography, DNAmt, diversification, Madeira river 
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 A Amazônia, com uma área geográfica de cerca de 6.500 km2, tem uma incomparável rede 

de rios e hábitats aquáticos, os quais congregam a maior riqueza íctiologica do planeta. 

Aproximadamente 2.416 espécies (2.072 endêmicas) de peixes estão descritas, entretanto estima-se 

que este número pode ultrapassar 5.000 espécies (Lévêque et al., 2008).  

 Diante desta diversidade, existe uma grande variedade de espécies apropriadas para o 

consumo humano. Os peixes representam não só uma fonte de proteína, mas também uma 

importante fonte de renda (Fabré e Barges, 2005) sustentando uma captura anual de milhares de 

toneladas de pescado para a alimentação, além de muitas espécies de peixes ornamentais que são 

comercializadas nos mercados da Ásia, Europa e América do Norte (Renno et al., 2005). Tendo em 

conta esta diversidade, a pesca na região amazônica constitui uma das principais atividades 

econômicas, a qual é realizada nos níveis industrial e artesanal pelas populações locais.  

Na década de 1970, a abertura de novas rotas de transporte, a criação de incentivos para a 

abertura de frigoríficos e a ampliação da frota pesqueira intensificou as atividades de exploração 

deste recurso. Paulatinamente, os pescadores artesanais também incrementaram as atividades de 

pesca, passando a representar uma das principais fontes de renda para as populações ribeirinhas na 

Amazônia Ocidental (Fabré e Borges, 2005).  

Um grupo aproximado de 30 espécies de peixes são comercialmente capturados. Deste 

conjunto destacam-se os peixes sem escamas (grandes bagres da ordem Siluriformes), 

principalmente da família Pimelodidae, um clado com aproximadamente 300 espécies distribuídas 

nos rios na América do Sul e Central, ilhas do Caribe e sul do México (Nelson, 2006; De Pinna, 

1998; Lundberg e Littman, 2003). Aproximadamente, 95% da captura referem-se a cinco espécies 

desta família, desta porcentagem, quase 80% é representada pela captura de quatro espécies de um 

mesmo gênero: Brachyplatystoma rousseauxi (dourada) B. vaillantii (piramutaba), B. filamentosum 

(piraiba clara) e B. capapretum (piraiba escura ou filhote capapreta) (Barthem e Goulding, 1997). 

Estima-se que a captura total dos grandes bagres migradores, compartilhada entre o Brasil, 

Colômbia, Peru e Bolívia, seja de 30.000 t/ano. No entanto, a estimativa mais próxima do real pode 

chegar a ser três vezes maior, visto que boa parte do que é capturado não é registrado pela 

sistemática de monitoramento pesqueiro atualmente disponível na região (FAO-COPESCAL, 

1. Introdução
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2000). Além disso, devido a exploração dessas espécies e consequentemente à redução nas capturas, 

outras espécies têm sido incluídas na pesca tal como o B. platynemum. Embora não se tenha 

registros oficiais de sua captura, Petrere et al. (2004) apontam que a sobre-exploração e o declínio 

de B. filamentosum levou a sua inclusão no estoque pesqueiro, cuja captura tem aumentado desde 

1990. 

 A pesar da importância atual da pesca dos bagres na região amazônica e de sua importância 

como espécies migradoras e predadoras, o conhecimento de aspectos biológicos, genéticos e 

populacionais, bem como sobre o estado atual da pesca desses bagres no eixo Solimões-Amazonas 

é ainda insuficiente (Batista, 2010). Diante do decréscimo dos desembarques pesqueiros, um 

aumento na conscientização geral sobre a necessidade de conservação da diversidade biológica tem 

surgido (Avise e Hamrick, 1996). O futuro das populações selvagens depende grandemente da 

variabilidade genética das populações naturais (Ryman, 1991). O estudo dessa variabilidade é, 

assim, fundamental para o desenvolvimento de projetos de manejo sustentável. Desta forma, a 

informação da variabilidade genética dentro e entre populações são parâmetros essenciais nos 

estudos de biologia evolutiva e conservação. Altos níveis de variabilidade genética podem aumentar 

o potencial das populações em responder à seleção, acentuar a adaptação dentro de um habitat 

particular e também ampliar os limites de colonização e distribuição, possibilitando a sobrevivência 

em uma grande variedade de ambientes (Carvalho, 1993; Kalinowski, 2004). Além disso, as 

pesquisas em filogeografia e genética de populações podem elucidar várias questões relativas à 

estruturação de populações selvagens ou cultivadas de diversas espécies, tais como origem, sucesso 

reprodutivo, taxas de divergências genéticas, migração, tamanhos da população, seleção natural e 

eventos históricos (Sunnucks, 2000).  

1.1  Brachyplatystoma platynemum, um bagre pouco conhecido 

 Brachyplatystoma platynemum, conhecido como babão, xeréu e barba chata no Brasil 

possui uma ampla distribuição nas bacias do Amazonas e Orinoco, tendo sido descrito em países 

vizinhos, como a Colômbia, onde é conhecido como 'baboso' ou 'saliboro' e também acredita-se que 

ocorra no Peru, Venezuela, Bolívia e Equador (Barthem e Goulding, 1997) (Figura 1.1) 

 Após a revisão de Lundberg e Akama (2005), a classificação taxonômica de B. platynemum 

ficou assim estabelecida:  

Ordem: Siluriformes,  
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Família: Pimelodidae 

               Tribo: Brachyplatystomatini,  

Gênero: Brachyplatystoma  

Espécie: Brachyplatystoma platynemum 

 

 

Figura 1.1 Fotografia de Brachyplatystoma platynemum, tomado de 
amazonpredators.wordpress.com  

Apesar de ser uma espécie de baixo valor comercial no Brasil, a sobre-exploração de outras 

espécies do gênero tem levado ao incremento em sua captura. Além disso, em algumas áreas da 

região Amazônica, essa espécie já representa uma parte importante da pesca artesanal (ex.: Leticia, 

Colômbia, 10%) e tem sido identificada como espécie em perigo. 

Dentro dos registros para esta espécie Barthem et al. (1991), reportam várias classes de 

tamanhos de babão capturados nas águas do estuário da Baia de Marajó, confirmando as 

observações de Goulding (1979, 1980) e Smith (1979). 

Segundo Barthem e Goulding (1997), o padrão de migração da dourada, B. rousseaxii, é 

compartilhado com indivíduos de B. platynemum, os quais iniciam a migração 3 a 5 semanas depois 

da dourada. As primeiras observações de migração reprodutiva foram realizadas no rio Madeira, 

Amazônia central, devido a este ser um canal menor em comparação com o rio Amazonas, além de 

apresentar uma série de corredeiras aproximadamente a 800 km acima de Porto Velho onde os 

movimentos de peixes podem ser facilmente registrados em diferentes momentos do ano (Barthem 

e Goulding, 1997).  
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De forma geral, o processo de migração inicia quando indivíduos adultos e pré-adultos que 

habitam as águas perto do estuário, entre os meses de agosto e outubro, começam a viagem para a 

zona ocidental da bacia amazônica, percorrendo uma distância de até 5.500 km, viajando 

aproximadamente de 15 a 19 km por dia, constituindo, assim, a mais rápida migração de peixes de 

água doce na América do sul (Barthem e Goulding, 1997). 

Os peixes levam de 4 a 5 meses para chegar aos tributários e alcançarem as cabeceiras dos 

rios, região onde desovam. Depois das desovas, as larvas são levadas passivamente pela corrente de 

volta ao canal principal do sistema fluvial Amazonas-Solimões, levando de 13 a 20 dias para chegar 

ao estuário, onde permaneceram por 2 ou 3 anos, tempo durante o qual os indivíduos alimentam-se 

e crescem. Após o período de crescimento, os peixes formam novos grupos para iniciar a migração 

até as cabeceiras e afluentes do sistema Amazonas-Solimões e completar o ciclo (Barthem e 

Goulding, 1997).  

Um aspecto importante no ciclo de vida de espécies migratórias é a condição de homing 

avaliada principalmente em Salmonideos (Sutterlin e Gray, 1973) e recentemente em bagres 

amazônicos (Batista e Alves-Gomez, 2006). Este comportamento implica no retorno ás áreas de 

nascimento para a reprodução, maximizando o sucesso reprodutivo pela sincronia dos animais 

maduros às zonas de desova quando as condições são ótimas para o desenvolvimento de ovos e 

larvas, além de contribuir na regulação do número de indivíduos adultos que utilizam uma mesma 

área, evitando a sobre utilização dos habitat. O isolamento reprodutivo causado pelo 

comportamento de homing, também facilita a seleção de adaptações específicas ao habitat particular 

ocupado, gerando estruturação nas populações (Leggett, 1977). 

 Para os grandes bagres amazônicos foi sugerida uma tendência ao comportamento de 

homing em B. rousseauxii devido à redução de variabilidade genética nas populações no sentido da 

região de estuário à zona leste do sistema Amazonas-Solimões (Batista e Alves-Gomez, 2006). No 

entanto, ainda faltam informações relacionadas com as demais espécies que fazem parte da pesca 

artesanal e das quais se desconhece o estado atual das populações naturais. 

1.2  A Filogeografia e estudos genéticos populacionais de peixes neotropicais 

 A filogeografia é uma disciplina nova, relacionada com a distribuição espacial de linhagens, 

especialmente dentro e entre espécies relacionadas, baseada em componentes históricos e 

filogenéticos (Avise, 2009). Em outras palavras, tempo e espaço são conjuntamente considerados 
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como eixos da filogeografia, dentro dos quais são mapeados genealogias de interesse. Ela pode ser 

considerada como uma subdisciplina da biogeografia histórica, cujo objetivo principal é colocar 

dentro de um contexto temporal a tradicional perspectiva ecogeográfica que enfatiza o papel das 

pressões ecológicas na configuração da distribuição espacial das linhagens (traços) de organismos 

(Avise, 2000). 

 

Esta disciplina aplicou, pela primeira vez, a análise de genealogias gênicas ao estudo da 

evolução das populações, permitindo obter conclusões a respeito das sequências de colonização, 

diversificação e extinção de linhagens gênicas em determinadas áreas. Além disso, o estudo 

comparado dos padrões filogeográficos de diversas espécies codistribuídas contribui na geração de 

hipóteses relacionadas com eventos de vicariância ou dispersão e auxiliam na identificação das 

possíveis causas geológicas, ecológicas ou etológicas que podem ter influenciado nesses padrões 

(Arboug e Kenagy, 2001; Zink, 2002; Lanteri e Confalonieri, 2003).  

 

Apesar da filogeográfia ter sido usada comumente como uma ferramenta para esclarecer 

padrões históricos e evolutivos entre populações de uma espécie, as aproximações filogeográficas 

também podem ser úteis em conjunto com estudos genéticos populacionais, para inferir processos 

demográficos históricos como fluxo gênico, tamanho efetivo populacional, sequências de 

colonização, gargalhos de garrafa e também para determinar os limites entre espécies e identificar 

unidades de conservação (Avise et al., 1987; Avise, 2000, 2009; Freeland, 2005; Vazquez-

Dominguez, 2002, 2007). Desta forma, o estudo da distribuição geográfica de linhagens 

genealógicas tem sido amplamente usado para descrever eventos históricos, como fragmentação de 

habitats ou expansão da área de distribuição de espécies e populações, eventos de migração, 

vicariância ou extinção de linhagens gênicas, também como outros processos que afetam a estrutura 

das populações ou que geram especiação em um contexto espacial e temporal (Hardy et al., 2002). 

  

As pesquisas pioneiras mais importantes baseadas em mtDNA foram aquelas dirigidas a 

reconstruir as relações filogenéticas da espécie Homo sapiens, para testar a hipótese principal de sua 

origem e provar diferentes modelos de evolução para as populações humanas durante o pleistoceno 

(Ayala, 1995, Ayala et al., 1994; Brown et al., 1982; Cavalli-Sforza et al., 1994; Li e Sadler, 1992; 

Nei, 1985). Um dos aportes mais importante destes estudos tem sido a hipótese de que os humanos 

descendem de uma única mulher a “Eva mitocondrial” que viveu na áfrica entre 100,000 e 200,000 
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anos atrais. Dados moleculares favorecem esta teoria, mais existem evidencias contra, 

fundamentadas em gargalos de garrafa das populações humanas antes do surgimento (Ayala, 1995). 

Estes estudos foram os pioneiros e tem colaborado para a utilização desta metodologia nos demais 

grupos animais. 

 

No caso dos peixes, os estudos em filogeografia têm sido realizados em sua grande maioria 

nas regiões temperadas, no hemisfério norte, principalmente nos Estados Unidos e Europa 

(Beheregaray, 2008). Na região neotropical, apesar de possuir aproximadamente um quarto de todas 

as espécies do mundo, com até 8000 espécies de peixes (Schaefer, 1998), pouco é conhecido em 

relação aos padrões que determinaram a distribuição espacial e temporal das linhagens, e mesmo 

assim, até o momento não se tem claridade dos eventos históricos que tem dirigido a extraordinária 

diversificação existente na região neotropical (Montoya-Burgos, 2003). As hipóteses em relação aos 

padrões e processos que tem gerado tal diversificação diferem na ênfase de processos geológicos ou 

ecológicos. Os peixes de água doce não podem sobreviver fora de seu ambiente aquático devido a 

limitações morfológicas e fisiológicas, portanto poucas barreiras terrestres isolam populações 

dentro de suas drenagens (Vari, 1988). Estas propriedades os tornam organismos ideais para 

pesquisar o passado geológico e as modificações ambientais, devido ao fato de que sua dispersão 

esta intimamente ligada a eventos de capturas de cabeceira entre drenagens adjacentes, os quais 

refletem mudanças geomorfológicas e climáticas (Lundberg 1993; Bermingham e Martin 1998). Por 

esta razão, tanto no nível intra como interespecífico, a ictiofauna neotropical é reconhecida como 

um importante material para testar hipóteses de biogeografia histórica, contudo uma das razões para 

o escasso conhecimento da distribuição geográfica das espécies é o fato que muitos táxons não 

representam grupos naturais (Vari e Weitzman, 1990). 

 

Atualmente a filogeografia é fundamentada na análise do DNA mitocondrial (mtDNA) em 

espécies animais. Há aproximadamente uma década, o DNA mitocondrial (mt) tem sido usado para 

compreender como os indivíduos de uma mesma espécie são genealogicamente ligados através de 

ancestrais comuns (Avise, 2000). Pesquisas genéticas realizadas em várias espécies, registraram 

padrões marcantes nos arranjos de linhagens de mtDNA (Brown e Wright, 1975; Wright et al., 

1983; Desmore et al., 1989; Echelle et al., 1989; Moritz, 1991, Moritz e Heideman, 1993).  
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Segundo Avise (2000), aproximadamente 70% dos estudos filogeográficos no século 20 

envolveram análises de DNA mitocondrial devido a suas propriedades filogenéticas favoráveis 

como a transmissão materna, a extensa variação intraespecífica e a usual ausência de introns e 

recombinação genética intermolecular. Além disso, o DNA mitocondrial, dentre outros marcadores 

moleculares, como os microssatélites, são utilizados em estudos de genética populacional devido ao 

seu alto conteúdo informativo e acessibilidade, sendo os marcadores moleculares preferenciais na 

obtenção de informação essencial para conservação e manejo dos mais variados organismos. 

 

1.3 Marcadores moleculares utilizados em análises filogeográficas e populacionais 

As espécies não são geneticamente homogêneas, mas estruturadas em grupos de indivíduos 

geneticamente mais semelhantes, estando o grau de isolamento diretamente relacionado à dispersão 

de indivíduos entre estes grupos (Balloux e Lugon-Moulin, 2002; Laikre et al., 2005). Mecanismos 

que promovem o isolamento das populações incluem separação geográfica, capacidade de dispersão 

restrita dos indivíduos e comportamento de homing ou filopatria (tendência de retornar ao local de 

nascimento para reprodução) (Council, 1996). Uma troca limitada de indivíduos reprodutores entre 

os grupos resulta em uma diferenciação genética entre eles. O padrão de distribuição da variação 

genética dentro e entre populações é referido como “estrutura genética populacional” de uma 

espécie (Laikre et al., 2005). A identificação desta estrutura e diversos outros parâmetros é possível 

mediante a utilização de técnicas morfológicas (Esguícero e Arcifa, no prelo) e moleculares 

(Thuesen et al., 2008). Dentre as técnicas moleculares utilizadas nos estudos filogeográficos e de 

genética de populações, as mais utilizadas, recentemente, são as de sequenciamento de segmentos 

do DNA mitocondrial, como o D-loop (Thuesen et al., 2008) e a técnica de microssatélites (Keeney 

et al., 2005).  

1.3.1 DNA mitocondrial e região controle 

O DNA mitocondrial dos vertebrados é uma molécula circular com 16 a 20 quilobases, com 

13 genes codificadores de proteínas, que representam 90% desse genoma, dois RNAs ribossômicos 

(12S e 16S rRNA), e 22 RNAs transportadores (tRNAs). Além desses 37 genes, há também uma 

região conhecida como “D-loop” (em vertebrados e equinodermos) por sua abreviatura em inglês de 

“displacement loop” ou região controle (Avise, 1986; Meyer, 1993). Essa região é responsável pela 

regulação da replicação e da transcrição de todo o mtDNA. Este segmento é o mais utilizado em 

estudos populacionais, possuindo em torno de 1.100 pares de bases (pb) em peixes  localiza-se entre 
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as regiões codificadoras de dois RNAs transportadores (tRNA), o tRNA da prolina e o tRNA da 

fenilalanina. Estima-se que a sua taxa de evolução é de 2 a 5 vezes maior comparada aos demais 

genes mitocondriais codificadores de proteínas (Aquadro e Greenberg, 1983). 

 

Introns, DNA repetitivos, pseudogenes, e mesmo sequências espaçadoras estão ausentes. A 

molécula de mtDNA não possui histonas associadas, característica que provavelmente favorece sua 

alta taxa de mutação e justifica seu uso em escala microevolutiva em comparação com os genes 

nucleares (Brown et al., 1979; Wolfe et al., 1987). Na maioria dos animais o mtDNA é herdado por 

via materna, todas as mitocôndrias são carregadas pelo gameta feminino, tendo sido detectado 

transmissão de mtDNA através do espermatozóide em poucas espécies (Anderson et al., 1995). 

 

Várias hipóteses tem surgido para explicar a rápida evolução do mtDNA em animais 

(Wilson et al., 1985; Gillespie, 1986; Richter, 1992; Li, 1997; Nedbal e Flynn, 1998): relaxamento 

das limitações funcionais (porque o mtDNA não codifica proteínas implicadas em sua replicação e 

transcrição, e porque uma molécula que produz só 13 tipos de polipeptídeos pode tolerar menos 

precisão na tradução); uma alta taxa de mutação devido a ineficiência dos mecanismos reparadores 

e alta exposição a radicais livres mutagênicos no ambiente oxidativo da mitocôndria e finalmente o 

fato do mtDNA não possuir histonas associadas, que são evolutivamente conservadas e podem 

limitar as taxas de evolução nuclear. Todas estas possibilidades não são mutuamente excludentes. 

Outra característica importante é que as células somáticas típicas possuem centenas a milhares de 

mitocôndrias, cada uma com várias cópias de mtDNA. Geralmente existe um haplótipo 

mitocondrial dominante por cada indivíduo, característica denominada como homoplasmía, 

resultado provavelmente da fixação de mutações dentro de cada população intracelular de mtDNA 

por um processo análogo à deriva genética. Esta característica é fundamental nas análises 

filogeográficas onde as unidades de estudo são os indivíduos (Avise, 2000) 

 

Apesar do extenso uso de filogenias baseadas no uso de mtDNA para a reconstrução de 

padrões filogeográficos (Avise, 2000), poucos estudos em filogeografia de peixes neotropicais tem 

sido realizados usando mtDNA. Neste contexto, destacam-se os trabalhos de: Hrbek e Larson 

(1999), Lovejoy e De Araujo (2000), Bermingham e Martin (1998), Martin e Bermingham (2000), 

Sivasundar et al. (2001) e Montoya-Burgos (2003). Para a bacia do rio Amazonas, uma das regiões 

mais diversas em relação a peixes de água doce, poucos estudos em filogeografia foram realizados, 
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destacando-se os trabalhos de Schmitt (2005) com Hypopygus lepturus; Batista e Alves-Gomez 

(2006) com Brachyplatystoma rousseauxii; Hubert et al. (2007), com o gênero Serrasalmus; Farias 

e Hrbek (2008) com Symphysodon e Rodriguez de Souza (2008) com o gênero Fluviphylax.  

 

No que diz respeito a estudos relacionados com a variabilidade e estrutura genéticas em 

populações naturais de diferentes espécies de peixes amazônicos usando mtDNA, também, poucos 

trabalhos tem sido realizados, destacando-se os estudos de: Porto (1999) com Mylesinus 

paraschomburgkii; Machado (2009) com Prochilodus nigricans; Santos et al. (2007) com 

Colossoma macropomum; Batalha (2009) com Semaprochilodus insignis; Terêncio (2009) com 

Nannostomus eques; Galetti (2009) com Plagioscion squamosissimus; Formiga-Aquino (2004), 

Rodrigues et al.,2009) com Brachyplatystoma vaillantii e Huergo (2009) com Brachyplatystoma 

filamentosum e B. capapretum.  

1.3.2 Citocromo b (cytb) 

 O citocromo b é a subunidade catalítica central da ubiquinol citocromo c reductase, uma 

enzima que está presente na cadeia respiratória da mitocôndria e na cadeia respiratória do ciclo 

foto-redox de muitas bactérias (Meyer, 1994), todos os organismos eucariotos necessitam desta 

classe de enzima redox, e consequentemente do citocromo b para a conversão de energia (Farias et 

al., 2001).  

 

O gene citocromo b é considerado um excelente marcador, amplamente usado como 

ferramenta em filogenias moleculares e é provavelmente o gene mitocondrial melhor conhecido em 

relação à estrutura e função de seu produto protéico (Esposti et al., 1993). Seu uso se justifica pela 

presença de regiões conservadas e variáveis, as quais contem sinais que podem ser utilizados em 

análises filogenéticas em diferentes níveis taxonômicos. No entanto, muitos problemas têm sido 

identificados no uso do gene citocromo b em análises filogenéticas, dentre os quais está a 

composição de bases, a taxa de variação entre linhagens, a saturação na terceira base do códon e a 

limitada variação nas primeiras e segundas bases do códon, resultando em pouca informação para 

problemas evolutivos, e poucos sítios informativos na terceira posição do códon no nível 

populacional (Meyer, 1994). No entanto, um grande número de trabalhos com animais tem usado o 

DNA mitocondrial para avaliar populações ou relações em baixos níveis taxonômicos (Meyer, 

1993; Rocha-Olivares et al., 1999; Lovejoy e de Araújo, 2000; Tsigenopoulos e Berrebi, 2000). 
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Porém, poucos trabalhos filogeográficos têm usado este marcador em peixes neotropicais, não 

obstante se tem observado padrões importantes no nível biogeográfico através das análises de 

genealogias intraespecíficas para algumas espécies (Lovejoy e De Araujo, 2000). 

1.3.3 Marcadores Microssatélites 

Os microssatélites (SSR – “simple sequence repeat”) são sequências curtas de DNA, com 

um a seis pares de bases repetidas em cadeia. A maioria dos microssatélites (30-67%) são 

dinucleotídeos e geralmente encontram-se em regiões não codificantes do genoma (Metzgar et al., 

2000). Suas principais características como marcador molecular são sua alta taxa de mutação e 

variabilidade em espécies e populações. A taxa de mutação para os microssatélites é estimada em 

10-2-10-6 por lócus por geração (Ellegren, 2000). Atualmente os modelos evolutivos de deslizamento 

da DNA polimerase (slippage) e crossing-over desigual têm sido sugeridos para explicar a evolução 

dos microssatélites, destes o slippage representa o mecanismo mutacional predominante 

(Schlotterer e Tautz, 1992). No entanto, este mecanismo gera altos níveis de homoplasia, que 

podem violar as assertivas básicas nas análises de marcadores genéticos, nos quais as variações de 

fenótipos similares são assumidas como derivadas de um ancestral comum (Sanderson e Hufford, 

1996).  

Assume-se que os microssatélites são marcadores de seletividade neutra, permitindo que 

alguns modelos de evolução sejam aplicáveis. Três modelos são discutidos, o modelo mutacional 

stepwise (SMM) assume que a mutação em um determinado alelo pode dar-se pelo ganho ou perda 

de uma unidade de repetição de cada vez (Kimura e Otha, 1978; Bell e Jurka, 1997), o índice RST de 

diferenciação genética é baseado nesse modelo. O modelo IAM (infinite allele model), ou modelo 

de alelos infinitos, considera que mutações nas sequências de microssatélites resultam em perda ou 

ganho de uma ou mais unidades de repetição, de forma que cada mutação resulta em um novo alelo 

de forma aleatória (Kimura e Crow, 1964), as estatísticas F (Wright, 1931) são baseadas nesse 

modelo. Finalmente, o modelo de TPM (two phase model), ou modelo de duas fases, baseado na 

teoria de coalescência, assume diferentes processos mutacionais e a história demográfica na 

estimativa da variância do número de repetições de um microssatélite. 

As unidades repetitivas que caracterizam os microssatélites variam entre cinco a 40 

repetições. Estes podem ser classificados em relação ao motivo de repetição como perfeitos, quando 

a sequência de DNA repetida não é interrompida por qualquer outra base nucleotídica que não 
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pertença ao motivo de repetição, imperfeitos, quando possuem bases que não correspondem ao 

motivo de repetição da sequência de DNA do microssatélite, compostos, quando são formados por 

dois o mais tipos de repetições distintas e adjacentes, e finalmente como interrompidos, se ocorre 

uma inserção de um pequeno número de bases que não encaixam na estrutura repetitiva do 

microssatélite (Weber, 1990; Goldstein e Schlotterer, 1999). No genoma de vertebrados os 

microssatélites do tipo dinucleotídeo são os mais abundantes, sendo o motivo (AC)n duas a três 

vezes mais frequentes que o motivo (AT)n, o segundo tipo mais comum de dinucleotídeo (Toth et 

al., 2000). 

Os microssatélites têm sido considerados marcadores adequados em estudos de 

variabilidade genética aplicados à pesca e piscicultura por serem altamente polimórficos; serem 

marcadores codominantes, ou seja, ambos os alelos de um indivíduo heterozigoto podem ser 

visualizados e detectados; podem ser amplificados por PCR (polimerase chain reaction), onde são 

necessárias pequenas quantidades de DNA inicial (Wright e Bentzen, 1994); além de poderem ser 

utilizados em estudos de diferentes espécies, ainda que sejam de natureza espécie–específica 

(Batista, 2010). Apesar das vantagens apresentadas, este tipo de marcador apresenta também 

algumas desvantagens como: a demanda de tempo e complexidade metodológica necessárias para o 

desenvolvimento prévio dos marcadores microssatélites (localização e desenho de primers 

específicos); o alto custo para a síntese de primers específicos; o modelo de evolução não ser 

totalmente esclarecido; e a possível presença de homoplasia e a possibilidade de ocorrência de 

alelos nulos e sttuters (bandas fantasma) (McCouch et al., 1997; Ferreira e Grattapaglia, 1998; 

Selkoe e Toonen, 2006). Porém, os marcadores microssatélites tem sido amplamente utilizados em 

estudos populacionais, obtendo informações importantes para o manejo e conservação de 

populações naturais sob processos de sobre-exploração (Batista, 2010). 

Estudos extensivos, utilizando microssatélites foram realizados para algumas espécies de peixes 

da ordem Siluriformes. Pereira et al. (2009), estudaram populações de pintado, Pseudoplatystoma 

corruscans, da bacia do Prata encontrando padrões de alta estruturação genética. Para espécies 

como Pimelodella chagresi (Moeser e Bermingham, 2005) foram caracterizados oito loci 

microssatélites contribuindo na identificação de uma espécie críptica dentro do clado de P. 

chagresi; para o bagre do Mekong (Pangasiandon gigas) (Ngamsiri et al., 2006) análises de 

microssatelites foram usados para avaliar o estado de divergência genética desta espécie no rio 

Menkong, registrando que a população desta espécie se encontra altamente ameaçada; para o jau 
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(Zungaro jahu)  foram caracterizados oito loci microssatélites, com o objetivo de estabelecer 

medidas de conservação para a espécie (Carrillo-Avila et al., 2009), finalmente para a piramutaba 

(Brachyplatystoma vaillanti) foram caracterizados loci microssatélites para determinar o estado das 

populações, baseados na premissa da depleção do estoque na bacia amazônica (Rodrigues et al., 

2009) 

Neste contexto, a utilização de marcadores mitocondriais e microssatélites constituem uma 

fonte importante de informação para testar hipóteses sobre a estruturação genética de populações 

naturais. Considerando a necessidade de levantamentos de dados sobre a composição e estruturação 

genética de espécies de grandes bagres amazônicos, principalmente das espécies pouco estudadas 

como Brachyplatystoma platynemum (babão), o presente trabalho realizou uma análise 

filogeográfica desta espécie na bacia amazônica, utilizando sequências da região controle D-loop e 

do gene citocromo b do DNA mitocondrial, além de uma análise exploratória da estrutura genética 

desta espécie com marcadores microssatélites, ambos como ferramenta para testar hipóteses de 

estruturação populacional e comportamento de homing. 
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Avaliar a variabilidade genética de Brachyplatystoma platynemum e sua relação com a 

distribuição geográfica através de marcadores moleculares (mitocondriais e microssatélites) visando 

testar as hipóteses de existência de estruturação populacional e comportamento de homing. 

 

2.1 Objetivos específicos  
 

• Estimar as frequências de haplótipos das populações locais, pela análise de 

sequências da região controle (D-loop) e do gene citocromo b do DNA 

mitocondrial. 

• Estimar as frequências gênicas das populações locais, pela análise de locus 

microssatélites. 

• Comparar geneticamente as populações de bagres para checar a existência de 

estruturação populacional e comportamento de homing. 

• Propor medidas de conservação genética para que as populações possam manter, 

tanto quanto possível, suas frequências gênicas estáveis, considerando os impactos 

sofridos pela ação antrópica. 

 

 

 

 

 

 

2. Objetivo Geral
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3.1  Área de estudo  

As amostras de Brachyplatystoma platynemum foram coletadas em sete localidades da 

Amazônia brasileira e peruana, que compreendem três pontos na calha principal do rio Amazonas 

(Iquitos, Manaus e Belém), além de dois tributários de sua margem direita (rio Madeira e o rio 

Purus) (Figura 3.1). 

As amostras foram obtidas em colaboração com o Laboratório Temático de Biologia 

Molecular (LTBM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), dentro do projeto 

“PIRADA” (Genética, manejo e conservação dos grandes bagres migradores na Amazônia); a 

Universidade Estadual de Rondônia e a empresa Santo Antonio Energia S/A, este último, 

principalmente na coleta das amostras do rio Madeira, as quais foram obtidas em três pontos 

correspondentes à montante, jusante e cachoeira de Teotônio (Figura 3.1). Foram retiradas amostras 

de tecido muscular, nadadeira e barbilhão dos espécimes coletados, os quais foram preservados em 

etanol 96% para seu posterior processamento no laboratório de Biologia e Genética de Peixes da 

Universidade Estadual Paulista. 

 

 

3. Materiais e métodos
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Figura 3.1 Localização dos pontos de coleta das amostras de Brachyplatystoma platynemum. 
IP=Iquitos, Perú; RP=Rio Purus, AM; CJ=Montante da cachoeira, Rio Madeira, AM; 
TE=Cachoeira de Teotônio, rio Madeira, AM; JT=Jusante da cachoeira, rio Madeira, AM; 
M=Manaus, AM; B=Belém, PA. 

Tabela 3.1 Localidades de coleta de Brachyplatystoma platynemum na Amazônia brasileira e 
peruana 

Localidade Sigla Bacia N NRC NCytb NSSR 

Iquitos IP Amazonas 30 27 27 30 

Manaus M Amazonas 32 32 22 30 

Rio Purus RP Purus 38 31 30 38 

Montante da CJ Madeira 22 22 8 20 
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Localidade Sigla Bacia N NRC NCytb NSSR 

Cachoeira 

Cachoeira TE Madeira 40 35 24 33 

Jusante a 

Cachoeira 

JT Madeira 34 34 12 18 

Belém B Amazonas 35 35 17 0 

 

3.2  Região controle e citocromo b (DNA mitocondrial) 
 

3.2.1 Amplificação e sequenciamento do DNA mitocondrial 

O DNA total foi extraído de amostras de tecido muscular, nadadeira e barbilhão usando o 

método de extração salina descrito por Aljanabi e Martinez (1997) ou pelo método de fenol-

clorofórmio descrito por Sambrook et al. (1989). O DNA extraído foi diluído em água ultrapura 

autoclavada. A avaliação quantitativa e qualitativa do DNA foi realizada em espectrofotômetro. 

Posteriormente foi realizada a amplificação por PCR da região controle (D-loop) e do gene 

citocromo b utilizando termocicladores modelo Veriti96, Applied Biosystems, utilizando os primers 

descritos na Tabela 3.2. 

Tabela 3.2 Primers utilizados na amplificação da região controle (D-loop) e do gene citocromo b 

Gene Primers Referência 

Região controle 

 

F-TTF:5’-GCCTAAGAGCATCGGTCTTGTAA-3’ 

R:3’TGGTAGCATGCGGGAAGAATGTCA5’ 

Sivasundar et al. 

(2000) 

Citocromo b NovoF:5’-GACTTGAAAAACCAYCGTTGT-3’ 

O8R2:3’GCTTTGGGAGTTAGDGGTGGGAGTTA

-5’ 

Dados não 

publicados 
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A amplificação do fragmento de DNA da região controle e do gene citocromo b foi 

realizada em um volume final de 12,5µl contendo 7,25 µl de H2O ultrapura, 1,25 µl de tampão 10X, 

0,65 µl de MgCl2 (50mM),1,25 µl de dNTP (2mM), 0,5 µl de cada primer (10mM para região 

controle e 5mM para o gene citocromo b), 0,1 µl de Taq DNA polimerase e 1 µl de DNA genômico 

(10-40 ng/ µl). As condições de termociclagem para a região controle foi estabelecido por Batista e 

Alves-Gomez (2006) para B. rousseauxii consistindo em 30 ciclos, sendo os primeiros cinco ciclos 

com temperatura de desnaturação inicial de 94°C por 1 min, seguidos por 1,5 min a 53°C para 

anelamento dos primers e 1,5 min a 72°C para a extensão; os 25 ciclos restantes foram realizados 

com uma temperatura de 54°C de anelamento mantendo-se os demais parâmetros. Para o gene 

citocromo b foi utilizado as seguintes condições de termocilagem, 94°C por 1 min de desnaturação 

inicial, seguido de 30 ciclos à 94°C por 1 min de desnaturação, temperatura de anelamento de 50°C 

por 1 min, extensão à 72°C por 1,5 min, além de uma extensão final de 72°C por 10 min. 

A verificação do produto de PCR foi realizada em géis de agarose à 1%. Posteriormente foi 

realizada a purificação do produto de PCR usando o kit Exosap I (USB Corporation), seguindo as 

recomendações do fabricante. Desta reação foi utilizado 1 µl da solução para a realização da reação 

de sequenciamento (Sanger et al., 1977), seguindo o protocolo do kit de sequenciamento 

DYEEnamic ET dye terminator (Applied Biosystems). A reação foi realizada em um volume final 

de 10 µl, utilizando entre 30-40 ng/µl do material amplificado e limpo para cada um dos dois 

primers (F ou R). O produto da reação de sequenciamento foi purificado utilizando-se EDTA 

(0,5Mm) como agente quelante para a eliminação dos primers, dNTPs e ddNTPs não incorporados 

durante a amplificação de sequenciamento e acetato de sódio como agente protetor do produto 

amplificado, o protocolo utilizado foi o recomendado e constante do manual do kit de 

sequenciamento DYEEnamic ET dye terminator (Applied Biosystems). A leitura dos fragmentos de 

DNA sequenciados foi realizada em um sequenciador automático, modelo ABI 3130 (APPLIED 

BIOSYSTEMs). 

3.2.2 Análise das sequências nucleotídicas da Região Controle e do gene citocromo b 

Foram obtidas duas matrizes de sequências nucleotídicas, uma composta de 216 indivíduos 

para a região controle e a segunda com 140 sequências para o gene citocromo b. O tamanho final 

dos fragmentos após a edição e alinhamento no programa Clustal W (Thompson et al., 1994), 

incluso no programa BIOEDIT 7.0.5 (Hall, 1999) foi de 663 pb e 1040 pb, respectivamente. 
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Para cada uma das matrizes foram calculados os seguintes índices de diversidade molecular: 

número de haplótipos (H), número de haplótipos únicos (HU), número total de mutações (ETA), 

número de sítios polimórficos (S), média das diferenças nucleotídicas par a par (K), diversidade 

nucleotídica (Pi; indica o número médio de diferenças nucleotídicas por sitio entre duas sequências 

de DNA (Li e Graur, 1991), através dos programas ALEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005) e 

DNAsp 5.10 (Librado e Rozas, 2009). 

Testes de neutralidade seletiva D de Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997) foram 

realizados no programa ALEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005) para determinar se as amostras das 

diferentes localidades estão em equilíbrio com relação ao DNA mitocondrial, considerando que um 

desvio significativo do equilíbrio no mtDNA corresponde provavelmente a um resultado de recente 

expansão populacional ou gargalo, no caso em que nenhuma vantagem seletiva exista entre os 

haplótipos (Rand, et al 1998). Informações adicionais sobre o tamanho das populações no passado e 

do presente foram derivadas da analise de Mismatch (Roger e Harpending, 1992). O parâmetro de 

expansão demográfica tau (τ), foi estimado no programa Arlequin e usado para calcular o tempo de 

expansão (t) usando a formula τ=2ut, onde u=µk, onde µ é a taxa de mutação por sitio por ano e K é 

a longitude da sequência (Pickles, 2011). A taxa de mutação usada para foi de 3,6±0,46% 

(Donaldson e Wilson, 1999) por milhão de anos para a região controle e de 1,5% (Zardoya e 

Doadrio, 1999) para o gene citrocromo b. 

Para testar a hipótese nula de panmixia entre os grupos naturais de Brachyplatystoma 

platynemum foi realizada uma Análise de Variância Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) 

para verificar a existência de populações geneticamente diferenciadas entre os pontos de coleta da 

calha do rio Amazonas e seus tributários. Foi construída uma matriz de distância genética baseada 

nos valores de comparação par a par de ΦST (Weir e Cockerman, 1984) modificação do F (Wright, 

1969), com os valores par a par de distância geográfica para verificar se existe associação entre 

estas duas variáveis, a qual foi estimada pelo teste de Mantel (Mantel, 1967) implementado no 

programa GENEPOP 4.0 (Raymond e Rousset, 1995). O número de migrantes por geração (Nm), 

como fonte de informação do fluxo gênico entre as localidades amostradas, foi estimado de forma 

linear a partir dos valores de FST com auxilio do programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005) 

onde Nm= Y= (1- FST)/( 2FST). Para a AMOVA e o Teste de Mantel foram simuladas 16.000 

permutações. A correção de Bonferroni (Rice, 1989) foi utilizada para todas as comparações 

múltiplas, como a razão entre o valor de P=0,05 e o número de combinações. 
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Adicionalmente foi construída uma rede de haplótipos no programa NETWORK 4.6 (Polzin 

e Vahdati, 2004). Para determinar a relação entre os haplótipos e o tempo de divergência entre os 

filogrupos foi realizada uma Analise Bayesiana Coalescente no programa BEAST 1.5.3 (Drumond e 

Rambaut, 2007) usando o modelo de relógio molecular relaxado (Drumond et al., 2006). Para 

calibrar o tempo de divergência foi usada uma taxa molecular baseada em estimativas publicadas de 

divergência da região controle e o gene citocromo b em peixes de 3,6±0,46 (Donaldson e Wilson, 

1999) e 1,5% (Zardoya e Doadrio, 1999) por milhão de anos respectivamente.  

3.3  Marcadores microssatélites  
 

3.3.1 Amplificação e genotipagem dos microssatélites 

Foi realizada a amplificação heteróloga utilizando-se os marcadores microssatélites 

desenvolvidos por Batista et al. (2010) para a espécie Brachyplatystoma rousseauxii. Foram 

amplificados 14 loci, dos quais foram selecionados sete que apresentaram polimorfismo e padrão 

claro no processo de genotipagem. A Tabela 3.3 sumariza as principais características dos loci 

utilizados. 

Tabela 3.3 Características dos loci microssatélites desenvolvidos por Batista et al. (2010) e 
utilizados no presente estudo. 

Locos 
SSR 

Motivo de 
Repetição 

Primers Ta 
(°C) 

Tamanho 
(pb) 

BR43 (AC)25 F:FAMCCCAGAAAAGAATCCAGCAG 

R:CGCCAAATGAACAACACC 

62 143-161 

BR49 (TC)17 F:HEXGAGTGGTTTGACTCTCCAGAC 

R:GGACTGCATAGGTTGTTGTC 

60 306-321 

BR51 (AC)18 F:NEDGTTACACATGGTCGCTGGTG 

R:GTTCATTCTCTTCGGCTTCG 

60 296-304 

BR53 (AC)15 F:HEXTTTATGAGTGTGTTATCCGGCA 

R:TGAGAGTGCTGTTCACTTCCA 

60 159-169 

BR61 (TG)23 F:FAMCTGTCGAAAACATGAGGCAG 65 261-271 



20 

 

 

 

Locos 
SSR 

Motivo de 
Repetição 

Primers Ta 
(°C) 

Tamanho 
(pb) 

R:GACATCAGAGCGAAGCACAC 

BR70 (GA)8A(AG)8 F:FAMACTGGGTCCGGTGTCATAAA 

R:AACGTGCAGTCATGGTGTAGC 

60 207-215 

 

Uma cauda M13 foi adicionada na extremidade 5’ de cada primer forward dos sete loci 

microssatélites selecionados para análise, para permitir a marcação com fluorescência de acordo 

com o protocolo descrito por Schuelke (2000). 

Os loci microssatélites foram amplificados conforme descrito por Batista (2009). Cada 

reação foi feita em um volume final de 10 µl, contendo: 2µl de DNA genômico (10-50ng/µl), 1,0 µl 

de tampão 10x (10mM tris-HCl, 50mM KCl, pH 8.4), 0,5µl de primer F (5uM), 1,0µl de primer R 

(5µM) e 0,5µl de primer M13 marcado com a fluorescência FAM, HEX ou NED), 0,8µM do 

primer reverso, 2,1µl de dNTPs (1mM), 0,30 µl de MgCl2 (50mM), e 0,21µl de Taq DNA 

polimerase 1U/ µl.  

A amplificação dos loci foi realizada com as seguintes condições de termociclagem: 

desnaturação inicial à 92°C por 1min, seguidos de 25 ciclos a 94°C por 20 seg; 60-62°C por 40seg; 

68°C por 35seg, seguido do anelamento do primer com fluorescência com 20 ciclos a 93°C por 20 

seg; 53°C por 30 seg e uma extensão para este ciclo a 72°C por 35seg. A extensão final para todo o 

processo de amplificação foi de 72°C por 30 min. 

Os produtos amplificados foram verificados em géis de agarose (1,5%). De acordo com a 

intensidade das bandas dos produtos amplificados foram feitas diluições entre 1:10 a 1:40. 1 µl da 

diluição foi utilizada para a genotipagem junto com uma solução contendo 7,93 µl de Tween 20 

(0,1%) e 0,07 µl do padrão de tamanho de alelos (ET 500) completando um volume final de 10 µl.  

Foram desenvolvidos dois sistemas multiplex para a genotipagem das amostras a partir da 

combinação de três fluorescências (FAM, HEX e NED) e do tamanho dos alelos de cada locus 

(Tabela 3.4). Estes sistemas permitiram a análise de três locos em cada poço para cada amostra de 

DNA. 
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Tabela 3.4 Multiplex de genotipagem para os loci analisados 

Multiplex Locos Tamanho (pb) Fluorescência 

Multiplex 1 

 

BR43 143-161 FAM 

BR53 159-169 HEX 

BR70 207-215 FAM 

    

Multiplex 2 BR49 306-321 HEX 

BR51 296-304 NED 

BR61 261-271 FAM 

 

3.3.2 Estimativa do tamanho dos alelos e análises dos genótipos 

Os genótipos foram checados e no programa GeneMapper IDSoftware versão 4.0 (Applied 

Biosystem) usando o padrão de genotipagem ET-500. Após a genotipagem, foi construída uma 

matriz para os seis loci estudados. O programa GENEALEX 6.1 (Peakall e Smouse, 2006) foi 

utilizado na conversão dos diferentes arquivos de entrada, utilizados nos diferentes programas e 

análises descritas a seguir.  

Foram calculados diferentes índices de diversidade gênica como: número total de alelos 

(Na), número de alelos privados (Np) e desequilíbrio de ligação com o programa POPGENE 1.32 

(Yeh e Boyle, 1997); heterozigosidade obervada (Ho) e esperada (He), riqueza alélica, índice de 

fixação FIS (Wright 1951), teste exato de desequilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE) e número de 

migrantes (Nm) com o programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005). Para inferir a causa 

mais provável dos desvios do HWE foi utilizado o software MICROCHECKER 2.2.1 (van 

Oosterhout et al., 2004) para a estimativa de alelos nulos segundo a equação 1 de Brookfield 

(1996). As análises realizadas no MICROCHECKER podem indicar também a presença de sttuters 

(Schlotterer e Tautz, 1992; Hauge e Lit, 1993), dropout, alelos menores amplificados em maior 

freqüência em relação aos alelos de maior tamanho, explicados pela amplificação preferencial 

destes (Banks et al., 1999) e alelos nulos, resultantes da não amplificação de alguns alelos devido à 

substituições, inserções ou deleções no sitio de anelamento dos primers (Callen et al., 1993). 
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Posteriormente foi realizada uma análise de variância molecular (AMOVA) (Michalakis e 

Excoffier, 1996) usando o programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005) para verificar o grau 

de diferenciação genética a partir dos valores de ΦST e RST (Slatkin, 1995), os quais assumem 

modelos mutacionais diferentes (Modelo de alelos infinitos, IAM e Stepwise Mutation Model, 

SMM, respectivamente). Para estas análises foi assumido o nível de dados estranhos de 1, o qual 

significa que todos os sítios são considerados na análise. Os níveis de significância para os testes de 

HWE, ΦST e RST foram ajustados usando as correções de Bonferroni (P=0,05/número de 

combinações) (Rice, 1989). 

A estimativa do número possível de populações (K) foi realizada no programa 

STRUCTURE 2.3.1 (Pritchard et al., 2000) através de uma análise bayesiana. Foi utilizado o 

modelo de mistura (admixture model), que assume que cada indivíduo pode ter ancestrais oriundos 

de mais de uma população, e frequência alélicas correlacionadas, favorecendo a melhor 

identificação de populações subestruturadas (Falush et al., 2003). Foram realizadas 10 corridas 

(réplicas) independentes para cada valor de K (K=1 a 8). Todas as corridas consistiram de um valor 

de corte (burnin) de 100.000 permutações, seguidas por 500.000 MCMC (simulações de cadeias de 

Monte Carlo). A partir dos dados obtidos foi estimado o número de populações K esperadas e o 

valor de K máximo estimado pelo modelo log-likelihood (log (P(X/K)) (Falush et al., 2003) e pelo 

método proposto por Evanno et al. (2005). 
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4.1 DNA mitocondrial 
 

4.1.1 Região Controle  

• Análise da diversidade molecular e genética de Brachyplatystoma platynemum 

Foram obtidas sequências para 216 indivíduos de Brachyplatystoma platynemum para sete 

localidades de estudo. O tamanho do fragmento analisado foi de 663 pb, com uma composição 

nucleotídica média para o total de sequências analisadas de 31,7% para adenina, 21,8% para 

citosina, 15,5% para guanina e 31,0% para timina. O número médio de diferenças nucleotídicas 

par a par por sítio foi de PI=0,01490±0,00025. 

Foi observado um total de 66 haplótipos registrando uma diversidade haplótipica total Hd= 

0,931±0,00010 para os 216 indivíduos analisados. Em relação aos sítios, 618 foram invariáveis, 

45 sítios foram polimórficos e 37 sítios foram informativos para parcimônia. Um total de 48 

mutações foram registradas com valor médio para as transições de 25±3,266 e para as 

transversões de 1±1,574 entre as localidades amostradas, não foi observada saturação entre as 

substituições nucleotídicas com a distancia genética (Figura 4.1).  

4. Resultados
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 Figura 4.1 Grafico de substituicoes nucleotidicas versus a distancia genetica (Kimura-2-
parâmetros) para a região controle de Brachyplatystoma platynemum. 

O número total de haplótipos entre as localidades variou de H=11 (Montante da Cachoeira, 

CJ) a H=18 (Iquitos, IP), com frequências absolutas para cada haplótipo de um a 21 (H51).  

Do total de haplótipos registrados, 47 correspondem a haplótipos únicos distribuídos 

diferencialmente entre todas as localidades e 19 foram haplótipos compartilhados. Os valores de 

diversidade haplotípica variaram entre Hd=0,6353 a Hd=0,9153, registrada para a localidade de 

Manaus. O maior número de haplótipos únicos foi registrado na calha principal do sistema 

Amazonas-Solimões para a localidade de Iquitos (HU=13, N=27), a qual também apresentou os 

maiores números de sítios polimórficos (S=30) e de total de mutações (ETA=31). Dos 

tributários amostrados, as localidades do rio Madeira apresentaram os menores valores de 

diversidade haplotípica (Hd= 0,6353) e de haplótipos únicos (CJ=3, TE=4, JT=4) representando 

em conjunto cerca do 22,92% dos haplótipos únicos observados. Para o rio Purus (N=31) foi 

registrado um número total de haplótipos H=14, com um porcentual de haplótipos únicos de 

17,02% (HU=8). Para esta localidade a diversidade haplotípica foi de Hd=0,892, com 17 sítios 

polimórficos e número total de mutações de ETA=17. 
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Entre os haplótipos compartilhados, o haplótipo H5 foi registrado em indivíduos de todas as 

localidades da calha (B, RP, M e IP), além da localidade da Jusante do rio Madeira, com 

frequências relativas entre 0,081 para JT e 0,257 para B. O haplótipo H50, o qual apresentou a 

maior frequência, foi compartilhado unicamente entre as localidades do rio Madeira, apresentando 

frequências entre 0,273 para a Montante (CJ), 0,324 para a Jusante (JT) e 0,6 para a Cachoeira (TE). 

Tabela 4.1 Polimorfismos de DNA da região controle (D-loop) para os indivíduos de 
Brachyplatystoma platynemum para as localidades amostradas. N= número amostral; H=número de 
haplótipos; HU= haplótipos únicos; S= sítios polimórficos; ETA= número de mutações; HD= 
diversidade haplotípica; PI= diversidade nucleotídica 

 
População 

 
N 

 
H 

 
HU 

 
%HU 

 
S 

 
ETA 

 
HD 

 
PI 

 

D de 
Tajima 

 Fs de 
Fu 

 

Manaus (M) 32 16 5 10,63 20 21 0,9153 0,00748 0,7038  -1,7858  

Iquitos-Perú (IP) 27 18 13 27,66 30 31 0,8946 0,01003 0,3121  -3,4701  

Rio Purus (RP) 31 14 8 17,02 24 17 0,8925 0,00801 1,3132  -0,1678  

Montante da 
Cachoeira (CJ) 

22 12 4 8,51 26 26 0,9004 0,00782 0,1137  -0,5873  

Cachoeria (TE) 35 11 4 8,51 22 22 0,6353 0,00482 -1,4461  -1,3388  

Jusante da 
Cachoeira (JT) 

34 12 3 6,38 27 28 0,8592 0,00846 0,0204   0,7353  

Belém(B) 35 17 10 21,28 21 21 0,9059 0,00679 0,6249  -1,8471  

 

O teste D de Tajima para todas as populações amostradas indicou que as amostras das 

localidades estudadas estão em equilíbrio em relação ao DNA mitocondrial, o qual é corroborado 

pelos valores obtidos para o Fs de Fu indicando também que não há evidência de expansão 

populacional, pois os valores de P não foram significativos. 

• Estrutura populacional inferida pela análise de variância (AMOVA) para a região controle 

A estrutura genética das populações de Brachyplatystoma platynemum foi analisada usando 

uma aproximação no programa Arlequin (AMOVA, Excoffier et al., 1992), essencialmente similar 

a outras aproximações baseadas em análises de variância de frequências gênicas. 
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Inicialmente foi realizada uma análise entre as sete localidades, como um único grupo 

hierárquico, visando determinar os níveis de diferenciação genética entre todas as localidades 

amostradas. Os resultados obtidos indicam que existe uma diferenciação intermediária, segundo 

Wright (1978) com valor para ΦST= 0,09775, com maior variabilidade genética dentro (90,23%) que 

entre as localidades (9,77%) (Tabela 4.2). 

Tabela 4.2 Analise de variância para as sete localidades amostradas de Brachyplatystoma 

platynemum  

Fonte da variação Grau de 

Liberdade 

Soma dos 

quadrados 

Componentes 

de variação 

Porcentagem 

de variação 

Entre localidades 6 11.071 0,04615 Va 9,77 

Dentro das localidades 209 89,035 0,42601 Vb 90,23 

Total 215 100,106  0,47216  

Índice de Fixação ΦST = 0,09775 

 

Dado que se têm amostras da calha do rio Amazonas e de dois afluentes da sua margem 

direita, foram feitas análises de variância realizando diferentes agrupamentos entre as localidades 

amostradas. O primeiro agrupamento foi realizado para dois grupos, o primeiro formado pelas 

localidades da calha e o segundo grupo pelos tributários que correspondem aos rios Purus e 

Madeira. Os resultados obtidos para este agrupamento mostram uma mudança na porcentagem de 

variação em relação à análise anterior, indicando uma porcentagem de variação entre as localidades 

de 5,91% (Tabela 4.3). 

Tabela 4.3 Análise de variância molecular para os dois grupos formados. Calha e tributários na área 
de estudo. 

Fonte da variação Grau de 

Liberdade 

Soma dos 

quadrados 

Componentes 

de variação 

Porcentagem 

de variação 

Entre localidades 1 4,401 0,02862 Va 5,91 

Entre localidades dentro 

dos grupos 

5 6,670 0,02968 Vb 6,13 

Dentro das localidades 209 89,035 0,42601 Vc 87,96 
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Total 215 100,106 0,48431  

Índices de Fixação  

ΦSC =0,06514 

ΦST=0,12038 

ΦCT=0,05909 

    

 

Quando foi realizada a análise de forma independente para cada um dos dois tributários, os 

resultados mostraram um padrão diferente. A análise de variância entre o rio Purus e as localidades 

da calha indicam que a variação entre os grupos é de 0,37%, enquanto dentro dos grupos é de 

98,04%. Em comparação, a análise entre o rio Madeira e as localidades da calha, mostram que, 

apesar de a maior parte da variação continuar representada dentro das localidades (85,32%), existe 

uma variação importante entre os grupos, correspondente à 12,65%, superior à encontrada entre o 

rio Purus e as demais localidades. 

Tabela 4.4 Análise de variância molecular para três grupos conformados pelas localidades 
amostradas no rio Madeira (CJ, TE e JT),e as localidades da calha (IP, B, M) e o rio Purus (RP). 

Fonte da variação Grau de 

Liberdade 

Soma dos 

quadrados 

Componentes 

de variação 

Porcentagem 

de variação 

Entre localidades 2 8,156 0,05050 Va 10,38 

Entre localidades dentro 

dos grupos 

4 2,915 0,00994 Vb 2,04 

Dentro das localidades 209 89,035 0,42601Vc 87,58 

Total 215 100,106 0,48644  

Índices de Fixação  

ΦSC =0,02281 

ΦST=0,12424 

ΦCT=0,10381 

    

 

Estes resultados mostram que existe uma diferença genética importante entre as localidades 

amostradas no rio Madeira e as demais localidades analisadas. Os resultados anteriores são 
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corroborados pelas estimativas par a par para o ΦST, após correção de Bonferroni, onde os valores 

de P foram significativos entre as localidades do rio Madeira e as demais (Tabela 4.5). 

Tabela 4.5 Valores de ΦST par a par entre as localidades. Números em negrito representam valores 

significativos (P<0,002). 

  
Iquitos  

 
Rio Purus 

 
Montante 

 
Cachoeira 

 
Jusante 

 
Belém 

Manaus 0,02742 0,01029 0,08410 0,22645 0,09372 0,00792 
Iquitos  0,01982 0,10254 0,23924 0,09586 0,01416 
Rio Purus   0,09970 0,23840 0,10215 0,02824 
Montante    0,06665 -0,00129 0,09321 
Cachoeira     0,03366 0,22941 
Jusante       0,09693 
Belém       

 
Tabela 4.6 Matriz do número de migrantes entre as localidades amostradas segundo Slatkin (1995) 
onde M=N para dados haplóides.  

  
Iquitos 

 
Rio Purus 

 
Montante 

 
Cachoeira 

 
Jusante 

 
Belém 

Manaus 17,7343 48,1055 5,4455 1,7080 4,8350 62.6338 
Iquitos  24,7300 4,37593 1,5899 4,7157 34,8025 
Rio Purus   4,5148 1,5973 4,3948 17,2054 
Montante    7,0016 inf 4,8644 
Cachoeira     14,3557 1,6794 
Jusante       4,6585 
Belém       

 
Os valores registrados para o número de migrantes variou de 1,5899 a 48,1055, 

apresentando também valores infinitos entre duas localidades (Tabela 4.6). Valores baixos de Nm 

foram registrados principalmente entre as localidades amostradas no rio Madeira e as localidades da 

calha do rio Amazonas. Os maiores valores foram registrados entre as localidades da calha, o que 

pode ser indicativo de maior fluxo gênico entre estas localidades (Tabela 4.6). 

A rede para os 66 haplótipos registrados mostra a formação de dois grupos, um grupo 

formado pelas localidades amostradas no rio Madeira e outro grupo formado pelas localidades da 

calha e o rio Purus. Um aspecto importante corresponde à conexão, entre os dois grupos formados, 

por haplótipos únicos da localidade de Iquitos (H43 e H49). 
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Figura 4.2 Rede de haplótipos para Brachyplatystoma platynemum obtida de sequências parciais de 
DNA da região controle (D-loop).  

 Os resultados obtidos para o teste de Mantel, mostram uma débil relação entre a distância 

geográfica e os valores para o índice de fixação (R2=0,0539) com valor de P=0,06, não 

significativo, indicando que isolamento por distancia é improvável de ter gerado o padrão de 

estrutura observado. As análises de divergência indicam que os dois filogrupos (Calha e rio 

Madeira) divergiram aproximadamente 1,5 Ma (Figura 4.4). A caracterização da expansão 

populacional com a analise de distribuição Mismatch, mostra que os filogrupos apresentam uma 

distribuição multimodal, característica de populações em equilíbrio demográfico (Schneider et al., 
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2000), no entanto os valores estimados de Fs=-25,2422 com P<0,05 para o filogrupo da Calha são 

indicativos de recente expansão populacional, entretanto para o filogrupo do rio Madeira os valores 

(Fs=-3,52218, P=0,147) sustentam a distribuição registrada, provavelmente esta população passa 

por um momento de estabilidade em seu tamanho populacional (Figura 4.3).  

 

Figura 4.3 Distribuição Mismatch usando a informação da região controle para os filogrupos 
encontrados. O primeiro gráfico correponde ao filogrupos da Calha e o segundo ao filogrupo do rio 
Madeira. 
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Figura 4.4 Tempo de divergência dos filogrupos estimado no BEAST, usando a região controle do 
mtDNA. Tempo em milhões de anos (Ma) antes do presente. Calha em verde e rio Madeira em azul. 

 Foi estimado o tempo de expansão para os filogrupos Calha e rio Maderia baseados no 

parametro demografico tau (τ), entre 400.000 e 250.000 anos, respectivamente. Observa-se que o 

tempo de expansao para o filogrupo do rio Madeira é relativamente recente, razão pela qual, 

provavelmente, a distribuicao Mismatch não teve resolução.  

4.1.2 Citocromo b 

• Análise da diversidade molecular e genética de Brachyplatystoma platynemum 

Para o gene citocromo b foi sequenciada uma região de 1044 pb para um total de 140 

indivíduos. Foram registrados 21 haplótipos e uma diversidade haplotípica total de Hd=0,798± 

0,00068. Um total de 21 sítios apresentaram-se polimórficos para um total de 21 mutações, sete 

singletons e 14 sítios informativos para parcimônia. A composição nucleotídica média para os 

indivíduos analisados foi de 28,1% para adenina, 31,3% para citosina, 14,0% para guanina e 26,6% 

para timina e o número médio de diferenças nucleotídicas par a par por sitio foi de 

Pi=0,00442±0,0000001. A média entre transições e transversões foi de 8,571 e 0,143, 



32 

 

 

 

respectivamen

Figura 4.5 Grafico de substituições nucleotidicas versus a distância genética para o gene 

citrocromo b de Brachyplatystoma platynemum. 

Tabela 4.7 Polimorfismos de DNA do gene citocromo b para os indivíduos de Brachyplatystoma 

platynemum para as localidades amostradas. N= número amostral; H=número de haplótipos; HU= 
haplótipos únicos; S= sítios polimórficos; ETA= número de mutações; HD= diversidade 
haplotípica; PI= diversidade nucleotídica 

 
População 

 
N 

 
H 

 
HU 

 
%HU 

 
S 

 
ETA 

 
Hd 

 
PI 

 

D de 
Tajima 

 Fs de Fu  

Manaus (M) 22 7 4 28,57 7 7 0,5974 0,00143 -0,71117  -1,93112  

Iquitos-Perú (IP) 27 5 2 14,28 5 5 0,7379 0,00187 1,42103  1,09260  

Rio Purus (RP) 30 3 1 7,14 7 7 0,5448 0,00216 0,81256  4,46337  

Montante da 
Cachoeira (CJ) 

8 6 3 21,43 12 12 0,8929 0,00387 -0,64401  -0,93978  

Cachoeria (TE) 24 7 2 14,28 13 13 0,7572 0,00215 -1.23421  -0,49163  

Jusante da 
Cachoeira (JT) 

12 5 1 7,14 11 11 0,8333 0,00398 0,58140  1,63796  

Belém(B) 17 4 1 7,14 6 6 0,6250 0,00141 -0,57485  0,71288  
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Um total de 21 haplótipos foram registrados para todos os indivíduos analisados 

apresentando frequências absolutas para cada haplótipos entre um e 16 (H1). O número total de 

haplótipos entre as localidades variou de H=3 (rio Purus, RP) a H=7 (Manaus, M). 

 Do total de haplótipos registrados, 14 foram haplótipos únicos e oito foram haplótipos 

compartilhados. A diversidade haplotípica variou de Hd=0,5448 a Hd=0,8929. O maior número de 

haplótipos únicos foi registrado para a localidade de Manaus (N=22, H=7) com HU=4, 

representando 28,57% do total de haplótipos únicos. Para esta localidade foi registrada uma 

diversidade haplótípica de Hd=0,5974 e um número de sítios polimórficos de S=7 (Tabela 4.7).  

 Para a localidade de Iquitos (IP, N=27) foi registrado um total de cinco haplótipos, dos 

quais dois foram únicos, representando 14,28% do total. A diversidade haplotípica foi de 

Hd=0,7379 e o número de sítios polimórficos foi de S=5. Em comparação, para a localidade de 

Belém (N=17) foi registrado um total de quatro haplótipos, sendo um haplótipo único, 

representando 7,14% do total A diversidade haplotípica para esta localidade foi de Hd=0,6250 com 

um total de sítios polimórficos de S=6. Para o rio Purus (N=30) foi registrado um haplótipo único 

de um total de três haplótipos, representando uma diversidade haplotípica de Hd=0,5448 e um total 

de sete sítios polimórficos registrados (Tabela 4.7). 

 Para as localidades amostradas no rio Madeira foram observados um maior número de sítios 

polimórficos, sendo para a Cachoeira (TE) S=13, para a Montante (CJ) S=12 e para a localidade à 

Jusante (JT) S=11 (Tabela 4.7). Já o número de haplótipos únicos variou entre um e três, 

representando, as três localidades em conjunto, 42,85% dos haplótipos únicos observados. Para a 

localidade da Montante da cachoeira foi registrado o maior valor de diversidade haplotípica, 

Hd=0,8929, e o segundo maior valor de haplótipos únicos com HU=3. No entanto, o número 

amostral foi baixo com N=8. Para a localidade da Cachoeira e a Jusante foram registrados um 

número total de haplótipos de H=7 e H=5 e uma diversidade haplotípica de Hd=0,7572 e 

Hd=0,8333, respectivamente (Tabela 4.7). 

 Os valores de P para o teste D de Tajima não foram significativos, indicando que as 

amostras obtidas para o gene citocromo b estão baixo seleção neutral. Os valores de Fs de Fu não 

foram significativos indicando que não se tem evidencia de expansão populacional. 
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• Estrutura populacional inferida pela análise de variância (AMOVA) para o gene citocromo 
b 

 Para os análises de variância molecular foram realizados diferentes agrupamentos entre as 

localidades amostradas. Inicialmente foi realizada uma análise para as sete localidades visando 

testar a hipótese de panmixia. Os resultados obtidos são mostrados na Tabela 4.8. 

Tabela 4.8 Análise de variância para as sete localidades amostradas de Brachyplatystoma 

platynemum usando sequências do gene citocromo b. 

Fonte da variação Grau de 

Liberdade 

Soma dos 

quadrados 

Componentes 

de variação 

Porcentagem 

de variação 

Entre localidades 6 10,282 0,07032 Va 17,15 

Dentro das localidades 133 45,182 0,33971 Vb 82,85 

Total 139 55,464 0,41003  

Índice de Fixação ΦST = 0.17149 

 

 Os resultados desta primeira análise mostram que a maior variação se encontra dentro das 

localidades amostradas (82,85%), no entanto, existe uma porcentagem de variação importante entre 

as localidades de 17,15%. 

 Para poder avaliar a procedência desta variação, foram realizadas análises independentes 

entre as localidades da calha e dos dois afluentes da margem direita. O primeiro agrupamento foi 

realizado para dois grupos, o primeiro formado pelas localidades da calha e o segundo grupo pelos 

tributários que correspondem aos rios Purus e Madeira. Os resultados obtidos para este 

agrupamento mostram uma mudança na porcentagem de variação em relação à análise anterior, 

indicando uma porcentagem de variação entre as localidades menor que 5,76%, enquanto entre as 

localidades dentro dos grupos formados foi de 13,32% e dentro das localidades foi de 80,92%. 
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Tabela 4.9 Análise de variância molecular para os dois grupos formados. Calha e tributários na área 
de estudo. 

Fonte da variação Grau de 

Liberdade 

Soma dos 

quadrados 

Componentes 

de variação 

Porcentagem 

de variação 

Entre localidades 1 3,300 0,02419 Va 5,76 

Entre localidades dentro 

dos grupos 

5 6,982 0,05592 Vb 13,32 

Dentro das localidades 133 45,182 0,33971 Vc 80,92 

Total 139 55,464   0,41982  

Índices de Fixação  

ΦSC =0,14134 

ΦST=0,19082 

ΦCT=0,05762 

    

 

 Análises de variância para cada um dos tributários em comparação com as localidades da 

calha como um grupo mostraram padrões diferentes. A análise de variância entre o rio Purus e as 

localidades da calha indicam que a variação entre os grupos é de 7%, enquanto dentro dos grupos é 

de 90,31%. Em comparação, a análise entre o rio Madeira e as localidades da calha,mostram que, 

apesar da maior parte da variação continuar representada dentro das localidades (76,60%), existe 

uma variação importante entre os grupos, correspondente à 22,92%, superior à encontrada entre o 

rio Purus e as demais localidades. Já a variação entre localidades dentro dos grupos formados foi de 

0,48%. 

 A análise realizada para três grupos, o primeiro formado pelo rio Madeira, o segundo pelo 

rio Purus e um terceiro agrupando as localidades da calha mostrou que a variação entre as 

localidades é de 20,53%, enquanto que a variação dentro das localidades é de 78,70%.  

 Os valores observados nos diferentes grupamentos realizados mostram que é provável que o 

rio Madeira constitua uma unidade diferenciada, o qual corrobora os valores obtidos para as 

comparações par a par para o índice ΦST entre as localidades. 
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Tabela 4.10 Análise de variância molecular para três grupos conformados pelas localidades 
amostradas no rio Madeira (CJ, TE e JT), as localidades da calha (IP, B, M) e o rio Purus (RP) 

Fonte da variação Grau de 

Liberdade 

Soma dos 

quadrados 

Componentes 

de variação 

Porcentagem 

de variação 

Entre localidades 2 8,693 0,08863 Va 20,53 

Entre localidades dentro 

dos grupos 

4 1,589 0,00332 Vb 0,77 

Dentro das localidades 133 45,182 0,33971 Vc 78,70 

Total 139 55,464 0,43166  

Índices de Fixação  

ΦSC =0,00967 

ΦST=0,21301 

ΦCT=0,20532 

    

 

 Um aspecto importante a ser observado nestes resultados em relação à estruturação 

genética, é o fato de que, embora a estruturação genética tenha sido significativa entre as 

localidades da calha e as localidades da Cachoeira e a Jusante do rio Madeira, ela não foi 

significativa em relação à localidade à Montante do rio Madeira, fato que pode estar relacionado 

com o baixo número de indivíduos analisados para este marcador nesta localidade. No entanto, o 

padrão de estruturação para o rio Madeira é evidente. 

Tabela 4.11 Valores de ΦST par a par entre as localidades amostradas para o gene citocromo b. 
Valor significativo de P<0,002 em negrito. 

  
Iquitos  

 
Rio Purus 

 
Montante 

 
Cachoeira 

 
Jusante 

 
Belém 

Manaus 0,02209 0,08168 0,21833 0,30016 0,21258 0,03179 
Iquitos  0,06155 0,15007 0,23247 0,15688 0,02339 
Rio Purus   0,27376 0,33903 0,26877 0,18919 
Montante    0,00467 -0,04754 0,20675 
Cachoeira     -0,03480 0,27820 
Jusante       0,20695 
Belém       
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 Os valores para o número de migrantes segundo Slatkin (1995) corroboram os valores 

obtidos para o ΦST, mostrando um baixo número de migrantes entre as localidades que apresentaram 

valores significativos de estruturação (Tabela 4.12). No caso da localidade da Montante do rio 

Madeira, pode-se observar se que os valores Nm foram baixos, apesar do valor de ΦST não ser 

significativo. 

Tabela 4.12 Valores de Nm segundo Slatkin (1995) para as localidades amostradas usando o gene 
citocromo b. 

  
Iquitos  

 
Rio Purus 

 
Montante 

 
Cachoeira 

 
Jusante 

 
Belém 

Manaus 22,13414 5,62164 1,79009 1,16577 1,85202 15,23021 
Iquitos  7,62330 2,83177 1,65083 2,68710 20,87809 
Rio Purus   1,32642 0,97481 1,36029 2,14286 
Montante    106,500 inf 1,91840 
Cachoeira     inf 1,29728 
Jusante       1,91604 
Belém       
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Figura 4.6 Rede para 21 haplótipos de Brachyplatystoma platynemum usando o gene citocromo b. 

 

 A  

Figura 4.6 mostra a rede construída para os 21 haplótipos do gene citocromo b de Brachyplatystoma 

platynemum registrados para as localidades amostradas. Cada cor corresponde a uma localidade, 

observa-se a distribuição diferenciada de alguns haplótipos, mostrando a formação de dois grupos, à 

esquerda as localidades da calha junto com o rio Purus e à direita as localidades amostradas no rio 

Madeira. O haplótipo H18 da localidade da Jusante conecta os dois grupos. 

 O teste de Mantel mostrou uma débil relação entre a distancia geográfica e os valores para o 

índice de fixação (R2=0,1231) estatisticamente não significativo (P= 0,097), indicando que 

isolamento por distancia é improvável ter gerado o padrão de estrutura observado. As análises de 

divergência indicam que os dois filogrupos (Calha e rio Madeira) divergiram a aproximadamente 

1,10 Ma. Entretanto os resultados da análise de distribuição Mismatch, mostraram que os filogrupos 

apresentam uma distribuição multimodal, característica de populações em equilíbrio demográfico 
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(Schneider et al., 2000). Esta distribuição foi sustentado pelos valores de Fs para o filogrupo da 

Calha e do rio Madeira de -2,33323 e -1,20237 respectivamente. Foi estimado o tempo de expansão 

baseado na taxa de mutação do gene citocromo b para os filogrupos Calha e rio Maderia usando o 

parametro demografico tau (τ), entre 270.000 e 25.000 anos, respectivamente.  

 

Figura 4.7 Distribucion Mismatch usando a informação do gene citocromo b. Primeiro gráfico 
correponde aos filogrupos da Calha e o segundo ao filogrupo do rio Madeira. 

 

Figura 4.8 Tempo de divergencia dos filogrupos estimado no BEAST usando o gene citocromo b. 
Tempo em milhoes de anos (Ma) antes do presente. Calha em verde e rio Madeira em azul. 
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4.2  Microssatélites 

• Análise da diversidade genética de Brachyplatystoma platynemum usando marcadores 
microssatélites 

As análises foram baseadas em uma matriz contendo os genótipos para um total de 169 

indivíduos e seis loci, para seis localidades do sistema Amazonas-Solimões, os quais incluem dois 

tributários e duas localidades da calha. Dentro dos tributários foram amostradas três localidades no 

rio Madeira que correspondem à Montante, a Jusante e a Cachoeira. Análises no programa 

MICROCHECKER indicam frequência de alelos nulos em três dos seis loci analisados para 

diferentes populações (Tabela 4.13). No entanto, não foram encontrados desvios como 

consequência de sttuter ou dropout. 

No total foram encontrados 37 alelos para todos os loci e todas as localidades. Alelos 

privados foram registrados para as localidades de Manaus, Iquitos, Montante da Cachoeira e a 

localidade da Cachoeira e apresentaram frequências entre 0,029 e 0,083. Os loci avaliados foram 

pouco polimórficos apresentando um número de alelos entre dois e 10 com média de 6,43 alelos por 

loco. Os índices de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (H) variaram entre 0,055 (BR 51, na 

localidade da montante do rio Madeira CJ ) 0,864 (BR61, na localidade de Iquitos ) e 0,055 a 0,849 

nos mesmos loci e localidades, respectivamente (Tabela 4.13). As estimativas para o índice de 

endogamia FIS registrou valores entre 0,000 para a localidade da Montante(CJ) para o locus BR51, 

no qual o Ho e He apresentaram o mesmo valor, e 0,867 registrado para a localidade do Rio Purus 

para o locus BR61. Do conjunto de estimativas para o FIS (36 estimativas) 14 apresentaram valores 

negativos (Ho> He) provavelmente devido ao excesso de heterozigotos, enquanto que 18 estimativas 

apresentaram valores positivos indicando deficiência de heterozigotos. O valor de FIS para todos os 

loci foi de FIS= 0,205, corroborando as estimativas por lócus por localidade.
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Desvios do HWE foram observados para dois das 36 estimativas realizadas para os loci 

analisados entre as populações (Tabela 4.13) após a correção de Bonferroni (P<0,007). Os únicos 

loci que apresentaram desvios foram o BR49 e o BR53. Os valores significativos para o teste de 

HWE foram concordantes com as estimativas do índice FIS e os desvios de Ho e He para cada 

uma das localidades avaliadas indicando que baixos níveis de heterozigosidade foram registrados 

(Ho<He) e portanto, os valores para o FIS foram positivos. 

 

Tabela 4.14 Índices para as localidades amostradas. NTOTAL, número total de indivíduos; AT número 
total de alelos; AR, riqueza alélica; média da diversidade gênica e média das diferenças par a par. 

Localidades NTOTAl AT AR Média da diversidade 
Gênica 

Média das diferenças 
par a par 

Manaus 30 36 5,143 0,628±0,174 2,458 

Iquitos 30 35 5,000 0,629±0,159 2,898 

Rio Purus  38 26 3,714 0,548±0,195 2,087 

Montante da 
Cachoeira 

20 27 3,857 0,453±0,265 2,065 

Cachoeira de 
Teotônio 

33 31 4,429 0,490±0,250 2,007 

Jusante da Cachoeira 18 22 3,143 0,453±0,235 2,206 

 

Estimativas para as seis localidades mostram que a média de diversidade gênica está 

entre 0,453±0,265 e 0,629±0,159 e o número total de alelos e a riqueza alélica variaram de 22 a 

31 e 3,143 a 5,143, respectivamente, enquanto a média das diferenças par a par dentro das 

localidades foi pouco variável (Tabela 4.14). 

 

O número de migrantes foi calculado baseado no modelo M=2Nm, onde assume-se que a 

mutação é insignificante quando é comparada com a taxa de migração m. As estimativas par a 

par entre as localidades amostradas indicam que entre as localidades do rio Madeira que incluem 

Montante, Cachoeira e Jusante e as localidades da calha e a localidade do rio Purus, apresentam 

baixos valores de migrantes variando entre 1,368 e 2,776, enquanto que o número de migrantes é 
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infinito entre Manaus e Iquitos. Entre o rio Purus e Iquitos também foi observado um baixo 

número de migrantes de 2,843. 

 

• Estrutura genética para marcadores microssatélites de Brachyplatystoma platynemum 

 

Análises de variância molecular para os loci estudados em B. platynemum, mostram 

diferença importante entre as localidades amostradas, no entanto a maior variação continua 

representada dentro das localidades (Tabela 4.15). 

 

O índice de fixação ΦST (baseado no modelo evolutivo IAM) mostra uma porcentagem de 

diferenciação entre as localidades de 16,53%, enquanto que dentro das localidades a 

porcentagem corresponde à 83,47%. Em comparação, as estimativas baseadas no índice RST 

(baseado no modelo evolutivo SMM), mostram uma variação menor entre as localidades, 

correspondente à 5,88%, enquanto a variação dentro das localidades foi de 94,12% (Tabela 4.15). 

 

Tabela 4.15 Análise AMOVA considerando todas as localidades amostradas para 
Brachyplatystoma platynemum em um mesmo grupo utilizando os índices ΦST e RST. 

Fonte da variação Grau de 

Liberdade 

Soma dos 

quadrados 

Componentes de 

variação 

Porcentagem 

de variação 

Índice ΦST RST ΦST /RST ΦST/ RST ΦST/ RST 

Entre localidades 5 55,250/904,799 0.18211/2,52554 16,53/5,88 

Dentro das 

localidades 

332 305,235/13433,37 0,91938/40,46195 83,47/94,12 

Total    337 360.485/14338,166 1,10149/42,98749  

Índice de Fixação ΦST = 0.16533; RST = 0,05875 

* significa p<0.05. Baseado em 16,000 permutações. 
 

As diferenças registradas para os índices de fixação podem estar relacionados com os 

diferentes modelos evolutivos que estão baseados cada um destes índices. O índice RST é 

independente da taxa de mutação sob um modelo estrito SMM, geralmente é considerado o 

melhor índice para refletir de forma cuidadosa o padrão de mutação dos microssatélites, no 

entanto, desvios do modelo SMM podem levar a subestimativas da diferenciação populacional 



46 

 

 

 

devido à alta variância associada a este índice em comparação com o ΦST (Balloux e Moulin, 

2002), os valores podem ser superiores ao ΦST (Slatkin 1995). Na prática o modelo estrito de 

mutação stepwise é difícil de acontecer, motivo pelo qual o uso do índice RST é evitado. De fato, 

quando a mutação é estritamente stepwise, RST não é necessariamente o melhor estimador que o 

ΦST (Balloux e Goudet, 2001), por exemplo, quando a escada de tempo é corta e a influencia da 

mutação é relativamente pequena (Slatkin, 1995). 

 

Análises de variância independentes baseados no ΦST foram realizadas para diferentes 

agrupamentos entre as localidades. Para três grupos formados pelas duas localidades da calha 

(Iquitos e Manaus), rio Purus e rio Madeira, a maior variação foi registrada dentro das populações 

com uma porcentagem de 92,83%, enquanto entre os grupos o valor foi de 6,44% com valor de 

ΦST =0,07172 e valor de P<0,05. Quando foi realizada a análise comparando cada um dos dois 

tributários com o resto das localidades, foi observado que as comparações entre o rio Purus com as 

outras localidades a maior variação foi concentrada dentro das populações com 97, 78%; No 

entanto, quando a análise foi realizada agrupando as localidades do rio Madeira como um grupo 

em comparação com o resto de localidades como um segundo grupo, foi registrada uma variação 

importante entre os grupos correspondente cujo valor foi de 12,98%, enquanto dentro das 

localidades o valor foi de 89,14%. 

 

Doze das 15 comparações par a par entre as localidades para o índice ΦST foram 

significativas com valor de P<0,002. Os valores para ΦST indicam de moderada a alta 

estruturação genética entre as localidades da calha e o rio Purus com as localidades amostradas 

no rio Madeira (Tabela 4.16). No entanto, entre as localidades do rio Madeira, só apresentaram 

valores significativos as comparações entre a Cachoeira e a Jusante com valor de ΦST =0,07260. 

Em comparação, as estimativas para o índice RST , foram significativas e com baixos valores para 

as localidades da Montante e a Jusante do rio Madeira com as localidades de Manaus, Iquitos e 

rio Purus (Tabela 4.16). 
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Tabela 4.16 Índices de fixação ΦST (acima) e RST (abaixo) par a par entre as localidades amostradas 
para Brachyplatystoma platynemum. Números em negrito representam valores significativos 

(P<0,002). 

  
Manaus  

 
Iquitos  

 
Rio Purus 

 
Montante 

 
Cachoeira 

 
Jusante 

Manaus - -0,01016 0,10888 0,18135 0,15827 0,16244 

Iquitos -0,03911 - 0,16205 0,20677 0,18103 0,20347 

Rio Purus -0,12405 -0,05461 - 0,28986 0,25359 0,24579 

Montante 0,16375 0,20543 0,19674 - 0,04516 0,05296 

Cachoeira 0,04731 0,07544 0,03307 0,06570 - 0,07260 

Jusante  0,08956 0,14518 0,14140 0,02638 0,01875 - 

 
A análise bayesiana realizada por iterações de cadeias markovianas gerada pelo 

programa STRUCTURE sob o modelo Admixture, avaliando K = 1 a 8 populações, mostrou a 

mais alta verossimilhança (LnPD) em uma estrutura populacional de K=2, resultado que foi 

corroborado pela estimação delta de K  (Figura 4.9 e 

 

Figura 4.10). 
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Figura 4.9 Estimações de LnP(D) e delta (K) dos resultados da analise bayesiana, sob o modelo 
Admixture, com K=1 a 8. 

 

 

 

Figura 4.10 Gráfico obtido com o programa STRUCTURE evidenciando estrutura genética entre as 
seis localidades amostradas de Brachyplatystoma platynemum, formando dois grupos. Em verde as 
localidades da calha (Manaus e Iquitos) e o rio Purus, em vermelho as localidades amostradas no rio 
Madeira. 
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A identificação dos padrões de distribuição da variação genética dentro e entre populações 

é referida como a estrutura genética populacional das espécies. Informação desta estrutura é um 

parâmetro fundamental na biologia evolutiva e conservação. Altos níveis de variação genética 

podem aumentar o potencial das populações em responder à seleção, acentuar a adaptação dentro de 

um habitat particular e também ampliar os limites de colonização e distribuição, possibilitando a 

sobrevivência em uma grande variedade de ambientes (Carvalho, 1993; Kalinowski, 2004).  

 

Análises genéticas populacionais e filogeográficas usando marcadores moleculares 

constituem uma poderosa ferramenta e podem elucidar várias questões relativas à estruturação de 

populações selvagens ou cultivadas de diversas espécies, tais como origem, sucesso reprodutivo, 

taxas de divergências genéticas, migração, tamanhos da população, seleção natural e eventos 

históricos (Sunnucks, 2000).  

 

Considerando a grande diversidade biológica registrada na região amazônica e a 

importância do recurso íctico nesta área, têm levado ao incremento nos estudos da variabilidade 

genética de diversas espécies de peixes amazônicos, principalmente aquelas que constituem uma 

unidade de exploração comercial. Os grandes bagres amazônicos do gênero Brachyplatystoma são 

um importante recurso pesqueiro e biologicamente são reconhecidos por sua capacidade migratória 

5. Discussão
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(embora o padrão não tenha sido conhecido para todas as espécies) além de sua ampla distribuição 

no sistema a Amazonas-Solimões (Barthem e Goulding, 1997; Petrere et al.,2004).  

 

Brachyplatystoma platynemum representa uma das espécies menos estudadas do gênero e 

apesar de representar um recurso de pequeno valor comercial, tem sido observado nos últimos anos 

um aumento em sua captura como consequência do decréscimo de espécies com alto valor 

comercial como Brachyplatystoma filamentosum (Petrere et al., 2004). Assim é de extrema 

importância o conhecimento da variabilidade genética desta espécie no desenvolvimento de 

medidas de manejo e conservação.  

 

Análises realizadas neste estudo para 216 indivíduos de B. platynemum usando 663pb da 

região controle, mostram um padrão similar nos valores estimados para os índices de polimorfismo 

e distribuição espacial da diversidade genética, ao descrito em trabalhos realizados para outras 

espécies do gênero, como Brachyplatystoma vaillanti (Formiga-Aquino, 2004), Brachyplatystoma 

capapretum e Brachypaltystoma filamentosum (Huergo, 2009) e Brachyplatystoma rousseauxii 

(Batista, 2010).   Dos 66 haplótipos registrados para B. platynemum 47 corresponderam a haplótipos 

únicos, registrados em maior proporção para algumas localidades da calha (Iquitos 27,66% e Belém 

21,28%) em tanto para os tributários amostrados, rio Purus (RP) e as localidades amostradas no rio 

Madeira foi achado um número menor de haplótipos; padrão similar na distribuição dos haplótipos 

foi registrado em outros estudos para B.rousseauxii (Batista, 2010), onde os tributários da margem 

direita (rio Madeira, rio Purus e rio Juruá) apresentaram um número reduzido de haplótipos únicos. 

O maior número de haplótipos foi observado para a espécie B vaillanti nas localidades de Belém, 

Manaus e Tabatinga (Rodrigues et al., 2009), em comparação para B. rousseauxii a localidade de 

Belém, apresentou os maiores valores para a maioria dos índices de diversidade molecular (Batista, 

2010), o que está de acordo com os dados verificados no presente estudo. 

 

O padrão de alta diversidade haplotípica registrado na região do estuário, esta relacionada 

segundo Batista e Alves-Gomez (2006), com a função do estuário como área de criação, que 

congrega um numera representativo de indivíduos nascidos nas cabeceiras dos diferentes tributários. 

No entanto a presença de um número elevado de haplótipos na região oeste da bacia amazônica, 

como foi observado para B. platynemum (localidade de Iquitos, IP) e para outras espécies do 

gênero, pode estar correlacionada com o processo de migração descrito para B. rousseauxii, onde 
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indivíduos adultos podem não retornar ao estuário em um próximo ciclo migratório e sim à região 

entre o alto Amazonas e o baixo Solimões, área preferencial de alimentação (Barthem e Goulding, 

1997; Barthem e Goulding, 2007; Leite et al., 2007), mantendo uma alta diversidade de haplótipos 

nesta zona.  

 

Padrões similares na distribuição da variabilidade genética usando a região controle foram 

determinados para algumas espécies de peixes como Nannostomus eques (Terêncio, 2009), 

Hypopygus lepturus (Schmitt, 2005), e para algumas espécies migradoras de prochilodontideos 

como Prochilodus nigricans (Machado, 2009) e Semaprochilodus insignis (Batalha, 2009), para 

espécies do gênero Symphysodon (Farias e Hrbek, 2008) e o gênero Fluviphylax (Souza, 2008). 

 

A região controle (mtDNA) tem sido o marcador molecular de sequências nucleotídicas 

preferencialmente utilizado na estimativa e distribuição da variabilidade genética de peixes, contudo 

outros marcadores mitocôndrias como o gene citocromo b também tem sido usados. O gene 

citocromo b é considerado um dos genes mais úteis para estudos filogenéticos interespecíficos 

(Farias et al., 2001) mais também é usado para avaliar populações o relações taxonômicas a níveis 

inferiores (Meyer, 1993), neste caso a nível intraespecífico, este gene conservado pode contribuir 

com informação genética adicional dos processo evolutivos que podem ter modelado a variabilidade 

genética contemporânea das populações. 

 

Neste sentido informação adicional foi obtida a partir das análises do gene Citocromo b 

(1044pb) para um total de 140 indivíduos de B platynemum, que registraram uma alta diversidade 

genética com um total de 21 haplótipos. Para este marcador foi observado um padrão similar ao 

encontrado para a região controle em relação à distribuição da diversidade haplotípica entre as 

localidades amostradas. O maior numera de haplótipos únicos foi registrada para a localidade de 

Manaus (HU=4) na calha principal do Amazonas-Solimões, a exceção da localidade da Montante 

no rio Madeira que apresentou o segundo maior número de haplótipos únicos (HU=3) e a maior 

diversidade haplotípica (Hd=0,8929), no entanto foi analisado um reduzido número de indivíduos 

(N=8) o que pode ter interferido nas análises.  

 

Apesar de que não se tem informação comparativa deste marcador para outras espécies do 

gênero, análises filogeográficas realizadas para alguns gêneros de peixes como Rhamdia (Perdices 
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et al., 2002), e Potamorranphis (Lovejoy e de Araujo, 2000) tem mostrado padrões evidentes de 

diversificação de espécies, além de ter sido usado em estudos populacionais da espécie Colossoma 

macropomum (Santos et al., 2007) com excelentes resultados na diferenciação de populações. 

 

De acordo com o padrão de distribuição da diversidade haplotípica observada com os 

marcadores mitocondriais, análises posteriores para testar a hipótese de panmixia foram realizadas 

de forma independente.  

 

Análises de variância molecular (AMOVA) realizando diferentes agrupamentos entre as 

localidades amostradas registraram, que a maior variabilidade genética esta presente dentro das 

localidades, no entanto existe uma porcentagem importante de variabilidade entre localidades. A 

maior porcentagem de variância molecular encontrado entre os agrupamentos foi obtida para dois 

grupos, o primeiro composto pelas localidades da Calha (Manaus, Iquitos, Belém) e o rio Purus, e o 

segundo composto pelas três localidades amostradas no rio Madeira (Montante, Cachoeira e a 

Jusante). As estimativas do índice de fixação ΦST par a par entre as localidades amostradas 

sustentam estes agrupamentos com uma alta significância estatística para os valores estimados; as 

localidades amostradas no rio Madeira apresentaram valores significativos para o índice de fixação 

em comparação com o resto das localidades, indicando a existência de unidades populacionais 

diferentes para esta espécie, o que permite rejeitar a hipótese inicial de panmixia.  

 

O mesmo padrão de estruturação foi corroborado através de seis loci microssatélites 

avaliados para 169 indivíduos que registraram um total de 37 alelos com valores de riqueza alélica 

entre as localidades de 3,143 e 5,143.  Apesar de registrar níveis baixos de polimorfismo essas 

análises refletiram o padrão de estruturação encontrado com os marcadores mitocôndrias.  

 

As análises de variância molecular mostram que existe uma maior variação dentro das 

localidades que entre estas, no entanto os valores para o índice de fixação ΦST foram 

estatisticamente significativos nas comparações par a par entre as localidades da calha e o rio 

Madeira com valores entre 0,15827 (M e CJ) e 0,28986 (RP e CJ). Embora se tenha observado 

também estruturação genética nas comparações par a par, para a localidade do rio Purus com duas 

das localidades da calha (Manaus e Iquitos), as análises de variância molecular entre estas 

localidades não apresentaram significância estatística. A análise Bayesiana realizada no programa 
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STRUCTURE, e as estimativas de Ln (P)D e ∆K, indicaram a formação de dois grupos sustentando 

a estruturação registrada entre as localidades da Calha e as localidades do rio Madeira.  

 

As diferenças encontradas entre os marcadores mitocondriais e os marcadores 

microssatélites, em relação à estrutura registrada para a localidade do rio Purus, pode estar 

relacionado com os níveis de variabilidade, entre as diversas classes de marcadores além do tipo de 

herança destes. Estimativas realizadas das taxas de mutação de marcadores moleculares em peixes 

indicam que a taxa de mutação do gene citocromo b é de 1,5% por milhão de anos (Zardoya e 

Doadrio, 1999) e para a região controle estima se uma taxa de mutação maior de 3,6±0,46% por 

milhão de anos (Donaldson e Wilson, 1999), no entanto os microssatélites possuem uma taxa de 

mutação maior que os marcadores mitocôndrias de 10 -2 -10-6 por lócus por geração (Ellegren, 2000) 

e se deve às alterações no número da unidade de repetição. 

 

Evidencias de estruturação genética tinham sido observadas para duas espécies do gênero 

Brachyplatystoma na bacia amazônica, usando a região controle do DNA mitocondrial. Huergo em 

2009, identificou que B. filamentosum apresenta estruturação genética associada principalmente ao 

tipo de água (branca, clara e preta), posteriormente foi observada uma baixa estruturação para B. 

rousseauxii entre o rio Madeira e rio Japurá (Batista, 2010) com a região controle, entretanto para 

B. vaillanti (Formiga-Aquino, 2004) e Brachyplatystoma capapetrum (Huergo, 2009) não foi 

observada estrutura genética, sendo definido o estado de panmixia para estas duas espécies, na bacia 

amazonica.  

 

Padrões de estrutura genética foram identificados para algumas espécies de peixes 

amazônicos como o curimatã (Prochilodus nigricans) envolvendo localidades dos rios Tapajós, 

Xingu e alto Madeira (Machado, 2009) e para o jaraqui (Semaprochilodus insignis) foi observada 

estruturação entre a bacia amazônica e do Orinoco, no entanto ainda as espécies compreendem um 

único estoque na região amazônica (Batalha, 2009). Um estudo realizado para outro bagre 

distribuído na bacia do Paraná-Paraguai, Pseudoplatystoma corruscans, mostrou estrutura genética 

relacionada com o comportamento de homing (Pereira et al., 2010). 

 

Os resultados aqui obtidos para B platynemum, mostram estruturação genética entre as 

localidades do rio Madeira e demais localidades analisadas, padrão que não é uma exceção à regra 
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na região tropical (Lundberg et al., 1998, Saint-Paul, 2000). No entanto não foi observada uma 

redução da variabilidade genética no sentido leste oeste que possa ser associado a um 

comportamento de homing, como foi sugerido por Batista e Gomez (2006) para B. rousseauxii, 

onde a região do estuário foi identificada como áreas de agrupamento de diferentes pools gênicos, 

apresentando uma alta diversidade genética, e os tributários de águas brancas, possuem uma 

reduzida diversidade genética, comportando se como zonas de segregação reprodutiva, devido a que 

indivíduos adultos migrantes viajam à cabeceira dos rios regressando ao lugar de nascimento, 

contribuindo na formação de agrupamentos monofiléticos nos diferentes tributários. 

 

Embora no presente estudo fosse achada uma alta variabilidade genética para a localidade 

de Belém, zona do estuário, também foi observada níveis importantes de variabilidade genética nas 

localidades de Iquitos e no rio Purus, um dos dois tributários amostrados, que apresentou haplótipos 

compartilhados com as localidades amostradas na calha. Entretanto, para as localidades amostradas 

no rio Madeira, foi registrada a menor variabilidade genética, e em consequência valores elevados 

para o índice de fixação, principalmente entre a localidade da Cachoeira de Teotônio e as 

localidades da calha, o que provavelmente poderia estar associado à presença de barreiras físicas 

geradas pelas cachoeiras, características do rio Madeira.  

 

Análises de variância molecular e estimativas do índice de fixação indicaram ausência de 

estrutura genética entre as três localidades do rio Madeira, pelo qual para os indivíduos distribuídos 

nesta bacia as cachoeiras e corredeiras não representam uma barreira física ao fluxo gênico. 

 

As cachoeiras ou corredeiras correspondem a regiões onde o rio Madeira atravessou o 

escudo brasileiro do precambriano, e têm sido identificadas como elementos importantes na 

diferenciação populacional das bacias do Amazonas e Bolívia para espécies como: Potamorrhaphis 

eigenmanni (Lovejoy e Collete, 2001), o golfinho Inia geoffrensis (Banguera-Hinestroza et al., 

2002) e a tartaruga gigante do amazonas Podocnemis expansa (Pearse et al., 2006). Para algumas 

espécies de peixes, as corredeiras têm sido identificadas como barreiras para os eventos migratórios 

(Goulding, 1979), no entanto, tem sido observado que para os grandes bagres do gênero 

Brachyplatystoma e Pseudoplatystoma, não representam uma barreira, da mesma maneira para 

espécies como Prochilodus nigricans (Goulding, 1979) e Colossoma macropomum (Farias et al.; 

2010), confirmando os resultados obtidos neste estudo. 
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A estrutura observada além de não estar associada com barreiras físicas, não mostra padrões 

claros de segregação genética entre tributários e calha, limitando a caracterização do 

comportamento de homing para B platynemum. No entanto é evidente a formação de duas unidades 

populacionais, a primeira formada pelas localidades da calha e o rio Purus, e uma segunda unidade 

conformada pelas localidades amostradas no rio Madeira, agrupamento que é sustentado pelas 

análises filogenéticas baseadas nas relações dos haplótipos para os dois marcadores mitocôndrias.  

 

De acordo com a calibração do relógio molecular foi estimado um tempo de divergência 

entre as populações de aproximadamente 1,5 (taxa estimada com a região controle) e 1,1 (taxa 

estimada com o Citocromo b) milhões de anos (Ma). A estrutura populacional é o resultado de 

eventos do passado e da influencia ambiental que tem modelado o fluxo gênico contemporâneo 

(Templenton et al., 1995). Os padrões de diversificação das populações e espécies na região tropical 

têm sido associados principalmente à influencia das incursões marinhas (Fjeldså 1994; Roy et al., 

1997; Nores 1999; Hubert e Renno 2006) e dos processos paleogeograficos relacionados com os 

surgimento dos Andes (Räsänen et al., 1990, 1992; Patton et al., 1994; Hoorn et al., 1995; Patton e 

Da Silva 1998; Hubert et al., no prelo), que datam principalmente do Mioceno, entretanto a 

influencia das flutuações climáticas do Pleistoceno, na demografia e variabilidade genética entre 

populações é pouco explorada (Hubert et al., 2007). 

 

De acordo com o tempo de divergência estimado no presente estudo, a hipótese que 

provavelmente possa explicar a separação das populações de Brachyplatystoma platynemum 

corresponde à hipótese de refúgios do Pleistoceno, a qual é fundamentada  nas mudanças climáticas 

como força que direcionou diversos processos de divergência (Pickles et al., 2010). Esta teoria 

prevê que os eventos de esfriamento resultantes dos ciclos de Milankovitch geraram uma redução 

das chuvas, conduzindo a periódica redução no fluxo dos rios e à contração da floresta tropical 

(Haffer 1997; Prance 1982; Whitemore e Prance 1987), aproximadamente 1,8 Ma a 11,000 anos. 

Estes eventos limitaram a quantidade de habitats disponíveis para plantas e animais durante as eras 

glaciais, no entanto, estas predições são baseadas na biota terrestre, devido a que as mudanças 

ambientais são menos evidentes nos ecossistemas aquáticos (Hubert et al, 2007).  
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Na área de estudo, foram identificados dois refúgios do Pleistoceno, o refúgio Beni, 

localizado na planície perto do flanco andino (cabeceira do rio Madre de Dios), e o refúgio 

Aripuanã no escudo brasileiro (rio Guaporé, tributário do rio Madeira), que tem sido de grande 

importância na colonização e diversificação de espécies no alto amazonas (Hubert et al., 2007).  

 

Estudos filogeográficos realizados recentemente indicam que o alto Amazonas foi 

colonizado durante os passados 4 Ma, e unicamente durante o ultimo milhão de anos foram 

colonizados alguns dos tributários (Aleixo 2004; Hubert et al., no prelo), enquanto a topologia atual 

do rio Madeira foi estabelecida durante os passados 2 Ma (Hubert et al., 2007).  

 

De acordo com a teoria dos refúgios, os dados de divergência obtidos para os filogrupos de 

B. platynemum (1,5-1,0 Ma), assim como o padrão de estrutura genética observado entre o rio 

Madeira e as localidades da Calha, pode ser explicado pela ação das mudanças climáticas no 

isolamento de populações desta espécie em áreas próximas às zonas de refúgio. Provavelmente as 

pressões ambientais causaram fortes reduções populacionais, mais posteriormente quando as 

pressões foram reduzidas as populações de B. platynemum se expandiram e colonizaram o rio 

Madeira.  

 

Padrões de estrutura genética e divergência populacional, associados a eventos climáticos 

no Pleistoceno já foram identificados para Serrasalmus rhombeus, onde populações desta espécie se 

estabeleceram recentemente (1 Ma) no alto rio Madeira, sugerindo que modernas linhagens de 

mtDNA provieram da área do refúgio de Aripuanã aproximadamente durante o último milhão de 

anos (Hubert et al. 2007), padrões similares foram observados para tucunaré (Cichla) (Renno et al., 

2006) e Leporinus na Guiana Francesa (Renno et al., 1990, 1991). 

 

Segundo Aleixo 2004, a divergência de espécies ou populações em áreas de refúgio esta 

correlacionada com processos de expansão populacional posteriores à ultima grande glaciação 

(10,000-80,000 anos), de acordo com os resultados obtidos das análises demográficas (distribuição 

Mismatch), não foi observada tendências de expansão populacional dos filogrupos, além as 

estimativas baseadas no parâmetro populacional tau (τ), os tempos estimados de expansão não 

corresponderam com eventos importantes de mudanças climáticas.  
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Estudos filogenéticos têm evidenciado que o estado atual da diversificação pré-data o 

Pleistoceno, pelo que a hipótese do refúgio tem sido refutada como explicação potencial da origem 

da diversidade de peixes Sul Americanos (Weitzman e Weitzman 1982; Montoya-Burgos 2003), no 

entanto, esta teoria pode ter um papel importante na origem de altos níveis de diversidade local e 

diversificação das espécies, devido a que áreas de refúgio provavelmente, têm minimizado o 

impacto dos câmbios estocásticos na disponibilidade do nicho, diminuindo a extinção de espécies 

(Hubert, 2007).  

 

A pesar de que a hipótese de refúgios do pleistoceno tenha sido considerada pouco 

explicativa na alta diversidade taxonômica de peixes neotropicais (Weitzman e Weitzman, 1982; 

Lundberg et al.,1998), não pode ser descartado a influência das mudanças climáticas no 

modelamento da diversidade atual, no entanto, múltiplos eventos podem ter contribuído nos padrões 

atuais de diversificação. 

 

Outra hipótese, que pode contribuir no entendimento da divergência de peixes neotropicais 

e provavelmente na divergência populacional alopátrica, corresponde à hipótese hidrogeológica 

relacionada com a estruturação atual da bacia amazônica.  

 

Segundo Montoya-Burgos (2003) a divisão das drenagens, a mudança no curso dos rios e as 

repetidas incursões e regressões marinhas podem ter produzido muitos eventos vicariantes, 

promovendo a riqueza biótica atual. Segundo Lundberg (1997) a diversidade de peixes de água 

doce pode ser o resultado de mudanças paleohidrológicas, que promoveram dispersão seguida por 

divergência vicariante.  

 

Estudos paleontológicos e biogeográficos sugeriram que a diversificação de peixes até o 

nível de espécies modernas antecedeu o Pleistoceno (Weitzman e Weitzman 1982; Lundberg 1997), 

no entanto tempos de divergência menores entre 0,8-2 Ma tem sido descritos entre populações de 

peixes das bacias do Amazonas e Paraná-Paraguai, para Pseudoplatystoma (Torrico et al., 2009). 

  

Neste contexto é provável que eventos paleohidrológicos possam ter contribuído na 

divergência ao nível populacional, principalmente por eventos de capturas de cabeceira. No entanto 

os resultados obtidos coincidem com o tempo de estabelecimento da topologia atual do rio Madeira 
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(2 Ma), tempo durante o qual múltiplos eventos de captura de cabeceira e desconexão entre o alto 

rio Madeira, o rio Ucayali e o rio Madre de Dios podem ter acontecido, conduzindo a dispersão e 

posterior isolamento das populações de peixes. Por outro lado, não explicam com total clareza a 

divergência entre as populações da Calha do Amazonas e o rio Madeira. É pouco provável que a 

divergência fosse modelada por um evento de captura de cabeceira e posterior desconexão, devido a 

que indivíduos da espécie Brachyplatystoma platynemum não estão associados ao ambiente das 

áreas altas dos rios, mas não pode ser descartada a hipótese de que um evento deste tipo tenha 

contribuído na diversificação das populações de B. platynemum. 

 

Ao nível paleogeográfico não se tem uma hipótese clara que possa explicar o padrão 

encontrado. No entanto, para a região Amazônica tem sugerido que processos geológicos como o 

surgimento dos Andes, são responsáveis pela separação e divergência de populações por eventos 

vicariantes (Haffer, 1997).  

 

Uma hipótese particular está relacionada com o levantamento de arcos geológicos na região 

oeste da Amazônia, responsável da alteração do regime de fluxo, separando linhagens de cada lado 

dos arcos, resultando em divergência vicariante (Hubert e Renno, 2006). Esta hipótese tem sido 

questionada por Rossetti et al. (2005) e Wesselingh e Salo (2006), que sugerem que estas estruturas 

são extremadamente antigas e devido à grande concentração de depósitos sedimentários, a elevação 

destas não pode ser responsável pelo padrão filogeográfico da maioria dos taxa.  

 

Estudos recentes (Roddaz et al., 2006; Espurt et al., 2007; Regard et al., 2009; Roddaz et 

al., 2010) tem identificado que o Arco de Fitscarraldo é uma estrutura geológica recente que data de 

não antes do Plioceno, e que tem uma importante influência na formação dos rio na Amazônia 

ocidental (Toivonen et al., 2007). Este arco forma uma drenagem principal dividida (Church, 1901; 

Dumont, 1996; Espurt et al., 2007; Regard et al., 2009) entre a sub-bacia do Ucayali, a sub-bacia do 

Acre e a sub-bacia do Madre de Dios, pelo que linhagens irmãs podem ser registradas de cada lado 

do arco geológico, datando de eventos recentes no Plioceno. 

 

Evidências de divergência genética como consequências destes eventos tem sido registrados 

para outras espécies animais como a lontra Ptenoura brasiliensis (Pickles et al., 2010), para a qual 

foi identificada uma divergência das linhagens entre o alto Amazonas e o alto rio Madeira de 1,24 
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MA, tempo similar ao estimado neste estudo, no entanto esta hipótese não explica o padrão de 

divergência entre as populações de B. platynemum. Como foi exposto anteriormente é pouco 

provável que populações desta espécie tenham colonizado as áreas de cabeceira onde os processos 

vicariantes com o surgimento do arco de Fitzcarraldo tiveram influencia na divergência das 

populações. Entretanto um aspecto importante observado nas redes de haplótipos corresponde à 

conexão dos dois filogrupos por haplótipos registrados na região de Iquitos, indicando que 

provavelmente as populações apresentaram uma conexão histórica.  

 

De acordo com as hipóteses analisadas, a divergência das populações de B. platynemum 

provavelmente foi modelada, pelas mudanças ambientais durante o pleistoceno no passado, mas o 

interessante destes resultados é que a estrutura genética tem sido mantida até hoje, como foi 

sustentado pelos marcadores microssatélites, e que o padrão de variabilidade genética observada 

não sustenta a hipóteses de homing.  

 

Neste contexto como explicar que a população da Calha do Amazonas e a população do rio 

Madeira não se misturaram neste tempo? Se a espécie B. platynemum não apresenta um 

comportamento de homing, como explicar a redução do fluxo gênico entre as localidades da calha e 

o rio Madeira, entendendo que os indivíduos migrantes fazem uma escolha aleatória dos tributários 

para reproduzir se e desta forma tem a mesma chance de entrar em qualquer um dos tributários? 

 

O rio Madeira é provavelmente um dos tributários geograficamente mais complexos da 

bacia amazônica (Torrente-Vilara, 2011) devido a sua complexidade geomorfológica apresentando 

uma série de aproximadamente 16 rápidos ou corredeiras, que separam a sub-bacia Boliviana da 

bacia principal do Amazonas (Goulding et al., 2003). As corredeiras representam barreiras na 

distribuição de peixes e vertebrados aquáticos (Goulding, 1979), sendo considerado como área de 

segregação de espécies (Patton et al., 2000; Hayes e Sewlal, 2004). Este rio tem sido reconhecido 

por apresentar uma grande diversidade de habitat aquáticos devido à influencia simultânea do 

escudo Brasileiro, os sedimentos de planície do terciário e dos Andes (Guyot,1993), assim os 

tributários do Madeira variam de acordo com a turbidez e conteúdo de nutrientes, sendo 

considerados de águas brancas, claras ou pretas (Sioli, 1984).  
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A heterogeneidade do habitat gerada pelos ciclos anuais de precipitação na bacia do rio 

Madeira tem sido identificada como um fator fundamental na estrutura genética das populações 

aquáticas (Hubert et al., 2007).  

 

De acordo com a complexidade estrutural e ecológica presente no rio Madeira, e com os 

resultados obtidos de divergência genética entre as duas linhagens (filogrupos) de mtDNA de B 

platynemum, a hipótese a nível biológico e ecológico que pode contribuir na compreensão da 

permanência da estrutura populacional, é fundamentada na migração reprodutiva restrita das 

populações de B platynemum na bacia do rio Madeira. 

Esta hipótese é fundamentada na fragmentação das populações pelas mudanças climáticas 

durante o Pleistoceno. O isolamento das populações, a limitada disponibilidade de habitats e as 

difíceis condições ambientais, provavelmente tiveram fortes efeitos no tamanho populacional, e 

como consequência, a ação de forças evolutivas como a deriva genética posso conduzir a um 

aumento nas diferencias das frequências alélicas entre as subpopulações. A redução da variação 

genética e o aumento das diferencias genéticas, levou ao isolamento genético entre populações, 

onde os haplótipos que surgiram após a fragmentação, mas no mesmo isolado, apresentaram 

distribuições espaciais restritas (Templeton, 2011).  

 

Posteriormente eventos de expansão populacional, permitiram neste caso à população do rio 

Madeira, expandir-se nesta bacia adaptando se às condições ambientais, e o baixo fluxo gênico com 

as localidades da calha, facilitou à fixação de alelos. Processos de diferenciação fenotípica entre a 

população do rio Madeira e a população da Calha não podem ser descartados, mas requerem ser 

confirmados.  

 

É provável que o acasalamento preferencial entre os indivíduos da população residente no 

rio Madeira possa explicar a forte estrutura genética observada, esta hipótese também é 

fundamentada na evidencia de não isolamento por distancia entre as populações e pelos baixos 

valores para o numero de migrantes registrados entre as localidades da calha e o rio Madeira. Neste 

sentido provavelmente indivíduos distribuídos na calha entrem no rio Madeira mais tenham uma 

reprodução pequena com a população residente, mantendo assim a estrutura populacional 

observada, no entanto não pode ser descartada a presença de barreiras químicas na área da jusante 

do rio Madeira, que dificultem a entrada de indivíduos na bacia do rio Madeira. 
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Embora não se tenham estudos específicos dos padrões reprodutivos para B platynemum é 

provável que a população residente desta espécie no rio Madeira, siga o padrão de migração 

reprodutiva descrito por Barthem e Goulding (1997), onde indivíduos dos tributários migram rio 

abaixo para desovar nas águas do canal principal do rio Madeira, e posteriormente as larvas e ovos 

são levados à áreas de várzea dispersando-se na floresta inundada onde permanecem alimentando se 

por cerca de 4 a 5 meses. A população do rio Madeira tem uma área de alimentação própria, pelo 

que indivíduos provavelmente realizam curtas migrações reprodutivas dentro desta bacia, enquanto 

à população da calha provavelmente dispõe de diferentes áreas de alimentação ao longo da bacia 

amazônica que não só incluem o estuário mas também à região entre o alto Amazonas e baixo 

Solimões (Barthem e Goulding, 1997; Barthem e Goulding, 2007; Leite et al., 2007) o que pode 

explicar a alta variabilidade genética para as localidades de Iquitos e rio Purus. 

 

De acordo com a informação obtida, a população do rio Madeira constitui uma população 

residente, que colonizou o rio Madeira há aproximadamente 1 Ma e que provavelmente adaptou se à 

condições ambientais da bacia, e cujo padrão de migração provavelmente esta limitado à bacia do 

rio Madeira. A estrutura genética e divergência populacional de B platynemum na área de estudo, 

pode ter sido modelada por diversos eventos e mantida por processos adaptativos das populações a 

ambientes particulares, que tem influenciado o fluxo gênico entre as populações identificadas.  

 

5.1 Implicações para conservação e manejo das populações de Brachyplatystoma platynemum 

 

A avaliação da biodiversidade dentro e entre áreas é fundamental para identificar e priorizar 

áreas de controle, manejo e proteção (Moritz e Faith, 1998). O significado da variação genética 

assim dos padrões e mecanismos responsáveis de esta variação tem sido reconhecido de 

fundamental importância na avaliação da biodiversidade. De fato a proteção da diversidade genética 

tem sido incorporada em numerosas políticas e convênios internacionais (Moritz et al. 1998; 

Calcagnotto et al. 2000).  

 

Para o planejamento e conservação de uma espécie é importante a identificação das 

linhagens com significado evolutivo para manter ao máximo a diversidade genética e incorporar 

informação relacionada com os processos históricos populacionais (Moritz, 1998). Análises 

filogeográficas constituem uma ferramenta importante na biologia da conservação; a idéia de propor 
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políticas de conservação a nível intraespecíficos constitui uma forma de identificar unidades de 

manejo que refletem a importância evolutiva das linhagens dentro das espécies, e com esta 

informação elaborar programas efetivos para a conservação de espécies em risco (Avise e Hamrick, 

1996). 

 

Definir uma área de conservação para Brachyplatystoma platyneum é uma tarefa difícil. 

Ainda que a informação obtida neste estudo constitua um ponto de partida, se requer informações 

adicionais ao nível biológico, ecológico, comportamental e de monitoramento pesqueiro; aspetos 

que são desconhecidos até o momento. No entanto, considerando a estrutura genética identificada 

para B. platynemum na área de estudo e a redução da variabilidade genética na região do rio 

Madeira, se considera de grande importância a implementação de medidas de conservação e 

recuperação de habitat nesta zona, principalmente das áreas de várzea.  

 

O rio Madeira é um dos principais tributários de águas brancas do Amazonas, a 

geomorfologia diferencial de sua bacia, apresentando uma serie de rápidos e a presença de 

tributários de diferentes tipos de águas é indicativa de uma alta heterogeneidade de habitats que 

abriga uma rica biodiversidade, importante na manutenção da variabilidade genética não só da 

espécie em estudo mais também do resto de espécies cujo ciclo de vida esta intimamente ligada aos 

canais principais dos rios (Santos e Ferreira 1999). No entanto a construção de barragens nesta 

bacia pode ter fortes impactos na biota aquática e terrestre, devido principalmente à modificação 

dos regimes de fluxo, a perda de habitats, à mudança dos parâmetros físicos e químicos da água 

(Vannote et al., 1980; Junk et al., 1989) e principalmente ao bloqueio das rotas de migração de 

diversas espécies de peixes (Barthem et al., 1991; MacAllister et al., 2001).  

 

De acordo com os resultados neste estudo a população residente de B. platynemum na bacia 

do rio Madeira, pode ser fortemente afetada pela fragmentação do habitat e a interrupção do 

processo de migração como consequências das barragens, gerando fortes impactos na sobrevivência 

da população e na manutenção da variabilidade genética das populações, devido às mudanças nos 

padrões de reprodução e porém do fluxo gênico.  

 

De acordo com esta informação se sugere uma avaliação profunda do estado da população 

desta espécie na bacia do rio Madeira, assim como da efetividade do sistema de transposição de 
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peixes construído pelas empresas responsáveis do funcionamento das barragens, para garantir a 

subsistência da população do rio Madeira, além de dirigir esforços na conservação das áreas de 

alimentação na calha principal do rio Amazonas, devido a que esta constitui o hábitat preferencial 

não só da espécie de estudo mas, provavelmente, de incontáveis espécies de peixes. 

 

 

 

 

• Os marcadores mitocôndrias e nucleares utilizados para determinar a distribuição espacial 
da variação genética de Brachyplatystoma platynemum, apresentaram padrões similares, 
indicando uma forte estruturação genética entre as localidades amostradas no rio Madeira e 
as localidades da calha principal do eixo Amazonas-Solimões e rio Purus. 

• A estrutura populacional observada para B. platynemum além de não estar associada com 
barreiras físicas (corredeiras presentes no rio Madeira), não apresenta padrões claros de 
segregação genética entre os tributários avaliados e a calha principal, o que inviabiliza a 
caracterização do comportamento de homing para esta espécie. 

• Análises filogenéticas baseadas nas relações dos haplótipos para os dois marcadores 
mitocôndrias permitiram identificar dois filogrupos para Brachyplatystoma platynemum na 
área estudada que, de acordo com a calibração do relógio molecular, divergiram 
aproximadamente entre 1,5 e 1,1 milhões de anos (Ma). 

• O padrão de estrutura genética observado e o tempo de divergência obtido para os 
filogrupos de B. platynemum, pode ser explicado pela ação das mudanças climáticas no 
isolamento de populações desta espécie em áreas próximas às zonas de refúgio durante o 
Pleistoceno, no entanto eventos paleohidrográficos e paleogeográficos podem ter 
contribuído de forma indireta nesta divergência.  

• A manutenção da estrutura populacional de B platynemum provavelmente esta associada a 
processos de migração reprodutiva restrita e ao acasalamento preferencial da população 
residente na bacia do rio Madeira; premissa fundamentada na evidencia de não isolamento 
por distancia entre as populações e pelos baixos valores para o numero de migrantes 
registrados. 

• Considerando a estrutura genética identificada para Brachyplatystoma platynemum na área 
de estudo e a redução da variabilidade genética na região do rio Madeira, é de grande 
importância a implementação de medidas de conservação e recuperação de habitat neste rio, 

6. Conclusões gerais 
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principalmente das áreas de várzea que correspondem a áreas de alimentação das 
populações residentes.  
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