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Sinopse:  

Analisamos a ocorrência de múltipla paternidade em aruanã branco amostrando 
indivíduos do sexo masculino e as respectivas ninhadas durante a fase de cuidado 
parental, no baixo rio Purus, Amazonas, Brasil. Foram encontradas evidências de  
múltipla paternidade na espécie, previamente considerada monogâmica, e indicação 
de possível ocorrência de cuidado cooperativo com a prole pelos machos da 
espécie.  

Palavras-chave: Cuidado parental, Cuidado cooperativo, Microssatélites, Rio Purus, 
Sistema de acasalamento 
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Ocorrência de paternidade múltipla em ninhadas de aruanã branco 
Osteoglossum bicirrhosum Cuvier, 1829 (Osteoglossiformes: 
Osteoglossidae)  

 

Resumo: A monogamia é rara em peixes e está usualmente relacionada a cuidado 
parental elaborado e prolongado. Entre peixes, o macho é normalmente responsável 
pelo cuidado parental, e acredita-se que exista uma relação entre esse investimento 
energético e a certeza da paternidade, mas não quando ocorrem machos oportunistas. 
O aruanã branco Osteoglossum bicirrhosum é considerado monogâmico e possui 
características especiais para o estudo de sistemas de acasalamento e cuidado parental, 
como o comportamento de incubação bucal realizado pelo macho e formação de 
agregações de machos durante a fase de cuidado paternal. Utilizando análises de 
microssatélites, investigamos relações genéticas entre machos e os filhotes 
encontrados na respectiva cavidade bucal. As amostras foram coletadas na Reserva de 
Desenvolvimento Sustentável Piagaçu-Purus, no baixo rio Purus, Amazonas, Brasil. 
Foram analisados oito loci microssatélites, genotipados a partir de amostras de 14 
ninhadas (268 filhotes e 14 machos adultos). Na maioria das ninhadas (11), os 
resultados sugerem acasalamento monogâmico. Em três ninhadas houve indicações de 
ocorrência de múltipla paternidade. Em uma delas, os resultados sugeriram que cerca 
de 50% dos filhotes eram filhos do macho que estava realizando o cuidado, e nas 
outras duas os resultados indicaram que nenhum dos filhotes analisados eram filhos 
dos machos que estavam realizando cuidado. O resultado da primeira ninhada pode ser 
explicado pela ocorrência de machos oportunistas (sneakers). Cuidado cooperativo 
pode explicar a falta de relação entre machos e filhotes nas outras duas ninhadas. 
Sugerimos que esse cuidado cooperativo pode ocorrer na forma de mistura de 
ninhadas. 
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Occurrence of multiple paternity in broods of silver arowana Osteoglossum 
bicirrhosum Cuvier, 1829 (Osteoglossiformes: Osteoglossidae) 

 

Abstract:  Monogamy is rare in fish and is usually associated with elaborate and 
prolonged parental care. Among fish, the male is usually responsible for parental care, 
and it is believed that there is a relationship between this high energetic investment 
and the certainty of paternity, but not when sneaker males occur. The silver arowana, 
Osteoglossum bicirrhosum, is considered monogamous and has special behavioral 
traits that allow the study of mating systems and parental care, such as mouthbrooding 
performed by males and formation of aggregations of males during parental care. 
Using microsatellite markers, we investigated the genetic relationships between males 
and the brood found in their oral cavity. Samples were collected on Sustainable 
Development Reserve Piagaçu-Purus, lower Purus River, Amazonas, Brazil. Fourteen 
broods were analyzed (268 young and 14 adult males) using eight microsatellite loci. 
The results indicate that most broods (11) show monogamous mating. Three broods 
had revealed the occurrence of multiple paternity. In one brood, about 50% of the 
young were genetically compatible with the male who was performing the parental 
care, and in the other two the genotypes of parents were not compatible with any of the 
young. The result of the first clutch may be explained by the interference of a sneaker 
male, whereas cooperative parental care may explain the lack of relationship between 
males and pups in the other two broods. We suggest that cooperative care may occur 
as brood mixing. 
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Apresentação 

Esta dissertação foi elaborada como parte dos requisitos para a obtenção do título de 
Mestre em Biologia (Ecologia) pelo Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia –
INPA e é composta por um capítulo em formato de artigo, seguindo as normas de 
formatação da revista Acta Amazonica.  

Neste estudo foram avaliadas, por meio de análises genéticas, as relações de 
parentesco em ninhadas de aruanã branco Osteoglossum bicirrhosum Cuvier, 1829 
(Osteoglossiformes: Osteoglossidae) na Reserva de Desenvolvimento Sustentável 
Piagaçu-Purus (RDSPP), no baixo rio Purus. O aruanã branco vem sendo objeto de 
estudo na região há cerca de sete anos, onde vem sofrendo grande exploração para o 
mercado de alimentação, e, nos anos anteriores, foi explorado para o comércio de 
peixes ornamentais. Características comportamentais interessantes vêm sendo 
apontadas por pescadores residentes da RDSPP, como formação de casais durante a 
reprodução e a existência de áreas específicas (conhecidas como choqueiros) onde 
machos se agregam, durante o cuidado parental. Análises genéticas (microssatélites), 
somadas a estudos comportamentais, podem fornecer respostas refinadas sobre o 
sistema de acasalamento da espécie e possível ocorrência de cuidado parental 
cooperativo nos choqueiros. 

 

 

 

Objetivos  

 

Objetivo geral:  

Esclarecer, através de análise genética, o sistema de acasalamento e cuidado parental 
do aruanã branco (Osteoglossum bicirrhosum). 

 

Objetivos específicos: 

1. Determinar se ocorre múltipla paternidade em ninhadas de aruanã branco; 
2. Avaliar as relações de parentesco entre as ninhadas e os machos adultos que as 

carregam na cavidade bucal; 
3. Analisar a possível ocorrência de cuidado parental compartilhado pelos machos 

da espécie; 
4. Identificar o sistema de acasalamento empregado pelo aruanã branco. 
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                                                                                                       Capítulo 1 

______________________________________________________________________ 

Verba, J.T.; Rabello Neto, J.G.; Farias, I.; Zuanon, J. 
2012. Ocorrência de múltipla paternidade em 
ninhadas de aruanã branco Osteoglossum bicirrhosum 
Cuvier, 1829 (Osteoglossiformes: Osteoglossidae) 
Manuscrito formatado para Acta Amazonica.  
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Ocorrência de múltipla paternidade em ninhadas de aruanã branco Osteoglossum 1 

bicirrhosum Cuvier, 1829 (Osteoglossiformes: Osteoglossidae) 2 

Júlia Tovar VERBA¹, José Gurgel RABELLO NETO², Izeni FARIAS³, Jansen 3 

ZUANON¹ 
4 
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Resumo: A monogamia é rara em peixes e está usualmente relacionada a cuidado 13 

parental elaborado e prolongado. Entre peixes, o macho é normalmente responsável 14 

pelo cuidado parental, e acredita-se que exista uma relação entre esse investimento 15 

energético e a certeza da paternidade, mas não quando ocorrem machos oportunistas. O 16 

aruanã branco Osteoglossum bicirrhosum é considerado monogâmico e possui 17 

características especiais para o estudo de sistemas de acasalamento e cuidado parental, 18 

como o comportamento de incubação bucal realizado pelo macho e formação de 19 

agregações de machos durante a fase de cuidado paternal. Utilizando análises de 20 

microssatélites, investigamos relações genéticas entre machos e os filhotes encontrados 21 

na respectiva cavidade bucal. As amostras foram coletadas na Reserva de 22 

Desenvolvimento Sustentável Piagaçu-Purus, no baixo rio Purus, Amazonas, Brasil. 23 

Foram analisados oito loci microssatélites, genotipados a partir de amostras de 14 24 

ninhadas (268 filhotes e 14 machos adultos). Na maioria das ninhadas (11), os 25 

resultados sugerem acasalamento monogâmico. Em três ninhadas houve indicações de 26 

ocorrência de múltipla paternidade. Em uma delas, os resultados sugeriram que cerca de 27 

50% dos filhotes eram filhos do macho que estava realizando o cuidado, e nas outras 28 

duas os resultados indicaram que nenhum dos filhotes analisados eram filhos dos 29 

machos que estavam realizando cuidado. O resultado da primeira ninhada pode ser 30 

explicado pela ocorrência de machos oportunistas (sneakers). Cuidado cooperativo pode 31 

explicar a falta de relação entre machos e filhotes nas outras duas ninhadas. Sugerimos 32 

que esse cuidado cooperativo pode ocorrer na forma de mistura de ninhadas. 33 

Palavras-chave: Cuidado parental, Cuidado cooperativo, Microssatélites, Rio Purus, 34 

Sistema de acasalamento 35 
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 36 

Occurrence of multiple paternity in broods of silver arowana Osteoglossum 37 

bicirrhosum Cuvier, 1829 (Osteoglossiformes: Osteoglossidae) 38 

Abstract:  Monogamy is rare in fish and is usually associated with elaborate and 39 

prolonged parental care. Among fish, the male is usually responsible for parental care, 40 

and it is believed that there is a relationship between this high energetic investment and 41 

the certainty of paternity, but not when sneaker males occur. The silver arowana, 42 

Osteoglossum bicirrhosum, is considered monogamous and has special behavioral traits 43 

that allow the study of mating systems and parental care, such as mouthbrooding 44 

performed by males and formation of aggregations of males during parental care. Using 45 

microsatellite markers, we investigated the genetic relationships between males and the 46 

brood found in their oral cavity. Samples were collected on Sustainable Development 47 

Reserve Piagaçu-Purus, lower Purus River, Amazonas, Brazil. Fourteen broods were 48 

analyzed (268 young and 14 adult males) using eight microsatellite loci. The results 49 

indicate that most broods (11) show monogamous mating. Three broods had revealed 50 

the occurrence of multiple paternity. In one brood, about 50% of the young were 51 

genetically compatible with the male who was performing the parental care, and in the 52 

other two the genotypes of parents were not compatible with any of the young. The 53 

result of the first clutch may be explained by the interference of a sneaker male, whereas 54 

cooperative parental care may explain the lack of relationship between males and pups 55 

in the other two broods. We suggest that cooperative care may occur as brood mixing. 56 

 57 

Keywords: Parental care, Cooperative care, Microsatellite analysis, Purus river, Mating 58 

system 59 

 60 

 61 

 62 

 63 

 64 

 65 

 66 
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 67 

Introdução 68 

 69 

Os peixes têm uma grande diversidade de características reprodutivas, o que os torna 70 

um grupo interessante para o estudo da evolução de sistemas de acasalamento 71 

(DeWoody et al. 2000). Nesse grupo, o sistema de acasalamento parece estar fortemente 72 

relacionado com a forma de cuidado parental (Perrone e Zaret 1980). A monogamia, um 73 

tipo de sistema de acasalamento raro em peixes, está relacionada principalmente com a 74 

ocorrência de cuidado parental elaborado e prolongado, onde o cuidado biparental passa 75 

a ser uma necessidade (Trivers 1972). 76 

Blumer (1982) considerou que espécies de 89 famílias de peixes desempenham algum 77 

tipo de cuidado parental e que, na maioria dessas espécies, essa função é exercida pelo 78 

macho. Alguns autores sugeriram que o investimento paterno em cuidado parental está 79 

diretamente relacionado com a certeza da paternidade, isto é, quanto maior for a dúvida 80 

de que o macho é o pai genético dos filhotes, menor será o seu investimento no cuidado 81 

parental (Trivers 1972), apesar de não ser um conceito universalmente aceito (Werren et 82 

al. 1980, Bouwman et al. 2005). Trabalhos demonstraram esse fenômeno em aves (e.g. 83 

Moller e Cuervo 2000, Peterson et al. 2001), peixes (e.g. Neff 2003, Neff e Gross 2001) 84 

e invertebrados (Hunt e Simmons 2002). Entretanto, ao contrário do que poderia ser 85 

esperado, alguns estudos indicam que, em espécies onde a proporção da paternidade é 86 

potencialmente reduzida pela ocorrência de machos oportunistas, não há redução no 87 

investimento em cuidado paternal (Ah-King et al. 2004). 88 

O aruanã branco (Osteoglossum bicirrhosum Cuvier, 1829) tem características que o 89 

tornam especialmente interessante para estudos de sistema de acasalamento. A espécie 90 
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pertence a uma linhagem evolutiva que é considerada relictual, cuja maior diversidade é 91 

representada por espécies extintas (e.g. Taverne 2009). Possui características 92 

morfológicas primitivas (Uyeno 1973) e está incluída na família Osteoglossidae. 93 

Pertence a subfamília Osteoglossinae, com outras seis espécies distribuídas na América 94 

do Sul, África, Ásia e Austrália (Nelson 2006). Tem o hábito de permanecer na parte 95 

superior da coluna d’água, o que facilita a realização de observações comportamentais e 96 

a eventual identificação de indivíduos que estão realizando cuidado parental. O cuidado 97 

parental é fornecido exclusivamente pelo macho por meio de incubação bucal, de ovos, 98 

larvas e alevinos (Goulding 1980), durante cerca de seis semanas (Queiroz 2008). Na 99 

fase final de cuidado parental, quando os filhotes são livre-natantes, os mesmos deixam 100 

temporariamente o abrigo na boca do macho para se deslocar pelo ambiente e forragear, 101 

retornando à cavidade bucal após saciados ou quando ameaçados (Queiroz 2008). A 102 

frequência com que os filhotes saem da boca dos machos aumenta progressivamente ao 103 

longo do tempo de incubação, até que o saco vitelínico seja completamente absorvido e 104 

os filhotes deixem definitivamente a proteção proporcionada pelo macho parental 105 

(Queiroz 2008). O sistema de acasalamento do aruanã branco é considerado como sendo 106 

monogâmico serial, com a formação de casais em cada estação reprodutiva (Queiroz 107 

2008), apesar de não existirem estudos conclusivos sobre o sistema de acasalamento da 108 

espécie. Entretanto, em peixes, a monogamia é esperada somente em espécies com 109 

incubação oral dos filhotes, quando a proteção da prole por ambos os pais é importante 110 

para a sobrevivência da prole (Wittenberger e Tilson 1980), o que não ocorre em 111 

aruanã. 112 

Outra característica reprodutiva do aruanã branco é a formação de agregações de 113 

machos durante o cuidado parental, conhecidas como choqueiros (Rabello Neto 2008). 114 

Embora a existência de choqueiros seja comumente mencionada por pescadores e 115 
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ribeirinhos na Amazônia, as características e funções dessas agregações ainda não são 116 

adequadamente compreendidas. Comportamentos gregários durante a reprodução e 117 

cuidado parental são descritos para várias outras espécies de vertebrados. O tipo de 118 

agregação mais comum envolve indivíduos reprodutivos e não reprodutivos, onde os 119 

últimos atuam como ajudantes (Wisenden 1999). Esse tipo de agregação é descrita para 120 

cerca de 150 espécies de aves e 25 espécies de mamíferos (Helfman et al. 2009), e 121 

também para peixes da família Cichlidae (e.g. McKaye e McKaye 1977). Outra forma 122 

de agregação são as “creches”, onde os jovens são mantidos reunidos sob o cuidado de 123 

alguns indivíduos adultos enquanto os demais forrageiam, com alternância dessas 124 

funções pelos adultos. Esse comportamento é bem descrito em diversas espécies de aves 125 

(e. g. Pettingill Jr 1960, Kirkwood e Robertson 1997, Carter e Hobson 1988, Yorio et al. 126 

1996) e em pinípedes (Cassini 1999). 127 

No caso do aruanã branco, as possíveis funções das agregações de machos durante a 128 

fase de cuidado parental não são conhecidas. Não há informações sobre a eventual 129 

ocorrência de troca de guarda dos filhotes pelos adultos (“creches”), ou mistura de 130 

filhotes de diferentes pais na cavidade bucal de machos adultos (o que poderia indicar 131 

outra forma de cuidado parental cooperativo). Tampouco há informações sobre as 132 

relações de parentesco entre os filhotes que compõem uma ninhada e os respectivos 133 

machos adultos que as carregam, o que poderia fornecer pistas sobre o sistema de 134 

acasalamento da espécie (e sobre a possível ocorrência de cuidado parental 135 

cooperativo). De qualquer forma, a formação de choqueiros sugere a existência de 136 

relações sociais especiais entre aruanãs adultos.  137 

Considerando as características de formação de casais e elevado investimento em 138 

produção de oócitos grandes pelas fêmeas e cuidado parental da espécie, consideramos 139 

a hipótese de que o aruanã branco seja realmente monogâmico serial, e todos os filhotes 140 
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de uma ninhada sejam irmãos, apesar da espécie não possuir as características que 141 

usualmente levam a monogamia (necessidade de cuidado biparental). O objetivo deste 142 

estudo foi identificar o sistema de acasalamento do aruanã branco Osteoglossum 143 

bicirrhosum e as relações de parentesco entre os machos reprodutivos e as respectivas 144 

ninhadas carregadas na cavidade bucal por meio de análises de DNA nuclear. Os 145 

resultados deste estudo poderão elucidar questões relacionadas às características do 146 

sistema de acasalamento e cuidado parental do aruanã branco e contribuir para o manejo 147 

da espécie, que é explorada tanto para fins de alimentação humana como para o 148 

mercado de peixes ornamentais (Lima e Prang 2008). 149 

 150 

Material e Métodos 151 

 152 

Área de estudo 153 

As coletas foram realizadas em lagos de várzea da Reserva de Desenvolvimento 154 

Sustentável Piagaçu-Purus (RDSPP), localizada no baixo rio Purus, estado do 155 

Amazonas, Brasil. A região do baixo rio Purus tem seus recursos pesqueiros fortemente 156 

explorados. Cerca de 48% da produção total de pesca com redes, desembarcada entre 157 

1994 e 2004 em Manaus, foi proveniente da bacia do rio Purus (Fernandes et al. 2009). 158 

A RDSPP foi criada em 2003, possui 834.245 ha e mais de 4000 moradores. Inclui 159 

paisagens heterogêneas, com diversos ambientes alagáveis e grandes áreas de floresta de 160 

terra firme. Os lagos de várzea constituem 44% da área da reserva, e são parcialmente 161 

cobertos por bancos de macrófitas aquáticas (Instituto Piagaçu 2010).  162 
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O trabalho foi desenvolvido na região norte da RDSPP, setor Caua/Cuiuanã, onde 163 

projetos vêm sendo desenvolvidos em conjunto com os comunitários desde 2005. Nessa 164 

região houve forte exploração de filhotes de aruanã branco para fins ornamentais na 165 

década de 90 até 2003. Pescadores da área conhecem diversos aspectos 166 

comportamentais da espécie e colaboraram durante a escolha dos locais de coleta. 167 

  168 

Coleta de dados 169 

As coletas foram realizadas nos lagos Ambé, Preto e Leitão, na área de várzea do setor 170 

Caua/Cuiuanã, durante a estação de enchente (fevereiro) dos anos de 2011 e 2012. Por 171 

meio da técnica de focagem noturna, foi realizada uma varredura nos lagos indicados 172 

pelos pescadores como tendo maiores densidades de aruanãs. Os indivíduos realizando 173 

cuidado parental foram procurados ativamente, de canoa, com lanternas. Quando 174 

avistados com ovos ou alevinos (identificáveis pela cavidade bucal expandida), os 175 

peixes adultos foram coletados com zagaias. Cada peixe capturado foi inspecionado 176 

quanto à presença de desova (ovos, larvas ou jovens) na cavidade bucal, que foi 177 

coletada e mantida em um saco plástico. Um dos barbilhões mentonianos de cada 178 

macho capturado foi cortado, colocado em um saco plástico e mantido junto com a 179 

ninhada encontrada na cavidade bucal do indivíduo adulto. As amostras foram 180 

conservadas em álcool 96% para posterior análise genética. 181 

Obtenção de dados genéticos 182 

De cada indivíduo (larva/jovem e barbilhão dos machos adultos) foi retirada uma 183 

amostra de tecido, que foi acondicionada em freezer a uma temperatura de –20 ºC. O 184 

DNA foi extraído utilizando o protocolo de cetiltrimetilamoniobrometo (CTAB), 185 

utilizando uma alíquota de cerca de 100 mg de tecido. A concentração do DNA extraído 186 
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foi quantificada utilizando NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Desjardins et al. 2009) 187 

e amostras com concentrações altas de DNA foram diluídas até uma concentração final 188 

de 20 a 30 ng/µl. 189 

Foram selecionados oito loci de microssatélites de DNA nuclear desenvolvidos por Da 190 

Silva et al. (2009) para Osteoglossum bicirrhosum: Ob_B11, Ob_C01, Ob_D09, 191 

Ob_F09, Ob_H09, Ob_C04, Ob_A01 e Ob_G11. Microssatélites são sequências de 192 

DNA que contêm elementos curtos e repetitivos, cujos números de cópias variam de 193 

acordo com o alelo (DeWoody 2005). São considerados marcadores neutros, pois não 194 

sofrem seleção natural. Por serem altamente mutáveis, possuem uma grande 195 

diversidade, o que torna os microssatélites interessantes para estudos populacionais. Os 196 

primers utilizados foram marcados de acordo com o método descrito por Schuelke 197 

(2000), que permitiu a leitura no sequenciador ABI 3130xl (Applied Biosystems).  198 

O produto da PCR foi conferido para eventual necessidade de diluição e, então, o 199 

produto foi preparado para a análise no ABI 3130xl (Applied Biosystems). A 200 

preparação foi realizada com 1 µl do produto da PCR, 1 µl de ROX (DeWoody et al. 201 

2004) e 8 µl de formamida. Os resultados foram analisados por meio do programa 202 

GeneMapper v 4.0 (Applied Biosystems), onde os tamanhos dos alelos foram 203 

identificados. 204 

 205 

Análise de dados 206 

As probabilidades de identidade e de exclusão foram calculadas, para cada ninhada, no 207 

programa Genalex v6.41 (Peakall e Smouse 2006). Essas probabilidades variam de zero 208 

a um e indicam o quão informativo é o grupo de loci utilizado. A probabilidade de 209 

identidade fornece uma estimativa da chance de que dois indivíduos não relacionados, 210 
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retirados da mesma população, terem o mesmo genótipo multilocus. A probabilidade de 211 

identidade, quanto mais próxima de zero, indica que o grupo de loci é mais informativo, 212 

enquanto a probabilidade de exclusão é quanto mais próxima de um.  213 

Para verificação de múltipla paternidade, foi realizada contagem manual dos alelos para 214 

cada locus. A ocorrência de mais de quatro alelos em um locus indica presença de 215 

múltipla paternidade. Foi verificada também a ocorrência dos alelos do macho adulto 216 

nos genótipos dos filhotes. A divisão das ninhadas em grupos-irmãos foi realizada 217 

utilizando-se o programa Kinalyzer (Ashley et al. 2009). O programa utiliza uma 218 

abordagem de otimização combinada para criar os grupos, procurando o número 219 

mínimo de grupos possíveis (Jones et al. 2010). Para reconstrução de genótipos 220 

parentais e identificação do número de pais contribuindo com cada ninhada, utilizamos 221 

o programa Gerud 2.0 (Jones 2005). Esse programa faz a reconstrução dos genótipos 222 

parentais de uma prole que só contenha irmãos ou meio-irmãos, sem que seja necessário 223 

que se conheça um genótipo parental. Assim, ele usa um algoritmo que procura por 224 

todos os possíveis genótipos parentais para a ninhada e encontra um número mínimo de 225 

genótipos necessário para explicar a matriz de genótipos da prole (Jones et al. 2010). As 226 

análises no Kinalyzer e Gerud 2.0 foram realizadas utilizando-se apenas os genótipos 227 

dos jovens. Posteriormente, os genótipos parentais resultantes da análise do Gerud 2.0 228 

foram comparados com os genótipos observados diretamente a partir das amostras de 229 

tecido dos machos parentais. 230 

 231 

Resultados 232 

 233 
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Foram ana1isadas 14 ninhadas, e o número total de filhotes em cada ninhada variou de 234 

57 a 146. Foram utilizados 16 a 20 juvenis de cada ninhada para as análises, 235 

selecionados arbitrariamente, além dos machos adultos, totalizando 282 indivíduos 236 

(Tabela 1). O tamanho médio dos filhotes por ninhada variou de 1,0 cm a 6,8 cm, da 237 

fase embrionária à fase de alevino (Aragão 1984), e todos os indivíduos coletados em 238 

uma mesma ninhada estavam no mesmo estágio de desenvolvimento.  239 

Não foi possível amplificar todos os loci de microssatélites para todos os indivíduos 240 

analisados. Para as análises, foram retirados dados de microssatélites específicos ou 241 

indivíduos com dados faltantes. Apenas na ninhada N32 todos os indivíduos foram 242 

analisados utilizando-se todos os oito loci de microssatélites (Tabela 1). 243 

 O número de alelos em cada um dos oito loci de microssatélite variou de dois a sete, 244 

com uma média de 4,5±1,6 alelos por loci. As probabilidades de identidade e de 245 

exclusão do conjunto de loci em cada ninhada variaram de 0,015 (N9) a 0,175 (N126) e 246 

0,689 (N126) a 0,972 (N9), respectivamente (Tabela 1). Em seis ninhadas, a 247 

probabilidade de exclusão foi maior que 0,90, o que indica que o conjunto de 248 

microssatélites utilizados é bem informativo para essas ninhadas. As outras ninhadas, 249 

em que a probabilidade de exclusão indicou um conjunto de loci menos informativo, 250 

também foram utilizadas nas análises, mas nelas podem estar sendo subestimadas as 251 

ocorrências de eventos como múltipla paternidade. 252 

Análise de paternidade 253 

A verificação manual com contagem dos alelos por loci em cada ninhada não 254 

demonstrou nenhuma indicação de múltipla paternidade, considerando os padrões 255 

mendelianos de herança dos alelos. Contudo, quando verificada a ocorrência de alelos 256 

do macho adulto nos filhotes, não foi detectada presença em três ninhadas: na ninhada 257 
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N10 (N= 124 filhotes, 20 analisados), alguns filhotes não possuíam nenhum alelo 258 

compartilhado com o respectivo macho adulto (um filhote para o locus Ob_B11 e nove 259 

filhotes para o locus Ob_H09, representando 45% da ninhada). Na ninhada N14 (N= 57, 260 

20 analisados), a diferença ocorreu em seis filhotes para o locus Ob_H09 (30%). Na 261 

ninhada N32 (N= 79, 20 analisados), três filhotes para o locus Ob_B11 e 12 filhotes 262 

para o locus Ob_H09 não possuíam alelos compatíveis com o macho adulto que 263 

carregava aquela ninhada (65%). Nas demais ninhadas, os resultados indicaram a 264 

participação de apenas um macho e uma fêmea na fertilização, portanto, um sistema de 265 

acasalamento monogâmico. 266 

A análise de formação de grupos-irmãos por otimização combinada realizada no 267 

programa Kinalyzer indicou a ocorrência de três grupos-irmãos na ninhada N10, e dois 268 

grupos nas ninhadas N14 e N32 (Tabela 1). 269 

A divisão das ninhadas em grupos irmãos, utilizando a matriz de genótipos de cada 270 

ninhada, através do programa Gerud 2.0, indicou a ocorrência de múltipla paternidade 271 

nas mesmas ninhadas indicadas pela análise no programa Kinalyzer (Tabela 1). 272 

Comparando-se os genótipos parentais, reconstruídos pelo Gerud 2.0 através da matriz 273 

de genótipos dos filhotes, com os genótipos dos machos coletados junto com as 274 

ninhadas, houve incompatibilidade em duas ninhadas (N10 e N32), indicando que os 275 

machos não eram pais genéticos de nenhum dos filhotes analisados naquelas ninhadas. 276 

Considerando-se o conjunto de análises genéticas realizadas, a maioria das ninhadas foi 277 

fertilizada apenas por um macho e uma fêmea. Os resultados indicam que em três 278 

ninhadas múltiplos machos participaram da fertilização, representando 21,4% das 14 279 

ninhadas analisadas. Na ninhada N14, cerca de metade dos filhotes (48%) apresentavam 280 
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genótipos compatíveis com o macho paternal, enquanto a outra metade é compatível 281 

com fertilização por outro macho. 282 

 283 

Discussão 284 

 285 

Os resultados encontrados indicam que a maioria das ninhadas analisadas (78,6%, 11 de 286 

14) foi fertilizada em um sistema de acasalamento monogâmico, envolvendo apenas um 287 

macho e uma fêmea. A monogamia é compatível com o sistema de acasalamento 288 

inicialmente esperado para a espécie, entretanto, não é esperado para espécies com 289 

cuidado uniparental (Wittenberger e Tilson 1980). Além disso, esse tipo de sistema de 290 

acasalamento parece ser uma exceção na maioria dos grupos animais (e.g. Kleiman 291 

1977, Taylor et al. 2003) e, desde o início do uso de análises moleculares para este tipo 292 

de estudo, foi demonstrado que muitas espécies socialmente monogâmicas não são 293 

geneticamente monogâmicas (e.g. Goossens et al, 1998; Sefc et al. 2008; Liebgold et al. 294 

2006; Ophir et al. 2008). 295 

Contudo, nossos resultados apresentaram exceções: três ninhadas de 14 (21,4%) 296 

indicaram ocorrência de mais de um macho participando na fertilização dos filhotes. 297 

A ninhada N14, onde cerca de metade da ninhada parece ser de filhotes do macho 298 

parental, e a outra metade, filhotes de outro macho, pode ser vista como um caso típico 299 

de múltipla paternidade. Considerando o possível comportamento de formação de casal, 300 

é provável que essa fertilização extra-par tenha ocorrido pela interferência de um macho 301 

oportunista. Esse macho pode se aproveitar do momento em que o casal se encontra 302 

profundamente envolvido no processo de oviposição e fecundação para depositar seus 303 
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espermatozoides e fecundar alguns oócitos, deixando o conjunto de ovos para que o 304 

macho do casal provenha todo o cuidado parental necessário, como descrito para a 305 

espécies das famílias Gasterosteidae (Gasterosteus aculeatus, Largiàder et al. 2001), 306 

Cichlidae (Neolamprologus brevis, Ota et al. 2012) e Gobiidae (Gobiusculus flavescens, 307 

Mobley et al. 2009) . O cuidado paternal pode evoluir em espécies com maior certeza 308 

de paternidade, mesmo com a ocorrência de machos oportunistas (Ah-King et al. 2004). 309 

Neste sentido, parece que o valor do cuidado é tão alto que a estratégia (cuidado 310 

parental prolongado, energeticamente dispendioso) resiste mesmo ante a possibilidade 311 

da presença de filhotes de outros machos misturados à ninhada. De fato, a existência de 312 

machos oportunistas em espécies de peixes é tida como mais uma regra do que uma 313 

exceção, já tendo sido registrada em 25 famílias (Taborsky 1994).  314 

Existem diferentes formas de atuação de machos considerados oportunistas, pois uma 315 

mesma espécie pode possuir diferentes táticas reprodutivas (Taborsky 1994). É possível 316 

que, no caso do aruanã, os machos maiores sejam selecionados pelas fêmeas, formando 317 

inicialmente os casais e assumindo o cuidado parental dos filhotes, pois indivíduos 318 

maiores teriam cavidades bucais com maior volume (e maior espaço para abrigar a 319 

ninhada), e, supostamente, melhores condições físicas para defender a prole (Queiroz 320 

2008). Neste sentido, machos jovens, de menor tamanho, poderiam utilizar a tática de 321 

oportunista como uma forma de buscar sucesso reprodutivo no início da vida 322 

sexualmente ativa. Essa estratégia constitui uma hipótese aventada para explicar a 323 

ocorrência de machos oportunistas e cópulas extra-par em diversas espécies de peixes, 324 

como nas famílias Cichlidae (Ota et al. 2012), Gasterosteidae (Largiadèr et al. 2001), 325 

Gobiidae (Jones et al. 2001) e Centrarchidae (Gross e Charnov 1980).  326 

 327 
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Tabela 1: Número de alelos por loci, por ninhada. PI = Probabilidade de identidade; PE = Probabilidade de exclusão. N = Número de filhotes por ninhada; n = 328 

número de filhotes analisados por ninhada. Número de loci de microssatélites utilizados por ninhada. O número de grupos irmãos estimados com uso dos 329 

programas Gerud 2.0 e Kinalyzer. 330 

  Locus           Número de grupos 
irmãos 

Ninhada Ob_ 
B11 

Ob_ 
C01 

Ob_ 
F09 

Ob_ 
A01 

Ob_ 
G11 

Ob_ 
H09 

Ob_ 
C04 

Ob_D09 PI PE 
N n N° loci 

Kinalyzer Gerud 2.0 

N9 4 3 2 3 2 2 2 3 0,015 0,972 57 19 7 1 1 

N10 3 2 2 1 2 3 2 - 0,028 0,954 124 20 6 3 3 

N11 3 3 3 1 3 3 2 - 0,018 0,971 136 20 6 1 1 

N12 3 3 2 1 2 2 2 - 0,058 0,902 74 20 7 1 1 

N13 1 2 2 2 2 2 - - 0,120 0,759 69 20 6 1 1 

N14 3 2 2 2 2 3 2 3 0,021 0,946 57 20 6 2 2 

N15 2 2 1 1 2 2 2 - 0,162 0,722 73 17 7 1 1 

N16 2 2 2 2 2 - - 2 0,100 0,800 64 18 6 1 1 

N32 4 2 3 1 1 3 2 3 0,028 0,958 79 20 8 2 2 

N33 3 3 1 1 2 - 2 3 0,068 0,886 146 19 7 1 1 

N34 4 2 2 1 2 - - 2 0,087 0,843 101 16 6 1 1 

N126 2 2 2 1 2 - - - 0,175 0,689 91 20 5 1 1 

N127 2 2 2 1 3 - - - 0,019 0,777 103 20 5 1 1 

N134 4 2 2 1 1 - - - 0,159 0,797 100 20 4 1 1 

Total 5 6 3 4 4 5 2 7     1274 269       
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O resultado mais intrigante encontrado no presente estudo foi a completa falta de 331 

relação genética dos machos que estavam realizando o cuidado parental com os filhotes 332 

carregados por eles em duas das ninhadas analisadas (N10 e N32). DeWoody e Avise 333 

(2001) propuseram possíveis explicações para esse tipo de evento, como a tomada de 334 

um ninho após a morte, abandono ou expulsão do macho original, ou roubo de ovos. 335 

Embora essas hipóteses não possam ser descartadas, no presente estudo identificamos 336 

outras possibilidades para explicar a ocorrência de casos de completa incompatibilidade 337 

de genótipos entre macho parental e filhotes em aruanã branco. 338 

A hipótese mais simples (embora não necessariamente a mais parcimoniosa) seria a de 339 

subamostragem, ou seja, a amostra analisada de 20 jovens por ninhada (16,13 e 25,32% 340 

das ninhadas em questão) casualmente não teria incluído nenhum filhote do macho que 341 

estava realizando cuidado parental. Portanto, poderia ser um caso simples de múltipla 342 

paternidade, onde apenas indivíduos filhotes de machos oportunistas teriam sido 343 

analisados.  344 

Uma segunda hipótese se baseia na ocorrência de cuidado parental cooperativo, através 345 

da mistura de ninhadas. Comportamentos de cuidado cooperativo são considerados 346 

raros em peixes (Taborsky 1994). A mistura de ninhadas pode ocorrer quando os 347 

filhotes saem da cavidade bucal dos pais para se alimentar e, no retorno, entram na boca 348 

de outros machos. Essa “confusão de família” é especialmente provável de acontecer 349 

em espécies que não possuem territórios estáveis (Taborsky 1994), como parece ocorrer 350 

no aruanã. Considerando-se o comportamento de agregação dos aruanãs durante o 351 

cuidado parental (choqueiros), essa é uma hipótese plausível. Além disso, nas ninhadas 352 

em que foi detectada incompatibilidade genética entre o macho e a ninhada, os filhotes 353 

estavam em um estágio avançado de desenvolvimento (Aragão 1984), com todas as 354 

estruturas bem desenvolvidas e o saco vitelínico em fase final de absorção. Ou seja, 355 
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estariam em condições de realizar essas saídas para alimentação ocasional. Embora essa 356 

situação seja de ocorrência simples, o resultado (investimento energético com cuidado 357 

parental de filhotes de outros indivíduos) deveria ser evolutivamente desvantajoso. 358 

Neste sentido, é esperado que exista alguma forma de identificação mútua entre pai e 359 

filhotes. Assim, erros de identificação (na ausência de cuidados cooperativos pela 360 

espécie) deveriam ser pouco frequentes, o que não parece estar de acordo com a taxa 361 

observada neste estudo (cerca de 15% das ninhadas analisadas). É importante, também, 362 

considerar que a presença dos coletores no ambiente natural pode ter causado uma 363 

situação excepcional, onde os filhotes buscaram o abrigo mais próximo. 364 

Caso a mistura de família explique o resultado encontrado, provavelmente não existe 365 

uma forma muito elaborada de identificação entre pais e filhotes. Neste sentido, uma 366 

estratégia evolutivamente estável deveria envolver cuidado cooperativo, onde os 367 

indivíduos de uma agregação de machos cuidariam coletivamente dos filhotes (ninhadas 368 

completas ou parciais). Nesse caso, a mistura de filhotes, ou mesmo a guarda de 369 

ninhadas completas de outros pais não seria fortemente desvantajosa para o indivíduo, 370 

pois outro macho estaria desempenhando o mesmo papel com a sua ninhada.  371 

É importante salientar que as análises realizadas nos programas Kinalyzer e Gerud 2.0 372 

indicam que, em cada uma dessas duas ninhadas, todos os filhotes seriam, ao menos, 373 

meio irmãos. Esse fato descartaria algumas das hipóteses sugeridas anteriormente. Mas, 374 

pelo baixo polimorfismo dos loci de microssatélites, é possível que essa indicação seja 375 

incorreta, portanto, pode ser que o número de loci analisados não seja suficiente para 376 

revelar outras relações de parentesco.  377 

Sabe-se que em outras espécies de Osteoglossidae a forma de acasalamento e cuidado 378 

parental é semelhante à do aruanã branco, com formação de casais e incubação bucal 379 
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realizada pelos machos (Rowley et al. 2008, Suleiman 2003). Isso sugere que esse 380 

comportamento pode ter surgido em um ancestral das espécies atuais, considerando-se a 381 

distribuição geográfica atual das espécies da família e o longo tempo de existência da 382 

linhagem (Kumazawa e Nishida 2000). Na espécie Arapaima gigas, o pirarucu, 383 

pertencente à mesma ordem do aruanã branco e com ocorrência simpátrica, foram 384 

encontradas indicações de múltipla paternidade (Almeida 2006). O cuidado parental 385 

também é desempenhado pelo macho, mas não inclui incubação bucal. Características 386 

reprodutivas mais específicas, como formação de agregações para cuidado parental e 387 

ocorrência de múltipla paternidade, ainda não foram investigadas nas demais espécies 388 

de Osteoglossidae. 389 

Dentre as amostras analisadas no presente estudo, pode-se afirmar, sem dúvida, a 390 

ocorrência de múltipla paternidade em apenas uma ninhada (N14), onde os filhotes não 391 

estavam desenvolvidos o suficiente para que nadassem livremente e houvesse mistura 392 

de famílias. Em onze ninhadas, a indicação mais forte é que o acasalamento envolveu 393 

apenas um casal, e que o macho coletado era geneticamente pai de todos os filhotes 394 

encontrados em sua cavidade bucal. E as análises nas ninhadas N10 e N32 podem 395 

demonstrar um tipo de cuidado cooperativo. 396 

No presente estudo, a ocorrência de eventos de múltipla paternidade e cuidado 397 

cooperativo pode estar sendo subestimada, pois as coletas não foram realizadas em 398 

choqueiros, e uma maior densidade de indivíduos pode influenciar a ocorrência desses 399 

eventos, como sugerido por Mackiewicz et al. (2002) para Lepomis marginatus. 400 

Conclui-se que o sistema de acasalamento do aruanã branco é predominantemente 401 

monogâmico serial. Houve uma proporção razoável de fertilizações por mais de um 402 

macho, possivelmente não realizadas por escolha da fêmea e, sim, por machos 403 
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oportunistas. Finalmente, é possível a ocorrência de cuidado cooperativo pelos machos 404 

de Osteoglossum bicirrhosum, mas são necessários mais estudos de história natural e 405 

comportamento da espécie para elucidar essa questão. 406 
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CONCLUSÕES 

1. Análises de microssatélites demonstram diferenças entre o sistema de acasalamento 
comportamental e genético em aruanã branco Osteoglossum bicirrhosum; 

2. O sistema de acasalamento do aruanã branco é predominantemente monogâmico em 
cada estação reprodutiva, com ocorrência de fertilizações por outros machos em 
menor incidência; 

3. As fertilizações extra par possivelmente são efetuadas por machos oportunistas 
(sneaker); 

4. As análises indicaram que o cuidado parental pode ser cooperativo; 

5. São necessários estudos comportamentais para responder as questões relacionadas a 
cuidado cooperativo. 
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