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“Tentemos ensinar generosidade e altruismo, porque nascemos
egoistas. Compreendamos 0 que nNOSSOS proprios genes
egoistas tramam, porque assim, pelo menos, poderemos ter a
chance de frustrar seus intentos, uma coisa que nenhuma outra
espécie jamais aspirou fazer.”

(Richard Dawkins)
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RESUMO

Hibridos de peixes produzidos em pisciculturas sdo considerados eminentes ameacas
biologicas as populagfes naturais e estoques cultivados. Podem apresentar fertilidade e
contaminar geneticamente o0s estoques através de introgressdo. Neste trabalho,
estabelecemos e utilizamos marcadores de PCR-Multiplex e PCR-RFLP com genes
nucleares e mitocondriais para a identificacdo de hibridos entre espécies Neotropicais
atualmente produzidos nas pisciculturas brasileiras. Entre estes, estdo cruzamentos
envolvendo espécies de Anostomidae (Leporinus macrocephalus e L. elongatus),
Serrasalmidae (Colossoma macropomum, Piaractus mesopotamicus e P. brachypomus) e
Pimelodidae (Pseudoplatystoma reticulatum, P. corruscans, Phractocephalus hemioliopterus
e Leiarius marmoratus). A identificacdo molecular foi realizada em 23 lotes de juvenis de
peixes (cerca de 1850 amostras), comprados vivos (de 2 a 18 cm) em oito diferentes
pisciculturas brasileiras. Foram adquiridos tanto individuos de espécies puras quanto
produtos hibridos. Os resultados indicaram que 15 lotes apresentaram-se irregulares e ndo
foram vendidos conforme especificado, pois ndo correspondiam ao que foi comercializado
pelos produtores. Nestes lotes, amostras de diferentes hibridos e espécies estavam
misturadas, com casos de até cinco diferentes produtos no mesmo estoque. Além disso, 0s
lotes foram vendidos com rétulos inadequados, observando produtos hibridos
comercializados como espécies puras de forma ndo discriminada. A situacao é preocupante
em relacdo aos hibridos provenientes de espécies de Serrasalmidae e Pimelodidae, pois
foram comercializados erroneamente em alta proporcdo. Além do mais, quatro lotes foram
identificados como linhagens pés-F1, provenientes de retrocruzamentos envolvendo 0s
produtos hibridos “Patinga” e “Cachapinta”. Estes animais apresentam fertilidade e sao
encontrados em ambientes naturais, provavelmente oriundos de escapes de sistemas de
cultivo. Adicionalmente, a andlise do plantel de matrizes de uma piscicultura comprovou que
hibridos estdo sendo utilizados como reprodutores nas pisciculturas, inclusive individuos
po6s-F1, que causardo danos financeiros a estes empreendimentos. Os dados mostram que
a producdo, manejo e comércio de peixes, em especial de hibridos, séo realizados de forma
descontrolada nas pisciculturas brasileiras. Como hibridos apresentam caracteristicas
morfologicas intermediarias as dos parentais, o principal obstaculo para tornar estas praticas
monitoradas € a dificuldade de identificacdo pela analise morfologica, especialmente no
estagio juvenil, a principal fase de comercializacdo. Nesse sentido, a aplicacdo dos métodos
PCR-Multiplex e PCR-RFLP torna-se imprescindivel, pois sdo técnicas rapidas e de baixo
custo. Por fim, esses dados servirdo como subsidios para um manejo adequado destes

animais, permitindo um desenvolvimento sustentavel da aquicultura.
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ABSTRACT

Fish hybrids produced in fish farms are considered eminent biological threats to natural
populations and cultivated stocks. If fertile, they can cause genetic contamination of the stocks
through introgression. In this work, we established and used molecular markers of PCR-
Multiplex and PCR-RFLP with nuclear and mitochondrial genes for the identification of hybrids
between Neotropical species currently produced in fish farms in Brazil. The crosses were
performed between species of Anostomidae (Leporinus macrocephalus and L. elongatus),
Serrasalmidae (Colossoma macropomum, Piaractus mesopotamicus and P. brachypomus) and
Pimelodidae (Pseudoplatystoma reticulatum, P. corruscans, Phractocephalus hemioliopterus
and Leiarius marmoratus). Molecular identification was carried out in 23 stocks of juvenile fish
(about 1850 samples), purchased live (2-18 cm) in eight different fish farms in Brazil. Both
individuals of pure species and hybrid products were acquired. The results indicated that 15
stocks were irregular and mislabeled, because they did not correspond to what was marketed
by the producers. In these stocks, samples of different hybrids and species were mixed, with
cases up to five different products in the same stock. Furthermore, the stocks were sold with
inadequate labels, with hybrids traded as pure species indiscriminately. Particular concerns are
revealed in relation to hybrids from species of Pimelodidae and Serrasalmidae, because they
were incorrectly commercialized in high proportion. Moreover, four stocks were identified as
post-F1 lineages, resulting from backcrosses of the hybrid products “Patinga” and “Cachapinta”.
These animals are fertile and can be found in natural environments, probably originated from
escapes of farming systems. Additionally, the molecular analysis showed that fish hybrids are
being used as broodstock in fish farms, including post-F1 individuals, which will cause financial
losses to these companies. The data show that the production, management and trade of fish,
especially hybrids, are performed in an uncontrolled manner in fish farms in Brazil. Because
hybrids have morphological characteristics intermediate to their parental species, the main
obstacle to the proper monitoring is the difficulty in identifying through traditional taxonomic
tools, especially at the juvenile stage, which is the main phase of marketing. Thus, the use of
PCR-Multiplex and PCR-RFLP methods becomes essential, because are techniques of low
cost and fast application. Finally, these data serve as framework for an appropriate handling of

these animals, allowing a sustainable development of aquaculture.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é considerada como um crescente setor de producdo. No
periodo compreendido entre 1970-2008, a producdo de peixes pela aquicultura
mundial vem aumentando a uma taxa média anual de 8,3%, o que revela que a
aquicultura é o setor de mais rapido crescimento dos animais que servem de
alimentos (FAO, 2010). No Brasil, segundo estatisticas do Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA, 2010), no periodo de 2007-2009, a aquicultura registrou um
expressivo desenvolvimento, com um crescimento de 43,8%.

Dentro da aquicultura, a piscicultura corresponde a maior fracdo. Em 1998,
por exemplo, a piscicultura alcancou 98% dos cultivos mundiais, correspondendo a
uma producao de cerca de 17 milhdes de toneladas de peixes de agua doce (FAO,
2000). J4 em 2008, este valor registrou a ordem dos 28,8 milhdes de toneladas
(FAO, 2010). No Brasil, em 2009, o setor da piscicultura correspondeu a 81% do
total da aquicultura, com uma producéo de mais de 337 mil toneladas (MPA, 2010).

A piscicultura de agua doce no Brasil é dividida em dois setores: a producao
de juvenis e o cultivo de peixes (Suplicy, 2007). E possivel encontrar empresas com
uma producao de peixes de pequena a grande escala em quase toda parte do pais,
embora o numero exato de produtores seja dificil de determinar devido a um
deficiente servico de estatistica neste setor. A escala de producéo varia de 5 mil a
mais de 50 milh6es de juvenis por ano. Entretanto, a maioria das pisciculturas
produz cerca de 500 mil a 10 milhdes de juvenis por ano (Suplicy, 2007).

Na década de 1980, a industria do comércio de juvenis foi fortemente focada
para fornecer peixes a empreendimentos de lazer ou repovoamento de represas. A

producdo de juvenis para a piscicultura comercial visando o abastecimento de
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restaurantes, supermercados e fabricas de processamento e filetagem s6 foram
estabelecidos na década de 1990, o que trouxe consideraveis mudancas na
demanda do consumidor. HaA uma grande procura por espécies mais adequadas
com estes propdsitos, o que causam melhorias na piscicultura nacional,
principalmente através de investimentos que surgem no setor (Suplicy, 2007).
Consequemente, no Brasil ha uma crescente exigéncia por peixes de melhor
qualidade, o que mostra a necessidade que programas de melhoramento genético
sejam colocados em pratica urgentemente.

A partir dos anos 80, a utilizacdo de metodologias genéticas passou a
contribuir de maneira efetiva nos programas de criacdo de peixes. A maioria das
linhagens de peixes geneticamente melhoradas que alcancam a industria da
aquicultura foram desenvolvidas através de meétodos tradicionais de manipulacéo
genética, que incluem selecdo, hibridacdo e endogamia (Foresti, 2000; Hulata,
2001). A hibridacéo interespecifica constitui um dos métodos mais utilizados nas
pisciculturas mundiais e brasileiras, cujos resultados, no entanto, sédo de

interpretacdo dificil e detalhada (Toledo-Filho et al., 1994).

1.1 Programas de Hibridac&o Interespecifica

1.1.1 Caracteristicas gerais

A hibridacéo consiste no cruzamento de individuos ou grupos geneticamente
diferentes e pode envolver cruzamentos dentro de uma espécie ou cruzamentos
entre espécies separadas (hibridacao interespecifica). Esta técnica de reproducéo é
usada para produzir organismos aquaticos com caracteristicas desejaveis ou

melhoramento geral de seus desempenhos na aquicultura (Bartley et al., 2001).
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Em peixes, a hibridagcdo € um fendbmeno bastante comum (Schwartz, 1981;
Allendorf et al., 2001), se comparado ao diversos grupos de vertebrados (Campton,
1987; Allendorf e Waples, 1996). Isto ocorre pelas caracteristicas peculiares do
grupo, entre elas a fertilizagdo externa, mecanismos de isolamento, competicdo por
territorios de desova, abundancia de espécies e sobrevivéncia em ambientes
limitados (Campton, 1987). Além do mais, metade dos eventos de hibridagdo em
peixes tem sido atribuida a intervencdo humana, com as atividades de aquicultura
sendo o principal fator, seguidas de introdugfes de espécies fora do seu local de
origem e alteracdes de habitat, como observado por Scribner et al. (2001).

Bartley et al. (2001) revisaram uma ampla aplicacdo da producéo artificial de
hibridos interespecificos em aquiculturas. Os programas de hibridacao sao utilizados
em inUmeras espécies de peixes a fim de produzir animais estéreis e que possuam
melhor desempenho que as espécies parentais (vigor hibrido), como o aumento da
taxa de crescimento, melhor qualidade da carne, resisténcia a doencas e
capacidade de tolerar variacbes ambientais, além do aperfeicoamento de diversas
outras caracteristicas a fim produzir peixes mais proveitosos para o cultivo.

Semelhante a outros ramos da agricultura, o uso de espécies hibridas tem
desempenhado um papel importante na producéao aquicola. NUmeros consideraveis
de hibridos séo utilizados em varios paises (FAO, 2010). Do total de 1,1 milhdes de
toneladas da produc¢éo da China reportada como Tilapia do Nilo, cerca de um quarto
€@ um hibrido entre a Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e Tilapia Azul (O.
aureus). A Tailandia produz cerca de 136 mil toneladas de bagres hibridos (entre
Clarias gariepinus e C. macrocephalus), que corresponde a 9,9% da producéo total
da aquicultura do pais. Uma parte significativa das 324 mil toneladas de snakehead

produzidos na China em 2008 foi do hibrido entre Channa argus e C. maculata, que
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é relatada a aceitar racdes formuladas mais facilmente em cultivo. O hibrido de
Piaractus mesopotamicus e Colossoma macropomum € cultivado no Brasil com
niveis de producao superior a 10 mil toneladas nos ultimos anos. Os Estados Unidos
da América tem cultivado o hibrido entre Morone chrysops x M. saxatilis ha duas

décadas e sua producao foi de cerca de 5 mil toneladas no periodo 2000-2008.

1.1.2 Consideracdes sobre os principais hibridos Neotropicais e suas espécies
parentais

Atualmente, a produgcdo de hibridos de peixes envolve vérias espécies
Neotropicais, com produtos viaveis e de grande interesse para os produtores (Porto-
Foresti et al., 2010). Os resultados tém propiciado um desenvolvimento essencial
para a piscicultura brasileira e fornecem produtos manipulados geneticamente de

relevante valor comercial, com boa aceitacdo no mercado consumidor.

+ Hibridos entre Leporinus macrocephalus e L. elongatus

A familia Anostomidae (Teleostei, Characiformes) compreende um grupo de
12 géneros e apresenta distribuicdo do sul da América Central até regides tropicais e
sub-temperadas da América do Sul (Garavello e Britski, 2003). O género Leporinus
destaca-se pela presenca de algumas espécies com grande valor econdémico, tais
como o Piaucu, Leporinus macrocephalus; a Piapara, L. elongatus; o Piau, L. friderici
e a Piava, L. obtusidens (Reynalte-Tataje e Zaniboni-Filho, 2010).

Em geral, espécies de Leporinus possuem grande aceitacdo no mercado,
pois sdo muito apreciadas pelos pescadores comerciais e esportivos por
apresentarem excelente qualidade de carne e comportamento agressivo quando

capturados em anzol (Reynalte-Tataje e Zaniboni-Filho, 2010).
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Em termos de hibridacdo interespecifica, os cruzamentos entre estas
espécies podem gerar o produto hibrido “Piaupara”, resultante do cruzamento da
fémea de L. macrocephalus e macho de L. elongatus (Porto-Foresti et al., 2010), e
comercializada em algumas pisciculturas do Estado de SP. Para estes hibridos
ainda ndo ha estudos descritos na literatura informando sobre suas possiveis
vantagens e/ou desvantagens em relacdo aos parentais. Porém, devido aos
potenciais riscos que podem representar ao meio ambiente, demonstram a
necessidade da aquisicdo de informacdes e estabelecimento de estratégias para

caracterizagdo e monitoramento genético envolvendo estes hibridos.

+ Hibridos entre Piaractus mesopotamicus, P. brachypomus e Colossoma
macropomum

De acordo com Jégu (2003), a subfamilia Serrasalminae inclui 15 géneros e
80 espécies, com uma distribuicdo estritamente na regido Neotropical. Atualmente,
este grupo € classificado em nivel de familia, denominado Serrasalmidae
(Calcagnotto et al.,, 2005; Mirande, 2010), e englobam os peixes conhecidos
popularmente conhecidos como Pacus, Tambaqui e as famosas Piranhas. Com
base em dados moleculares, os serrasalmideos sdo compreendidos por trés grupos
principais: “Piranha”, “Myleus” e “Pacu” (Orti et al., 1996; Orti et al., 2008).

O clado “Pacu” inclui espécies herbivoras dos géneros Mylossoma,
Colossoma e Piaractus. As espécies deste clado sdo as mais importantes
economicamente da familia, pois sdo consideradas alimentos de alta qualidade na
América do Sul. No Brasil, o cultivo de representantes deste grupo corresponde a
maior parcela da producdo de espécies nativas na aquicultura continental (IBAMA,

2007). O aproveitamento destas espécies pela piscicultura tem sido uma boa
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alternativa para suprir a demanda do mercado e reduzir o impacto nos estoques das
populacdes naturais provocados pelo alto nivel de explotacéo.

Atualmente, € por meio da técnica de hibridacao interespecifica que o cultivo
deste grupo de peixes tem merecido grande destaque na piscicultura brasileira. Para
a obtencdo de hibridos, os principais cruzamentos interespecificos envolvem as
espécies Colossoma macropomum, Piaractus mesopotamicus e P. brachypomus,
gue podem gerar uma grande heterogeneidade de produtos. Estes sao produzidos e
comercializados em larga escala pelas pisciculturas brasileiras.

Dos hibridos envolvendo estas espécies, 0 que apresenta maior importancia
comercial € o “Tambacu”, resultado do cruzamento entre fémea de C. macropomum
e macho de P. mesopotamicus. Estes hibridos se popularizaram no Brasil por causa
da combinacéo da robustez do Tambaqui com a resisténcia as baixas temperaturas
do Pacu (Calcagnotto et al., 1999; Gomes et al., 2010). A qualidade superior do
“Tambacu” em relacdo aos seus progenitores, no aspecto do crescimento, foi
comprovada por Melo e Pereira (1994). No ano de 2007, em termos de producéo,
atingiu mais de 10 mil toneladas, sendo que em alguns Estados foi mais produzido
do que as espécies parentais puras (IBAMA, 2007).

Outro hibrido que merece evidéncia é a “Tambatinga” (fémea de C.
macropomum e macho de P. brachypomus), que consta na estatistica pesqueira
com uma das principais fontes de producdo em 2007, sendo comercializado mais do
que a espécie parental P. brachypomus (IBAMA, 2007). A viabilidade do cultivo
deste hibrido em relacdo aos seus progenitores, em termos de crescimento e
produtividade, foi demonstrada por Silva et al. (1986) e Pinheiro et al. (1991).

A “Patinga”, do cruzamento entre fémea de P. mesopotamicus e macho de P.

brachypomus, apesar de ndo fazer parte da estatistica da producdo brasileira em
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2007 (IBAMA, 2007), tem sido uma boa alternativa de produto comercializado pelas
pisciculturas brasileiras. Estes hibridos tém tido boa aceitacdo e se popularizado
bastante entre os consumidores. Entretanto, ainda s&o carentes os estudos
biolégicos sobre este produto hibrido. Conforme informacBes pessoais de alguns
piscicultores, estes hibridos sédo aceitos comercialmente devido a qualidade da
carne, pois apresentam menos gordura do que os parentais e 0s outros hibridos.

Em relacdo aos hibridos reciprocos resultantes destes cruzamentos, “Paqui”
(fémea de P. mesopotamicus x macho de C. macropomum), “Pirambaqui” (fémea de
P. brachypomus x macho de C. macropomum) e “Pirapicu” (fémea de P.
brachypomus x macho de P. mesopotamicus), ndo ha relatos sobre a producédo ou

comercializacao destes animais em grande escala pelas pisciculturas brasileiras.

+ Hibridos entre Pseudoplatystoma corruscans, P. reticulatum, Leiarius
marmoratus e Phractocephalus hemioliopterus

A familia Pimelodidae é considerada um dos grupos mais importantes
taxonomicamente entre os Siluriformes Neotropicais, sendo atualmente formada por
29 géneros e 93 espécies (Ferraris Jr., 2007). Dentro desta familia, destacam-se
espécies notaveis pelo seu grande porte, como as pertencentes aos géneros
Brachyplatystoma (piraibas e douradas), Pseudoplatystoma (pintados e surubins) e
Phractocephalus (pirarara) (Lundberg e Littmann, 2003).

Nos ultimos anos, as espécies de Pseudoplatystoma tém sido modelos de
varios estudos taxondmicos. Historicamente, apenas trés espécies eram
reconhecidas (Lundberg e Littmann, 2003), mas na ultima revisdo com base em
caracteres morfolégicos foram propostas oito espécies para o género (Buitrago-

Suérez e Burr, 2007), sendo que P. fasciatum foi dividido em cinco espécies (P.
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fasciatum, sensu stricto; P. punctifer; P. reticulatum; P. orinocoense; P.
magdaleniatum). Recentemente, Torrico et al. (2009) e Carvalho-Costa et al. (2011),
com base em dados de genes nucleares e mitocondriais, forneceram evidéncias
para sugerir o reconhecimento de apenas quatro espécies distintas neste género: P.
magdaleniatum, P. corruscans, P. tigrinun (sensu lato) e P. fasciatum (sensu lato).

A producdo pesqueira e consequente oferta no mercado de representantes
deste grupo de peixes vém reduzindo a cada ano, indicando uma situacdo causada
pelas altas taxas de explotacdo devido a pesca predatoria (Aradjo-Lima e Rufino,
2003). Neste sentido, o cultivo de pimelodideos tem se destacado gradualmente e
auxilia para suprir a demanda do mercado, de forma a diminuir o impacto nos
estoques das populacdes naturais provocados pela pesca comercial. Entretanto, a
Unica espécie que consta na estatistica pesqueira € P. corruscans, cujo crescimento
da producéo foi de 94%, no periodo de 2006-2009 (IBAMA, 2007; MPA, 2010). Estes
sdo comercializados em razdo da qualidade de carne, porte avantajado, pesca
esportiva e importancia histérica na producéo da pesca (Campos, 2010).

Atualmente, através da técnica de hibridacéo, estes peixes tém se destacado
na producdo aquicola das pisciculturas brasileiras. Os hibridos gerados pelos
cruzamentos entre P. corruscans e P. reticulatum, denominados popularmente de
“Ponto-e-virgula”, sdo os peixes mais produzidos pelos varios produtores de juvenis
gue trabalham com essas espécies (Campos, 2010). De acordo com a revisdo de
Crepaldi et al. (2006), os hibridos apresentam caracteristicas de melhor
desempenho de crescimento do que as espécies puras. Porém, ha uma enorme
caréncia de informacdes sobre o comércio e producao destes peixes.

Segundo Campos (2010), a dificuldade na producédo de juvenis de Pintado

restringe a oferta e encarece o preco. A fim de facilitar a producgéo de juvenis com as
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caracteristicas do Pintado, véarios produtores tém experimentado cruzamentos
intergéneros com outros siluriformes de habitos alimentares menos carnivoros, que
apresentam boa aceitacdo de racfes. Dentre as principais espécies, sdo destaques
P. hemioliopterus e L. marmoratus. Estas sdo geralmente cruzadas com a Cachara
(P. reticulatum), produzindo os hibridos “Cachapira” (fémea de P. reticulatum X
macho de P. hemioliopterus) e o “Cachandia” ou “Pintado-da-amazénia” (fémea de
P. reticulatum x macho de L. marmoratus).

Os produtos destes cruzamentos sdo animais menos vorazes gque 0S juvenis
de Pintado puro e os hibridos “Ponto-e-virgula”, o que facilita o fornecimento de
alimento nas fases iniciais e reduz o problema do canibalismo, os gargalos da
producao de juvenis de Pintado (Campos, 2010). Até o momento, ha poucos estudos
sobre a viabilidade destes peixes em pisciculturas ou de dados estatisticos referente

a producédo, mas a comercializacao destes hibridos vem crescendo rapidamente.

1.1.3 Riscos causados pela hibridacéo interespecifica

Em estoques cultivados, a grande semelhanca morfolégica dos hibridos com
0S seus parentais podem causar misturas ocasionais e resultar na formacdo de
plantéis de reprodutores com individuos hibridos, como relatados para espécies de
tilapias e carpas (Mia et al., 2005; Mair, 2007). Um dos grandes problemas do uso
da hibridagdo em escala comercial € o risco da contaminacdo dos estoques
parentais puros através da introgressao pelos hibridos, o que prejudica a integridade
destes estoques e consequente desempenho na aquicultura (Mair, 2007).

Ja em relacdo aos estoques selvagens, os impactos genéticos dos hibridos
tornam-se bem mais dificeis de serem previstos. Os hibridos parcialmente férteis ou

os que apresentam fertilidade total sdo os que oferecem maiores riscos as



Doutorado — Diogo T. Hashimoto

populacdes selvagens, pois podem realizar introgressdes provocando contaminagao
genética e, desta forma, até causar a extincdo de um dos parentais (Allendorf e
Leary, 1988; Rhymer e Simberloff, 1996).

Os efeitos nocivos da hibridacéo, principalmente devido a introgresséo, tém
causado a extincdo de muitas populactes e espécies de plantas e animais (Allendorf
et al., 2001). H4 exemplos bem documentados mostrando que introducdes de peixes
de agua doce ndo-nativas, especialmente os hibridos, podem ter sérias
consequéncias ecoldgicas (Rhymer e Simberloff, 1996; Vitule et al., 2009), além do
que acbes de manejo na tentativa de recuperacdo sdo muito dificeis em certas
situacdes (Genovart, 2009; Britton et al., 2010).

De acordo com Hulata (1995), a esterilidade de hibridos pode ser uma
qualidade importante em programas que visam reduzir os impactos em estoques
naturais em casos de escapes da aquicultura. Entretanto, apesar de hibridos
estéreis serem incapazes de retrocruzar com 0s parentais, podem competir por
espaco e alimento. Ao mesmo tempo, hibridos com esterilidade zigética apresentam
desenvolvimento gonadal parcial e caracteristicas sexuais secundarias, de forma
que podem ocorrer cruzamentos mal sucedidos com as espécies parentais, nao
redundando em descendéncia viavel, o que pode interferir negativamente na
dindmica reprodutiva das espécies parentais (Toledo-Filho et al., 1994).

No Brasil, ha poucos estudos sobre a avaliagdo dos reais impactos genético-
ecolégicos que esses animais apresentam para as populagbes selvagens e
cultivadas (Porto-Foresti et al., 2010). Entretanto, alguns hibridos Neotropicais, como
no caso do “Tambacu” e “Cachapinta”, podem apresentar certa taxa de fertilidade e

retrocruzar com as espécies parentais (Almeida-Toledo et al., 1996; J.A. Senhorini,
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comunicacdo pessoal), o que revela a eminente possibilidade de atuagcédo destes
animais no meio ambiente e nas comunidades selvagens (Porto-Foresti et al., 2010).

Além disso, de uma forma alarmante, € possivel constatar que a producao e
comercializac@o de hibridos j& se tornaram prética de larga escala nas pisciculturas
brasileiras, porém, sem qualquer tipo de monitoramento. Ao comprarem espécies
puras os consumidores podem estar adquirindo exemplares hibridos de forma néo
discriminada, o que no futuro podera acarretar em sérios danos e prejuizos para
seus empreendimentos (Porto-Foresti et al., 2010).

Esta preocupacao ainda aumenta quando se leva em consideracdo 0s
escapes de individuos hibridos que ocorrem em pisciculturas, que pode ser
considerado um dos principais meios de dispersdo de espécies exoticas
(Welcomme, 1988; Agostinho e Julio, 1996). Os empreendimentos de lazer “pesque-
pague” também representam significantes riscos, pois 0s escapes sdo considerados
inevitaveis, principalmente devido ao despreparo dos proprietarios em relacdo a
conservacao ambiental (Fernandes et al., 2003). Os escapes com a agua efluente, o
esvaziamento dos tanques durante o manejo e, principalmente, o rompimento ou
transbordamento desses em razdo de picos de cheias, sdo as principais vias de

introducéo de espécies exaticas pelas atividades de cultivo (Orsi e Agostinho, 1999).

1.2 Métodos na deteccao de hibridacéo

Para um monitoramento genético de hibridos, tendo em vista 0s notaveis
riscos biolégicos que representam para as populacdes selvagens e cultivadas, é de
grande importancia a utilizacdo de metodologias que identifiguem, de maneira clara

e acessivel, parentais e hibridos (Porto-Foresti et al., 2010). Com o conhecimento do
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perfil genético desses animais, em associacdo com préticas corretas de manejo, 0s
problemas decorrentes do uso de animais geneticamente manipulados em cultivo
poderiam ser minimizados e até evitados. Assim, seria possivel o almejado
desenvolvimento sustentavel, utilizando recursos para melhorar a producao aquicola
sem comprometer as futuras geracoes, protegendo a biodiversidade nativa.

Em uma revisdo sobre os métodos aplicados para identificar eventos de
hibridacdo em peixes, Scribner et al. (2001) relataram que a maioria dos estudos
utiliza os métodos morfolégicos (45%), seguidos de aloenzimas (35%), DNA
mitocondrial (12%), DNA nuclear (4%) e cariotipos (2%). Contudo, através da
morfologia externa, nem sempre € precisa a identificacdo de parentais e hibridos
(Mallet, 2005). As caracteristicas morfométricas e meristicas em peixes, mesmo as
gue se mostram intermediarias nos hibridos, sdo de uso limitado porque geralmente
apresentam heranca poligénica e sua distribuicdo pode superar a dos parentais
(Campton, 1987; Toledo-Filho et al., 1994). Quando se utilizam somente métodos
morfologicos na identificacéo de hibridos de peixes, pode ocorrer uma subestimativa
da frequéncia dos hibridos, como no caso de hibridos entre Piaractus
mesopotamicus e Colossoma macropomum (Toledo-Filho et al.,, 1994),
especialmente quando sdo analisados exemplares juvenis.

Consequentemente, a maior dificuldade para o monitoramento de hibridos de
peixes é identifica-los usando informacgfes taxondmicas tradicionais. Tal situacdo &
agravada devido a industria do comércio de juvenis nas pisciculturas brasileiras, cuja
identificacdo morfologica € impraticavel. Para colocar acbes relacionadas a
conservacdo e manejo dos hibridos em prética, ha uma necessidade urgente para
minimizar esses problemas. Assim, a producdo generalizada de hibridos justifica o

estabelecimento de marcadores genéticos na caracterizacdo destes animais, o que
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possibilita realizar o monitoramento em nivel de populacdes selvagens, estoques de

reprodutores, producdo e comércio de juvenis.

1.2.1 Estudos citogenéticos na identificacdo de hibridos

Os métodos citogenéticos, além de serem considerados de baixo custo,
constituem uma maneira bastante precisa de se verificar tanto os niveis de ploidia
quanto a procedéncia dos complementos cromossémicos dos parentais nos
produtos hibridos (Ocalewicz et al., 2006).

Nos casos em que hibridos e parentais apresentam o mesmo cariétipo, torna-
se necessario o emprego de técnicas de coloracdes diferenciadas e bandamentos
cromossdmicos na tentativa de encontrar um marcador que os diferencie. Tais
recursos metodologicos permitiram a perfeita identificacdo dos parentais e dos
hibridos obtidos dos cruzamentos entre Pacu e Tambaqui (Almeida-Toledo et al.,
1987). Além disso, um hibrido triploide proveniente destes mesmos cruzamentos
também foi detectado, com um cariétipo de 81 cromossomos (3n).

Outros estudos similares com a identificacdo de hibridos por bandamentos
cromossomicos também foram realizados, tais como os hibridos entre espécies de
carpas (Almeida-Toledo et al., 1995) e entre espécies de bagres (Zhang e Tiersch,
1997). Recentemente, estudos citogenéticos também foram feitos na caracterizagéo
das espécies Leporinus macrocephalus (Piaucu), L. elongatus (Piapara) e o

respectivo hibrido interespecifico “Piaupara” (Hashimoto et al., 2009a e 2009b).

1.2.2 Estudos moleculares na identificacdo de hibridos
Atualmente, todos os métodos moleculares desenvolvidos para detectar

variacdo genética sdo com base em trés diferentes classes de marcadores:
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variantes de proteinas, polimorfismo da sequéncia de DNA e variacdo em repeticdes
de DNA (Schlotterer, 2004).

O interesse na caracterizacdo e identificacdo de hibridos em pisciculturas e
também estudos envolvendo hibridagfes naturais tém disponibilizado uma gama
consideravel de marcadores moleculares. Entre os mais utilizados estdo do tipo
isoenzimas (Calcagnotto et al., 1999), RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) (Perez et al., 1999), SPAR (Single Primer Amplification Reaction)
(Fonteles et al., 2005), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Young et
al., 2001) e Microssatélites (Sanz et al., 2009).

Em relacdo ao método de RFLP, a maioria das analises substitui 0 método
“Southern blot” com as técnicas fundamentadas na reacdo de PCR (PCR-RFLP).
Apoés a amplificacdo de uma regido conhecida, os produtos de PCR séao digeridos
com enzimas de restricdo e visualizados por simples eletroforese. Este marcador
permite a andlise de variacdo do DNA porque as substituicbes de bases nos sitios
de reconhecimento de uma enzima alteram os padrdes de fragmentos de restricdo
resultantes (Schlotterer, 2004). A técnica PCR-RFLP tem sido utilizada com sucesso
na identificacdo de espécies de peixes (Wolf et al., 2000; Mendonca et al., 2009).

Outro método muito eficaz e rapido, porém pouco utilizado na caracterizagao
de hibridos, é a técnica PCR-Multiplex. Este método consiste em utilizar primers
espécie-especificos para um determinado locus, que difere de poucas substituicbes
nucleotidicas para as espécies a serem analisadas, de tal forma que analises podem
ser realizadas simultaneamente no mesmo tubo (Henegariu et al., 1997; Markoulatos
et al., 2002). Esta técnica também tem se demonstrado resolutiva na diferenciacéo

de espécies de peixes (Chapman et al., 2003; De-Franco et al., 2010).
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1.3 Objetivos

Considerando que os estudos genéticos sobre hibridos interespecificos de
pisciculturas brasileiras ainda s&o escassos e verificados a importancia do
monitoramento genético da produgcdo e comércio de hibridos nas estacbes de
cultivo, o presente projeto tem como objetivos principais:

1) desenvolver e estabelecer marcadores moleculares para a caracterizacdo de
hibridos interespecificos F1 e poés-F1, resultantes de cruzamentos artificiais
envolvendo espécies de peixes Neotropicais e que sdo atualmente produzidos nas
pisciculturas brasileiras; disponibilizar recursos genéticos para serem aplicados de
forma rotineira e com baixo custo na fiscalizacdo dos programas de hibridacéo
interespecifica no Brasil;

2) monitorar a producao e comercializacédo de hibridos em pisciculturas brasileiras e,
desta forma, verificar se hibridos sdo manejados corretamente nas pisciculturas e
ainda se existem eventuais “misturas” ou contaminacdo genética decorrente de
introgressdes entre estoques parentais e hibridos;

3) promover o levantamento de dados bioldgicos de espécies e de produtos hibridos
que representem informacdes importantes para a piscicultura, tanto para fins

comerciais como para fins de pesquisa basica.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

2.1.1 Amostras para a caracterizacdo dos marcadores moleculares

Inicialmente, tendo em vista o interesse no desenvolvimento de marcadores
genéticos para a identificacdo de hibridos interespecificos, foram coletadas amostras
de nove espécies de peixes Neotropicais utilizadas em pisciculturas brasileiras. Os
individuos amostrados compreendiam espécies de Anostomidae, sendo o Piaugu
(Leporinus macrocephalus) e Piapara (Leporinus elongatus); espécies de
Serrasalmidae, abrangendo o Pacu (Piaractus mesopotamicus), Tambaqui
(Colossoma macropomum) e Pirapitinga (Piaractus brachypomus); e espécies de
Pimelodidae, envolvendo a Cachara (Pseudoplatystoma reticulatum), Pintado
(Pseudoplatystoma corruscans), Pirarara (Phractocephalus hemioliopterus) e Jandia
(Leiarius marmoratus). Posteriormente, com o0 intuito de caracterizagdo e
estabelecimento dos marcadores moleculares, foram utilizados o0s seguintes
exemplares hibridos (Tabela 1): “Piaupara”, “Tambacu”, “Tambatinga”, “Patinga”,
“Pintachara”, “Cachapinta”, “Pintadia”, “Cachandia”, “Pintapira” e “Cachapira”.

Os representantes de “Piaupara” e suas respectivas espécies parentais
Leporinus macrocephalus e Leporinus elongatus foram coletados em estoques de
cultivo provenientes da piscicultura Kabeya (Penépolis, SP) (Tabela 2). Ja as
amostras dos hibridos “Tambacu”, “Tambatinga” e “Patinga”, e os correspondentes
parentais Colossoma macropomum, Piaractus mesopotamicus e Piaractus
brachypomus foram coletados nos estoques provenientes da piscicultura do

CEPTA/ICMBIo (Pirassununga, SP) (Tabela 2). Da mesma forma, os exemplares
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hibridos “Pintachara”, “Cachapinta”, “Pintadid” e “Cachandia”, e as espécies puras
Pseudoplatystoma corruscans, Pseudoplatystoma reticulatum e Leiarius marmoratus
também foram obtidas nos estoques do CEPTA/ICMBIio. Os individuos hibridos
“Cachapira” e o parental Phractocephalus hemioliopterus (Pirarara) foram
amostrados na piscicultura do Projeto Pacu (Campo Grande, MS) (Tabela 2). Por
fim, a amostragem hibrida “Pintapira” foi obtida da piscicultura Brumado (Mogi Mirim,

SP) (Tabela 2).

Tabela 1 - Espécies parentais e respectivos cruzamentos interespecificos.

GERACAO PARENTAL

Produto
Parental Fémea Parental Macho Hibrido
Piaucu Piapara
. ) “Piaupara”
Leporinus macrocephalus Leporinus elongatus
Tambaqui Pacu
) ) “Tambacu”
Colossoma macropomum Piaractus mesopotamicus
Tambaqui Pirapitinga
) “Tambatinga”
Colossoma macropomum Piaractus brachypomus
Pacu Pirapitinga
) ) ) “Patinga”
Piaractus mesopotamicus Piaractus brachypomus
Pintado Cachara
i “Pintachara”
Pseudoplatystoma corruscans Pseudoplatystoma reticulatum
Cachara Pintado
) “Cachapinta”
Pseudoplatystoma reticulatum Pseudoplatystoma corruscans
Pintado Jandia
o “Pintadia”
Pseudoplatystoma corruscans Leiarius marmoratus
Cachara Jandia
) . “Cachandia”
Pseudoplatystoma reticulatum Leiarius marmoratus
Pintado Pirarara
o “Pintapira”
Pseudoplatystoma corruscans Phractocephalus hemioliopterus
Cachara Pirarara _
“Cachapira”

Pseudoplatystoma reticulatum

Phractocephalus hemioliopterus
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Tabela 2 - Propriedade, linhagens de peixes e numero de exemplares analisados dos parentais e

hibridos utilizados nos programas de hibridacéo.

Locais de Coleta Linhagens Amostras

Piaugu - Leporinus macrocephalus 49

Piscicultura Kabeya

) Piapara - Leporinus elongatus 50
“Piaupara” 51
Tambaqui — Colossoma macropomum 41
Pacu — Piaractus mesopotamicus 52
Pirapitinga — Piaractus brachypomus 43
“Tambacu” 15
“Tambatinga” 22
“Patinga” 25

CEPTA/ICMBIio
Pintado - Pseudoplatystoma corruscans 20

(Pirassununga, SP)
Cachara - Pseudoplatystoma reticulatum 20
Jandia — Leiarius marmoratus 15
“Pintachara” 30
“Cachapinta” 30
“Pintadia” 15
“Cachandi@” 20

Projeto Pacu Pirarara - Phractocephalus hemioliopterus 25

(Campo Grande, MS) “Cachapira” 25

Piscicultura Brumado

(Mogi Mirim, SP) il 2

A piscicultura Kabeya (Figura 1), situada na regiao de Pendapolis, SP, possui
completa infra-estrutura para comercializagéo de peixes. O interesse desta empresa
estava inicialmente voltado a engorda de peixes, mas se deparou com um mercado
escasso na producdo de juvenis. Por mais de dez anos dedica-se a criacdo e

comercializacao de juvenis de diversas espécies Neotropicais.
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Figura 1 - Piscicultura Kabeya
(Penépolis, SP).

A piscicultura do CEPTA/ICMBIo corresponde a um Centro de Pesquisa
vinculado ao Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (Figura 2).
Sua principal missdo € de contribuir para o uso sustentavel dos recursos ictios,
através da geracdo, adaptacdo e difusdo de conhecimentos em beneficio da
sociedade. Para viabilizar seus objetivos, este Centro tem parcerias com instituicoes

nacionais e internacionais, universidades e com a iniciativa privada.

Figura 2 - Piscicultura do CEPTA/ICMBIo (Pirassununga, SP).
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O Projeto Pacu (Figura 3) € uma empresa privada e vem se dedicando ha
varios anos na pesquisa e desenvolvimento de tecnologia voltada a reproducéo de
peixes de grande porte, nativas do Pantanal e da Amazonia. Por deter a lideranga de
tecnologias reprodutivas de espécies que ainda nao estdo no mercado, esta
empresa atualmente mantém acordos de cooperacdo tecnoldgicos com

universidades e centros de pesquisa no Brasil, cedendo material e conhecimento.

Figura 3 - Instalacées do Projeto Pacu
(Campo Grande, MS).

A Estacéo de Piscicultura Brumado, localizada na cidade de Mogi Mirim (SP)
(Figura 4), € uma empresa privada que implantou em quase 20 anos de atividades
um projeto sério e consistente de reproducéo e alevinagem de peixes Neotropicais,
com reservatorios, viveiros e laboratérios de reproducdo. A Brumado Alevinos
tornou-se um ambiente ideal para a pesquisa e o0 desenvolvimento, mantendo
convénio de cooperacdo e aperfeicoamento com centros de pesquisa e

universidades.
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Figura 4 - Instalagbes da
Piscicultura Brumado (Mogi
Mirim, SP).

Em relagéo a coleta de material bioloégico das espécies parentais, fragmentos
de nadadeira foram coletados para extracdo e purificagdo do DNA. A maioria dos
animais foi devolvida aos tanques para serem mantidos vivos nas pisciculturas,
enguanto alguns foram transportados para o laboratério. Procurou-se utilizar animais
que fossem provenientes da natureza e ndo decorrentes de geracfes sucessivas
(F1, F2,...), resultantes de programas de reproducdo induzida, o que evitou a
possibilidade de contaminacdo genética das amostras. Alguns individuos foram
marcados com tags (marcadores magnéticos) e sempre que necessario, estes
podem ser identificados com um equipamento leitor.

Em uma segunda etapa de coleta, a partir de cruzamentos interespecificos
artificiais realizados na Piscicultura Kabeya, CEPTA/ICMBIio, Projeto Pacu e
Piscicultura Brumado, deu-se inicio ao processo de hibridacdo entre as espécies
envolvidas neste estudo. Assim, no que se refere a coleta de material biol6gico dos
produtos hibridos, as amostras foram obtidas principalmente de exemplares juvenis
oriundos destes cruzamentos, que foram transportados ao laboratério para
processamento do material. A seguir, os peixes foram numerados e registrados em

caderno de campo. Por fim, os animais utilizados nos estudos genéticos foram
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fixados em formol 10%, conservados em etanol 70%, e depositados na cole¢céo de

peixes do Laboratdrio de Genética de Peixes da UNESP, Campus de Bauru, SP.

2.1.2 Amostras compradas de pisciculturas para a identificagcdo molecular

Compras de juvenis com tamanhos variando de 2 a 18 cm foram feitas em
oito pisciculturas particulares (Tabela 3 e Figuras 5, 6 e 7). Como padronizagéao,
evitou-se a compra de juvenis de locais considerados revendedores, ou seja, s6
foram adquiridos peixes de pisciculturas que realizam reproducdo e alevinagem.
Para manter a integridade destas pisciculturas, uma vez que o objetivo do estudo € o
monitoramento da producédo e comeércio de hibridos, e ndo uma analise forense, os
nomes e informacdes das pisciculturas foram preservados.

Na piscicultura A (SP), foram comprados exemplares de Leporinus
macrocephalus, Pseudoplatystoma corruscans, hibridos “Patinga” e “Tambacu”. Na
piscicultura B (SP), foram adquiridos individuos rotulados como Colossoma
macropomum e hibridos de “Patinga”, “Tambacu” e “Cachapira”. Na piscicultura C
(MS), foram comprados juvenis de L. macrocephalus, Pseudoplatystoma corruscans
e hibrido “Tambacu”. Na piscicultura D (MG), foram comercializados exemplares de
Colossoma macropomum, Piaractus mesopotamicus, Leporinus macrocephalus e
“Tambacu”. Na piscicultura E (SP), foram comprados juvenis de “Patinga” e
Leporinus macrocephalus. Na piscicultura F (SE), foram adquiridos individuos de
Colossoma macropomum, hibridos “Tambacu”, “Tambatinga” e “Cachandida”. Na
piscicultura G (GO), foram comprados juvenis de “Cachandid”. Por fim, na
piscicultura H (SP), foram adquiridos exemplares juvenis de Pseudoplatystoma

corruscans.
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Tabela 3 - Propriedades, linhagens de peixes, prego por juvenil, tamanho e nimero de exemplares

analisados das espécies parentais e hibridos.

Locais de Coleta Linhagens Amostras Preco (R$)/ Tamanho
unidade (cm)
Piaugu - Leporinus macrocephalus 30 0,45 8-10
Piscicultura A )
(SP) Pintado - Pseudoplatystoma corruscans 20 5,50 12-15
“Patinga” 33 1,30 8-10
“Tambacu” 50 1,30 8-10
Tambaqui — Colossoma macropomum 36 0,18 2-3
ST Tambacu” 44 0,30 8-10
(SP) :
“Patinga” 49 0,50 8-10
“Cachapira” 37 2,50 10-12
Piaucu - Leporinus macrocephalus 158 0,40 8-10
Piscicultura C )
S Pintado - Pseudoplatystoma corruscans 50 2,50 13-15
“Tambacu” 158 0,30 3-5
Tambaqui — Colossoma macropomum 143 0,20 3-5
=l s) | Pacu — Piaractus mesopotamicus 115 0,20 3-5
(MG)
Piaugu - Leporinus macrocephalus 100 0,20 3-5
“Tambacu” 133 0,20 3-5
=lselelili = = | Piaugu - Leporinus macrocephalus 100 0,30 4-6
(SP) :
“Patinga” 44 0,30 6-9
Tambaqui — Colossoma macropomum 150 0,10 2-3
Piscicultura F “Tambacu” 150 0,10 2-3
(SE) :
“Tambatinga” 150 0,10 2-3
“Cachandi@” 41 4,00 8-12

Piscicultura G )

(GO) “Cachandia” 60 4,50 15-18
Piscicultura H ;

(SP) Pintado - Pseudoplatystoma corruscans 20 3,00 13-15
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Figura 5 - Exemplares comprados como Piaugu dos lotes de juvenis da Piscicultura A (a), Piscicultura C

(b), Piscicultura D (c) e Piscicultura E (d).
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Figura 6 - Exemplares comprados como Pintado dos lotes de juvenis da Piscicultura A (a), Piscicultura C
(b) e Piscicultura H (c). Em (d) e (e), exemplares adquiridos como “Cachandia” dos estoques de juvenis

da Piscicultura F e Piscicultura G, respectivamente. Em (f), individuo comercializado como “Cachapira”

do lote de juvenis da Piscicultura B.
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Figura 7 — Em (a) e (b), exemplares comercializados como “Patinga” e “Tambacu”, respectivamente, dos
lotes de juvenis da Piscicultura A. Em (c), (d) e (e), individuos comprados como Colossoma
macropomum, “Tambacu” e “Patinga”, respectivamente, dos estoques da Piscicultura B. Em (f) juvenil
adquirido como “Tambacu” da Piscicultura C. Em (g), (h) e (i), exemplares comprados como C.
macropomum, Piaractus mesopotamicus e “Tambacu”, respectivamente, dos lotes da Piscicultura D. Em
(), juvenil coletado como “Patinga” da Piscicultura E. Em (k), (I) e (m), individuos comprados como C.

macropomum, “Tambacu” e “Tambatinga”, respectivamente, da Piscicultura F.
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No momento da compra, 0s piscicultores ndo foram notificados que se
tratavam de coletas para fins de andlise cientifica. Assim, os juvenis de peixes foram
comprados com fins particulares para uso em uma pequena propriedade rural, o que
possibilitou ter uma padronizacdo com relagdo a amostragem dos peixes, e evitando
possiveis desconfiangas dos piscicultores no momento da comercializacao.

Alguns individuos foram mantidos vivos em fazendas particulares para
acompanhamento do crescimento. Apés a coleta do material biolégico (amostras de
nadadeira e sangue), os juvenis foram fixados e depositados na colegcédo de peixes
Laboratorio de Genética de Peixes, alocado na Universidade Estadual Paulista,
campus Bauru. Foram realizadas técnicas de extracdo e purificacdo de DNA,
formando um banco de moléculas para um posterior processamento das analises.
Adicionalmente, visando uma andlise citogenética, foram realizadas técnicas de

obtencéo de cromossomos mitéticos nas amostras de “Patinga” da Piscicultura A.

2.1.3 Amostras de um estoque de reprodutores

Na ultima etapa de coleta do material, com o objetivo de realizar um servico
de consultoria para uma importante piscicultura do Estado de SP, amostras
biologicas (fragmentos de nadadeira) de um plantel de 16 matrizes de Pintado,
Cachara e hibridos foram coletadas para analises de identificacdo molecular (Figura
8). As analises foram realizadas devido a suspeita das matrizes serem compostas
por produtos hibridos, uma vez que o produtor tem relatado problemas de alta taxa
de mortalidade e pouca viabilidade dos juvenis. Os animais foram marcados com
tags (marcadores magnéticos) e mantidos vivos nas instalacbes da piscicultura,
possibilitando que seja realizado um servico de direcionamento e orientacdo dos

cruzamentos que o piscicultor deve realizar.
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Figura 8 — Em (a) e (b), exemplares adultos do plantel de matrizes coletados de uma piscicultura

particular para realizac@o de consultoria. Em (c), tags e seringa injetora para marcacgdo destes individuos.

2.2 Métodos

+ Métodos para as analises citogenéticas

Nas anadlises citogenéticas foram utilizados os métodos de estimulacdo de
mitoses (Oliveira et al., 1988), preparacdes diretas de células renais in vivo (Foresti
et al., 1981) e hibridizacéo fluorescente in situ (FISH) (Yang et al., 1999). Algumas
modificacdes foram realizadas nessas técnicas como padronizacdo. Para montagem

dos cariétipos, utilizou-se a classificacdo descrita por Levan et al. (1964).

2.2.1 Estimulacdo de mitoses
Com o objetivo de se obter maior nimero de mitoses foi utilizada a técnica de
estimulacdo de divisdo celular por injecdo de uma solucdo de fermento bioldgico,

adaptada para peixes por Oliveira et al. (1988). O procedimento consistiu em:
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1 preparar uma solucéo de fermento bioldgico (Fleischmann) na seguinte proporgéo:
0.5 g de fermento, 0.5 g de acucar e 7 ml de 4gua destilada;

2 incubar a solugdo em uma estufa (37°C) por cerca de 30 min;

3 injetar a solucdo na regiao dorso-lateral do peixe, na proporcao de 1 ml por 100 g
de peso do animal, 48 h antes da técnica de preparagcdo cromossémica;

4 manter o animal em aquario bem aerado.

2.2.2 Obtencdo de cromossomos mitoticos de peixes

A técnica para obtencdo de cromossomos metafasicos mitéticos foi a utilizada
por Foresti et al. (1981), realizada com algumas modificacdes:
1 injetar, na regido intra-abdominal, solucdo aquosa de colchicina (0.025%) na
proporcao de aproximadamente 0.5 ml por 100 g de peso do animal,
2 deixar o peixe em aquario bem aerado, por um periodo de 50 min;
3 sacrificar o animal, retirando a parte anterior do rim. Transferir o material para uma
pequena cuba de vidro, contendo 7 ml de uma solucéo hipoténica de KCL (0.075M);
4 dissociar o material com o auxilio de pincas de disseccédo, complementando esse
processo com o auxilio de uma pipeta Pasteur;
5 transferir a solucéo obtida para um tubo de centrifuga e manter em uma estufa a
37°C por 21 min;
6 retirar o tubo da estufa e colocar 7 gotas de fixador gelado (metanol e acido
aceético na proporcao de 3:1, respectivamente); agitar levemente a mistura com uma
pipeta Pasteur e deixar repousar por 5 min a temperatura ambiente;
7 adicionar cerca de 6 ml de fixador e novamente agitar a mistura; levar a centrifuga

(900 + 100 rpm) por 10 min;
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8 retirar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 7 ml de fixador; centrifugar
por 7 min a 900 + 100 rpm;

9 repetir o item 8 por duas ou trés vezes, para uma completa fixacdo das células;

10 pingar o material em laminas e deixar secar ao ar;

11 as laminas foram guardadas no congelador, conservando-as para aplicacéo das

técnicas de FISH.

2.2.3 Obtencédo de sondas especificas de DNA ribossomal 5S

Para realizagdo da técnica de hibridizag&o fluorescente in situ foram utilizadas
sequéncias de DNA ribossomal (DNAr) 5S como sonda (cerca de 300 pb), obtidas
através da amplificacdo por PCR com os primers 5SA e 5SB (Pendas et al., 1994).
Amplificacdes foram feitas com um volume final de 25 ul contendo as seguintes
concentracdes: tampao da Tag polimerase 1X; MgCl, 1.5 mM; 100 uyM de cada dNTP;
0.1 uM de cada primer; 10-50 ng de DNA gendmico; e 0.5 U de Taq polimerase
(Invitrogen). As reacdes foram realizadas com as seguintes condi¢cbes: 95°C/5 min;
95°C/30 s, 60°C/30 s, 72°C/15 s (35 ciclos); 72°C/7 min. A sonda foi marcada pela
incorporacdo do nucleotideo biotina-16-dUTP (Roche) através da técnica de nick

translation, segundo as instru¢des do fabricante (Invitrogen).

2.2.4 Hibridacao fluorescente in situ

1 incubar as laminas em uma solug¢éo contendo 200 ul de 2XSSC (pH=7,0) e 2 ul de
RNAse (100 mg/ml) em uma camara umida a 37°C por 1 h;

2 lavar as laminas duas vezes em 2XSSC por 2 min a temperatura ambiente;

3 desidratar as laminas em séries de etanol a 70%, 85% e 100% a -20 °C por 3 min

cada. Deixar as laminas secando ao ar;
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4 em um coplin de vidro preparar 40 ml de uma solucdo de desnaturacdo (70%
Formamida, 2XSSC) e aquecer a 65°C em um banho-maria. Colocar as laminas na
solugéo de desnaturagéo e incubar por 2 min;

5 desidratar as laminas em séries de etanol a 70%, 85% e 100% a -20 °C por 3 min
cada. Deixar as laminas secando ao ar;

6 misturar 6 pl da solugdo das sondas e 6 yl da solugéo de hibridagao;

7 desnaturar as sondas no termociclador incubando a 75°C por 10 min;

8 colocar a solucdo da sonda desnaturada em cada lamina e cobrir com laminula.
Selar as bordas da laminula com cimento de borracha;

9 incubar as laminas a 37°C por cerca de 15 h (overnight) em uma camara umida;

10 remover o cimento de borracha e as laminulas. Lavar as laminas duas vezes em
uma solucédo de estringéncia (50% formamida/2XSSC) por 5 min a 45°C;

11 lavar as laminas duas vezes em 2XSSC por 5 min a 45°C. Lavar as laminas na
solugéo 4XT (20% 20XSSC + 250 ul Triton X-100) por 4 min a 45°C,;

12 remover as laminas da solugcao 4XT. Aplicar em cada gota de suspenséao celular
o anticorpo (200 ul de 4XT + 1 ul de avidina conjugada com FITC) e cobrir com uma
laminula de plastico. Incubar as laminas a 37°C por 30 min em uma camara umida;
13 remover as laminulas. Lavar as laminas trés vezes na solucao 4XT por 3 min;

14 Contra-corar com o corante DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, Vector

Laboratories) e cobrir com laminula.

2.2.5 Estudos cariotipicos
A partir dos dados das andlises e contagens dos cromossomos em cerca de
30 metéfases de cada individuo, procurou-se estabelecer um numero dipléide modal

para cada exemplar analisado.
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Assim, as melhores metafases, que apresentaram uma melhor dispersdo e
morfologia mais nitida dos cromossomos foram fotografadas pela camera CCD
(Cohu Inc., USA) montada em fotomicroscopio da marca OLYMPUS (modelo BX60),
equipado com epi-fluorescéncia, com objetiva de imersdo de 100X. As imagens de
FISH foram capturadas e processadas pelo software CytoVision Genus system

(Applied Imaging, USA).

2.2.6 Montagem dos cari6tipos

Os cromossomos foram recortados utilizando o programa Adobe Photoshop
Elements versdo 6.0 (Adobe System) para a montagem dos cariétipos, sendo
classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e
acrocéntricos (a), com base no trabalho de Levan et al. (1964). Por fim, foram
dispostos em ordem decrescente de tamanho para a organizacéao final do cariotipo.
Os cromossomos nhdo foram pareados, uma vez que séo pertencentes de produtos

hibridos, cujos cromossomos provindos de diferentes espécies ndo sdo homoélogos.

+ Métodos para as analises moleculares

Para as analises moleculares, foram utilizados os métodos de extracdo e
purificacdo do DNA total baseados no kit comercial Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega). Em seguida, foram amplificadas e sequenciadas regides
génicas mitocondriais e nucleares de cinco exemplares de cada espécie parental. A
partir do alinhamento das sequéncias pelo programa ClustalWW (Thompson et al.,
1994), encontraram-se alguns sitios polimorficos espécie-especificos para o uso das
técnicas de PCR-RFLP e PCR-Multiplex. A primeira foi baseada em mapas de

restricdo gerados pelo programa NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003), enquanto na
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segunda foram desenhados primers espécies-especificos com auxilio do programa
NetPrimer. De acordo com as espécies e hibridos a serem identificados, foram
utilizados os genes mitocondriais RNA Ribossomal 16S, Citocromo C Oxidase
subunidade | (COI) e Citocromo B (CYTB). Em relacdo ao genoma nuclear, foram
utilizadas as regides dos genes nucleares codificadores da a-tropomiosina (TROP),
Gene Ativador da Recombinacéo 2 (Recombination Activating Gene 2 - RAG2), Fator

de Elongacéao l1-alfa (EF1a), B-globina (GLOB) e RNA Ribossomal 18S.

2.2.7 Extracéo e purificacdo de DNA
Para extracdo de DNA, foi utilizado o protocolo do kit comercial Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega), com algumas modificacdes:
1 retirar um pequeno pedaco de tecido, adicionar nos tubos de microcentrifuga e
colocar na estufa por aproximadamente 10 min;
2 adicionar 300 pl de “Nuclei Lysis Solution” ao tecido;
3 adicionar 2.5 pl de Proteinase K (10 mg/ml);
4 colocar no banho-maria a 60° C por 1 h;
5 retirar do banho-maria e deixar voltar a temperatura ambiente;
6 adicionar 1.5 pl de “RNAse” e colocar no banho-maria a 37° C por 30 min;
7 retirar e deixar voltar a temperatura ambiente;
8 adicionar 200 pl de “Protein Precipitation Solution” e misturar;
9 levar ao gelo por 5 min;
10 centrifugar por 4 min a 13.000 rpm;
11 transferir o sobrenadante para uma segunda série de tubo de microcentrifuga
contendo 600 ul de Isopropanol e misturar por inversao;

12 centrifugar por 4 min a 13.000 rpm e descartar o sobrenadante;
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13 adicionar 600 pl de Etanol 70% e centrifugar por 4 min a 13.000 rpm,;
14 descartar o sobrenadante e deixar secar em temperatura ambiente por 1 h;

15 adicionar 30 pl de “DNA Rehydration Solution” e deixar por 24 h a 4°C.

2.2.8 Amplificacdo dos fragmentos génicos mitocondriais e nucleares

As condi¢cdes da PCR padrdo bem como a relacdo dos conjuntos de primers
utilizados para amplificacdo de fragmentos génicos mitocondriais e nucleares estdo
descritas nas Tabelas 4 e 5. As reacbOes foram realizadas no termociclador
Mastercycler personal (Eppendorf) com um volume final de 25 pl contendo as
seguintes concentragdes: tampé&o da Taq polimerase 1X; MgCl, 1.5 mM; 100 uM de
cada dNTP; 0.1 uM de cada primer universal; 10-50 ng de DNA gendmico e 0.5 U de
Taq polimerase (Invitrogen). Os produtos gerados pela PCR foram aplicados em um

gel de agarose 1,0% para verificar o resultado da amplificacdo por PCR.

Tabela 4 - Condi¢bes da PCR.

Gene Desnaturacao 95° C Ciclos Extensao 72°C

5 min 30x 95°C/30 s, 52°C/45 s, 72°C/20 s 7 min

Mitocondrial  COI 5 min 30x 95°C/30 s, 58°C/45 s, 72°C/30 s 7 min
5 min 30x 95°C/30 s, 60°C/45 s, 72°C/30 s 7 min

5 min 35x 95°C/30 s, 52°C/30 s, 72°C/30 s 7 min

5 min 35x 95°C/30 s, 60°C/30 s, 72°C/10 s 7 min

Nuclear 5 min 35x 95°C/45 s, 58°C/30 s, 72°C/30 s 7 min

5 min 35x 95°C/45 s, 56°C/30 s, 72°C/30 s 7 min

5 min 35x 95°C/30 s, 50°C/30 s, 72°C/10 s 7
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Tabela 5 - Primers universais utilizados para amplificacdo de parte do gene mitocondrial e nuclear.

Primer Sequéncia dos primers Referéncia

16S F 5- ACGCCTGTTTATCAAAAACAT -3

16S R 5- CCGGTCTGAACTCAGATCACGT -3 Kocher et al., 1989

COIF 5'- TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC -3
COIR 5- TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGGAATCA -3’

Ward et al., 2005

CYTB SerraF 5'- GAYATCTCYACAGCCTTCTCCTC -3
CYTB SerraR 5- GCGTAGGCAAATAGGAAGTATC -3’

Presente trabalho

5'- GAGTTGGATCGGGCTCAGGAGCG -3’
5- CGGTCAGCCTCTTCAGCAATGTGCTT -3’

Friesen et al., 1999

RAG2 SerraF 5- AGCTGCGTGCCATCTCATTCT -3’
RAG2 SerraR 5-GTGGCTCTCGAGGTTCCATA-3

Presente trabalho

RAG2 SlluF 5- CCTGAGTGCTACCTTATTCATGGA -3’
RAG2 SIluR 5- CTTGGGAGGAAGAGACCATC -3

Presente trabalho

GLOB IpF 5- CGTTCAGAACAGGTTTTGCT -3’
GLOB IpR 5- TCAGGAACTTCTGCCAAGTC -3’

Presente trabalho

GLOB SiluF 5'- TCAATATGGTTCACTGGACAGA -3’
GLOB SiluR 5'- CCAAGAAGCTGAAAGTAGACAGT -3’

Presente trabalho

EFla F 5- ATTGGAACTGTACCTGTGG -3

Moyer et al., 2004
EFla R 5- CAGCCTTCTGTGCAGACTT -3’

18S NS1 5- GTAGTCATATGCTTGTCTC -3
18S NS8 5- TCCGCAGGTTCACCTACGGA -3

White et al., 1990

18S SiluR 5'- CCATCGAAAAGTTGATAGGG -3’ Presente trabalho

Os primers CYTB SerraF e CYTB SerraR foram desenhados usando como
molde sequéncias da espécie Piaractus brachypomus (GenBank AY791429) e
Colossoma macropomum (GenBank AY791386), enquanto que os primers RAG2
SerraF e RAG2 SerraR foram desenvolvidos com base em uma sequéncia de P.

mesopotamicus (GenBank AY804118). Os primers RAG2 SiluF e RAG2 SiluR foram
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desenhados utilizando como modelo uma sequéncia da espécie Phractocephalus
hemioliopterus (GenBank DQ492364).

Em relacdo aos primers da [-globina, inicialmente foram obtidas sequéncias
para as espécies Pseudoplatystoma corruscans e P. reticulatum com os primers GLOB
IpF e GLOB IpR, desenhados através de uma sequéncia da espécie Ictalurus
punctatus (GenBank AY462104). Entretanto, para um melhor desempenho nas
reacbes PCR-Multiplex e PCR-RFLP, com base nas sequéncias obtidas para as
espécies de Pseudoplatystoma, foram desenhados os primers GLOB SiluF e GLOB
SiluR. Da mesma forma, para o gene RNA Ribossomal 18S, foram inicialmente
sequenciados produtos amplificados das espécies de Pseudoplatystoma pelos primers
18S NS1 e 18S NS8 (White et al., 1990). Em seguida, a partir destas sequéncias foi
desenhado o primer 18S SiluR, para ser utilizado ao invés do primer 18S NS8, com o

intuito de obter melhores resultados nas reacdes de PCR-Multiplex e PCR-RFLP.

2.2.9 Sequenciamento das amostras

Apos a amplificacdo dos fragmentos génicos, os produtos de PCR foram
purificados usando a enzima ExoSap-IT (USB Corporation), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Em seguida, os produtos amplificados e purificados foram
utilizados como moldes para as reaces de sequenciamento com o kit Big Dye™
Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems),
submetido ao programa no manual do kit. Ap6s mais uma etapa de purificacdo com
precipitacdo por acetato de sédio e EDTA, seguida de duas centrifugaces de etanol
95% e 70%, respectivamente, as amostras foram aplicadas no sequenciador
automatico por capilaridade ABI3130 (Perking-Elmer). As sequéncias deste estudo

foram obtidas com uma réplica, sendo consideradas satisfatorias apenas as que
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apresentaram alta qualidade nos picos de eletroferograma. Posteriormente, as
sequéncias seréo depositadas no GenBank do National Center of Biotechnology
Information (NCBI), vinculado ao National Institute of Health (NIH).

A divergéncia genética foi estimada utilizando o software MEGA (modelo
Kimura 2-parametros), versao 4.0 (Tamura et al., 2007), e o numero de sitios

polimorficos foi calculado usando o software DnaSP (Rozas et al., 2003).

2.2.10 Anédlises de PCR-Multiplex

As sequéncias foram alinhadas através do programa ClustalW (Thompson et
al., 1994), e otimizado manualmente no programa BIOEDIT (Hall, 1999), para
verificar pontos de mutacdo em que foram desenhados os primers. Os primers
espécie-especificos foram desenvolvidos de modo que permitissem gerar
fragmentos de diferentes tamanhos e exclusivos para cada espécie parental. As
condicGes ideais dos primers foram seguidas de acordo com modelos tedricos
descritos por Rychlik et al. (1990) e Burpo (2001), e analisados através do programa
NetPrimer, disponivel no site <http://www.premierbiosoft.com/netprimer>.

Os primers espécie-especificos utilizados em PCR-Multiplex estdo descritos
na secao dos Resultados. Ja as condicOes das reacdes foram mantidas de acordo
com a Tabela 3, exceto em algumas situacbes em que foram necessarias
modificagdes na temperatura de anelamento para maior especificidade das reagoes.
Em relacdo as concentragfes dos reagentes, quando necessario, foram alteradas de
acordo com modelos descritos por Henegariu et al. (1997) e Markoulatos et al.

(2002), visto que alguns loci apresentaram dificuldades de amplificacao.
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2.2.11 Anédlises de PCR-RFLP

As regides sequenciadas foram submetidas ao programa NEBcutter V2.0
(Vincze et al., 2003) para gerar mapas de restricdo, tornando possivel encontrar
enzimas especificas capazes de gerar padrdes de clivagem diagndsticos para as
espécies parentais analisadas. Procurou-se utilizar enzimas com corte Unico na
sequéncia, ou seja, foram evitadas as enzimas com mais de um ponto de clivagem,
uma vez que nestes casos os padrbes de bandamentos nao ficaram evidentes em
gel de agarose. Amplificagcbes de PCR foram de acordo com o item 2.2.8. Em
seguida, os produtos génicos amplificados foram submetidas a restricdo enzimética
numa reacédo com volume final de 6 pl contendo as seguintes concentragoes: 3 ul de
produto de PCR; tampéo da enzima 1X e 5 U da enzima de interesse (New England
Biolabs). O produto final foi incubado a temperatura apropriada de cada enzima
durante 1 h.

Os fragmentos de DNA das andlises PCR-Multiplex e PCR-RFLP foram
aplicados em um gel de agarose corado com brometo de etidio (1 ng/ml),
visualizados em luz ultravioleta e capturados pela camera digital OLYMPUS

(CAMEDIA - C-5060 5.1 Megapixel).
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3 RESULTADOS

Os resultados obtidos das analises genéticas encontram-se apresentados na
forma de topicos, referentes a cada grupo de espécies abordado neste estudo.
Dentro de cada topico, os resultados foram estruturados para primeiramente
apresentar os dados de estabelecimento dos marcadores moleculares e, em
seguida, foram demonstradas as analises de identificacdo molecular dos estoques.
Para cada grupo estudado, foram desenvolvidos marcadores com base em genes
mitocondriais e nucleares para a diferenciacdo das espécies, através de duas
metodologias, PCR-RFLP e PCR-Multiplex.

Em relacdo as analises de identificacdo molecular dos estoques, o0s
resultados foram inicialmente obtidos com os marcadores de PCR-Multiplex e, em
seguida, uma amostragem dos individuos foi confirmada pela metodologia de PCR-
RFLP, com algumas excec¢fes que sao discriminadas no momento apropriado.

Tendo em vista que um dos objetivos deste trabalho consistiu no
desenvolvimento e estabelecimento de marcadores moleculares, a estratégia para
obtencdo de genes candidatos como subsidios para as técnicas de PCR-RFLP e
PCR-Multiplex seguiu a seguinte sistematica:

- inicialmente, para todos os grupos as analises procederam-se com a amplificacéo
do gene mitocondrial 16S, contudo, nos estudos preliminares das espécies de
Serrasalmidae foi observado que entre as espécies de Piaractus as sequéncias nao
apresentavam divergéncia genética. Por isso, para as espécies deste grupo 0s
marcadores foram estabelecidos com base nos genes mitocondriais Citocromo

oxidase e Citocromo B.
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- em relacdo aos genes nucleares, iniciaram-se 0s estudos através da amplificacéo
de um fragmento do gene a-tropomiosina, entretanto, este s6 mostrou eficiéncia
para o estabelecimento de marcadores para as espécies de Leporinus. Para as
espécies de Serrasalmidae, o gene a-tropomiosina serviu como fonte para 0s
marcadores de PCR-Multiplex, enquanto que para o método de PCR-RFLP tornou-
se necessario a aquisicdo de um gene nuclear adicional. Na tentativa de estabelecer
0 gene a-tropomiosina para diferenciacdo das espécies de Pimelodidae, os
resultados de amplificagBes preliminares evidenciaram mdltiplas bandas, o que
impossibilitou a analise e demonstrou a necessidade de buscar outros genes
nucleares. Desta maneira, foi utilizado para os grupos de Serrasalmidae e
Pimelodidae o gene RAG2. Adicionalmente, para a diferenciacdo das espécies de
Pseudoplatystoma foram desenvolvidos marcadores de PCR-Multiplex e PCR-RFLP
com base dos genes nucleares codificadores do Fator de Elongacédo 1l-alfa (EF1a),

B-globina (GLOB), e RNA Ribossomal 18S.



Doutorado — Diogo T. Hashimoto

3.1.1 Marcadores moleculares na identificacdo de hibridos entre Leporinus

elongatus e L. macrocephalus

Para as espécies parentais L. elongatus e L. macrocephalus foram
sequenciados os genes mitocondrial 16S e nuclear a-tropomiosina (TROP). Os
resultados obtidos pelo sequenciamento permitiram a andlise de 512 pares de base
(pb) do gene 16S (31 sitios polimérficos) e 282 pb do gene TROP (cinco sitios
polimorficos), que foram associados com uma divergéncia genética de 0.064 e
0.018, respectivamente. Evidenciado por algumas diferencas de composicao
nucleotidica, os resultados demonstraram que estas sequéncias de DNA séo
suficientes para a distingcdo das duas espécies, permitindo tanto as analises de sitios

de restricdo enzimatica quanto o desenho de primers espécie-especificos.

PCR-RFLP

A andlise dos mapas de restricdo possibilitou verificar algumas enzimas para
produzir cortes espécies-especificos e serem utilizadas na diferenciacdo destas
espécies. No entanto, neste estudo utilizou-se a enzima Accl para o0 gene
mitocondrial 16S e a enzima Nsil para o gene nuclear TROP, ambos com digestao
enzimatica apenas nos fragmentos génicos de L. macrocephalus. Os sitios de
clivagem de cada enzima estdo evidenciados nos mapas de restricao (Figuras 9 e

10).
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Figura 9 - Mapas de restricdo do gene mitocondrial 16S da espécie L. macrocephalus (a) e L.

elongatus (b). Em destaque a enzima Accl, com sitio de restricdo apenas em L. macrocephalus.
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Figura 10 - Mapas de restricdo do gene nuclear TROP para a espécie L. macrocephalus (a) e L.

elongatus (b). Em destaque a enzima Nsil, com sitio de restricdo apenas em L. macrocephalus.
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Amplificacbes do gene mitocondrial 16S (primers 16S F e 16S R) e uma
posterior clivagem pela enzima Accl, revelaram nos individuos de L. elongatus o
perfil eletroforético com uma Unica banda de quase 600 pb, pois ndo houve sitio de
clivagem. Ja os exemplares de L. macrocephalus apresentaram duas bandas, de
aproximadamente 400 pb e 200 pb, produtos resultantes da acéo da enzima Accl.
As amostras de “Piaupara” apresentaram o mesmo perfil eletroforético observado no

parental materno L. macrocephalus (Figura 11).
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Figura 11 - Gel de agarose da PCR-RFLP do gene 16S. Leporinus macrocephalus (1-3), “Piaupara”
(4-6) e L. elongatus (7-9). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

Amplificacbes do gene TROP (primers TROP F e TROP R) submetidas a
clivagem pela enzima Nsil, revelaram nos individuos de L. elongatus uma unica
banda de 300 pb, sem cortes. J4 as amostras de L. macrocephalus exibiram duas
bandas, com cerca de 190 pb e 110 pb, resultantes da acdo da enzima Nsil.
Diferentemente, no hibrido observou-se um padrdo de trés bandas diagndsticas,
com aproximadamente 300 pb, 190 pb e 110 pb, sendo dois herdados de L.
macrocephalus e um de L. elongatus, o que possibilitou sua identificacdo pelo

diagnéstico heterozigotico aos parentais (Figura 12).
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Figura 12 - Gel de agarose da PCR-RFLP do gene TROP. Leporinus macrocephalus (1-3),
“Piaupara” (4-6) e L. elongatus (7-9). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

PCR-Multiplex

Para o gene mitocondrial 16S, os primers foram desenhados para cada
espécie, ambos em locais distintos no sentido Forward, com o primer 16S LmF
(especifico para L. macrocephalus) envolvendo uma regido com 7 mutacdes e o
primer 16S LeF (especifico para L. elongatus) englobando 5 mutacfes (Tabela 6).
Estas condicbes se demonstraram restritas para o gene TROP, cujas sequéncias
apresentaram uma menor divergéncia genética. Assim, 0s primers tiveram que ser
desenhados aproveitando-se um mesmo sitio polimoérfico. Em L. elongatus foi
selecionada uma regido no sentido Forward (TROP LeF), enquanto que para L.
macrocephalus escolheu-se uma regidao no sentido Reverse (TROP LmR), ambas
envolvendo apenas duas mutacdes (Tabela 6). Outra condi¢do testada foi utilizando
o primer L. macrocephalus no sentido Forward (TROP LmF) envolvendo somente
uma mutacdo. Em testes preliminares este Ultimo primer demonstrou uma
especificidade menor. Desta forma, preferiu-se utilizar o primer TROP LmR no

presente estudo.
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Tabela 6 - Primers espécie-especificos para amplificagdo dos genes mitocondrial 16S e nuclear TROP.

Primers Sequéncias dos primers

16S LmF 5'- GCTAAAACCCGATCAACGAAA -3
16S LeF 5'- ACAACTTAAGCCAACCGTGTT -3

W@ EE=E 5- GGTGTGTATTGTATAAAGACTTACACC -3
TROP LmR 5'- ACATGACCTGATACGACACATGCA -3’
TROP LmF 5'- TCATAGCATGGAACACGTTGC -3

Andlises de amplificagcbes do DNA mitocondrial 16S em reagdo Multiplex
(primers 16S F, 16S R, 16S LmF e 16S LeF) demonstraram em todos os exemplares
um fragmento controle de aproximadamente 600 pb. Além disso, os individuos de L.
macrocephalus demonstraram um fragmento diagnostico com cerca de 200 pb,
enquanto que os de L. elongatus apresentaram uma banda de 380 pb (Figuras 13 e
14). No entanto, esta diferenca nao foi suficiente para a identificacdo do hibrido, que

demonstrou um perfil eletroforético idéntico ao de L. macrocephalus (Figura 14).

J

Figura 13 - Sitios de reconhecimento e orientacdo dos primers universais e espécie-especificos das
regibes amplificadas do gene mitocondrial 16S.
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Figura 14 - Gel de agarose da PCR-Multiplex do gene mitocondrial 16S. Leporinus macrocephalus
(1-3), “Piaupara” (4-6) e L. elongatus (7-9). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

A reacdo PCR-Multiplex do gene TROP (TROP F, TROP R, TROP LeF e
TROP LmR) exibiu em todas as amostras uma banda controle de aproximadamente
300 pb, além de um fragmento especifico para os individuos de cada espécie, de
cerca de 130 pb para L. macrocephalus e de 220 pb para L. elongatus (Figuras 15 e
16). Ja no hibrido “Piaupara”, observou-se um padrédo heterozigético em relacao aos
parentais, com duas bandas diagnosticas de aproximadamente 130 pb e 220 pb,

cada uma herdada de uma espécie parental (Figura 16).

Figura 15 - Sitios de reconhecimento e orientacdo dos primers universais e espécie-especificos das

regibes amplificadas do gene nuclear TROP.



Doutorado — Diogo T. Hashimoto

300 pb
200 pb

-
-
L
—
—
A
——
L]
—

100 pb

Figura 16- Gel de agarose da PCR-Multiplex do gene nuclear TROP. Leporinus macrocephalus (1-3),
“Piaupara” (4-6) e L. elongatus (7-9). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

3.1.2 Identificacdo molecular dos estoques de Piaugcu (Leporinus

macrocephalus)

Primeiramente, o0 método de identificacdo das amostras foi através de PCR-
Multiplex e, em seguida, uma amostragem destes resultados foi confirmada por
PCR-RFLP (Tabela 7). Para a analise dos exemplares comercializados como
Piaugu, utilizaram-se os genes nuclear TROP e mitocondrial 16S, estabelecidos no
topico 3.1.1. E importante notar que em todas as reacdes realizadas nesta fase de
analise foram utilizadas amostras de DNA das espécies puras parentais, de forma a

servir como controle para a especificidade das reacoes.

Tabela 7 - Propriedade, lotes de peixes e numero de exemplares (n) analisados por cada metodologia.

. | Lotes PCR-

PiropriEEEeis comprados . Multiplex FERREEE
Fisleleliilee A1 L. macrocephalus 30 30 15
Fislleliifere (V) L. macrocephalus 167 167 40
Fiseletiiitizrpa(viels = L. macrocephalus 100 100 30

Piscicultura E (SP) L. macrocephalus 100 100 30
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Nas quatro pisciculturas em que foram comprados exemplares rotulados
como L. macrocephalus (Piaucu), com base nos resultados utilizando o marcador
nuclear por PCR-Multiplex, verificou-se que todas as amostras tinham o padréo
molecular da espécie pura L. macrocephalus, ou seja, apresentaram exclusivamente
a banda diagndstica para esta espécie (130 pb). Assim, nos lotes desta espécie, nao
foram encontradas amostras de produtos hibridos (Figuras 17 e 18). Em seguida, as
informacdes geradas por PCR-RFLP também evidenciaram somente o gendtipo de
L. macrocephalus, pois apresentaram duas bandas diagndsticas, com cerca de 190
pb e 110 pb.

Em relacdo a aplicacdo do marcador mitocondrial, as andalises confirmaram
que estes exemplares pertenciam a linhagem de L. macrocephalus. Através da
PCR-Multiplex, as amostras foram evidenciadas pela presenca da banda especifica
de 200 pb (Figura 18), enquanto que por PCR-RFLP foram evidenciadas por duas

bandas caracteristicas, com aproximadamente 400 pb e 200 pb.

“Piaupara”
“Piapacu”
L. elongatus

L. macrocephalus

Figura 17 — Resultados da identificagdo molecular. Todos os lotes continham somente exemplares de

Leporinus macrocephalus.
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Figura 18 — Géis de agarose dos padrdes de identificacdo molecular dos estoques utilizando o gene
nuclear TROP (géis da esquerda) e mitocondrial 16S (géis da direita) em PCR-Multiplex. (a) e (b) sdo as
amostras compradas como Leporinus macrocephalus da Piscicultura A, (c) e (d) da Piscicultura C, (e) e
(f) da Piscicultura D, (g) e (h) da Piscicultura E. Em todos os géis, as colunas 1-13 correspondem aos
padrdes de identificacdo de L. macrocephalus. Colunas 14 e 15 sdo amostras de DNA das espécies
puras L. macrocephalus e L. elongatus, respectivamente, usadas como controle de amplificacdo; M, 1
Kb Plus DNA Ladder.
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3.2.1 Marcadores moleculares na identificacdo de hibridos entre Colossoma

macropomum, Piaractus mesopotamicus e Piaractus brachypomus

Em relagdo ao genoma mitocondrial, foram sequenciados regides
correspondentes a parte dos genes Citocromo B (CYTB) e Citocromo C oxidase
subunidade | (COI), enquanto que, dos genes nucleares, foram obtidas sequéncias
parciais da a-tropomiosina (TROP) e Gene Ativador da Recombinagdo 2
(Recombination Activating Gene 2 - RAG2). Os resultados demonstraram que estas
sequéncias foram suficientes para a identificacdo molecular das espécies C.
macropomum, P. mesopotamicus e P. brachypomus, com algumas diferencas de
composicado nucleotidica. Apesar de terem sido utilizados apenas os hibridos
“Tambacu”, “Tambatinga” e “Patinga” neste estudo, os marcadores estabelecidos
permitem a identificacdo genética de todos os hibridos resultantes dos cruzamentos
envolvendo as trés espécies.

Os resultados obtidos pelo sequenciamento permitiram a analise de 708 pb
do gene COI (76 sitios polimérficos), 665 pb do gene CYTB (70 sitios polimorficos),
302 pb do gene TROP (8 sitios polimorficos) e de 750 pb do gene RAG2 (21 sitios
polimorficos), que foram associados com uma média de divergéncia genética de
0.079, 0.077, 0.019 e 0.019, respectivamente. A menor divergéncia genética foi
observada entre as espécies P. mesopotamicus e P. brachypomus, com valores de
0.004 (COQl), 0.006 (CYTB), 0.010 (TROP) e 0.003 (RAG2), o que tornou dificil
encontrar enzimas com cortes espécie-especificos e o desenho de primers para
esses fragmentos de DNA. A comparacdo dessas espécies com C. macropomum
indicaram maiores diferencas genéticas, com valores médios de 0.116 (COIl), 0.112

(CYTB), 0.023 (TROP) e 0.027 (RAG2).
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PCR-RFLP

Através dos mapas de restricdo do gene CYTB, foi possivel identificar
algumas enzimas de restricdo com corte Unico e espécie-especificas para a
diferenciacdo das espécies parentais (Figura 19). Para este estudo, como
padronizacdo da metodologia, selecionamos as enzimas Btgl e BsrGl, com digestao
enzimatica nos genes de C. macropomum e P. mesopotamicus, respectivamente.
Em relagcdo ao gene COI, foram encontradas algumas enzimas com padrbes de
clivagem unica e exclusiva no DNA de C. macropomum, mas nenhuma enzima foi
identificada com estas caracteristicas para diferenciacdo das espécies P.
mesopotamicus e P. brachypomus. Assim, o gene COI néo foi utilizado para a
metodologia de PCR-RFLP.

Nos mapas de restricdo do gene nuclear RAG2, foram identificadas algumas
enzimas com clivagem génica capazes de produzir padrdes diagndsticos para a
diferenciacéo das trés espécies (Figura 20). Assim, as enzimas Alel e BsmFI foram
selecionadas para a técnica de PCR-RFLP, com clivagens nos genes de C.
macropomum e P. brachypomus, respectivamente. Para o gene TROP, enzimas
com cortes espécie-especificos para a diferenciacdo das trés espécies nao foram
identificados nos mapas de restricao e, portanto, este gene nao foi selecionado para

aplicacdo do método de PCR-RFLP.
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Figura 19 - Mapas de restricdo do gene mitocondrial CYTB para as espécies Colossoma
macropomum (@), Piaractus mesopotamicus (b), e P. brachypomus (c). Em destaque, as enzimas
Btgl e BsrGl, com sitio de restricdo apenas em C. macropomum e P. mesopotamicus,

respectivamente.
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Figura 20 - Mapas de restricdo do gene nuclear RAG2 para as espécies Colossoma macropomum
(a), Piaractus mesopotamicus (b), e P. brachypomus (c). Em destaque, as enzimas Alel e BsmFl,

com sitio de restricdo apenas em C. macropomum e P. brachypomus, respectivamente.
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A amplificacdo do gene mitocondrial CYTB (primers CYTB SerraF e CYTB
SerraR) e posterior digestdo usando as enzimas Btgl e BsrGl revelou padrées de
eletroforese distintos entre as espécies parentais. A espécie P. brachypomus exibiu
uma Unica banda de 665 pb, porque ndo apresentava sitio de clivagem das enzimas
em sua sequéncia CYTB. Em contraste, P. mesopotamicus apresentou duas bandas
diagnosticas, uma de 513 pb e outra de 152 pb, resultante da acdo de clivagem pela
enzima BsrGl. O padrao de diferenciacdo de C. macropomum foi caracterizada pela
presenca de dois marcadores de diferentes tamanhos, 405 pb e 261 pb, que foram
0s produtos gerados pela digestdo da enzima Btgl. A aplicagdo desta técnica nos
hibridos revelou o mesmo genétipo observado nas espécies maternas, isto é, de P.
mesopotamicus para o hibrido “Patinga” e de C. macropomum para as linhagens

hibridas “Tambacu” e “Tambatinga” (Figura 21).

M 9 10 11 12
]

650 pb [T

500pb M
st

300 pb [T

200 pb —
—

Figura 21 - Gel de agarose da PCR-RFLP do gene mitocondrial CYTB. Piaractus mesopotamicus (1-
2), “Tambacu” (3-4), Colossoma macropomum (5-6), “Tambatinga” (7-8), P. brachypomus (9-10) e
“Patinga” (11-12). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

No que se refere ao gene nuclear RAG2, a amplificacdo deste fragmento

génico (primers RAG2 SerraF e RAG2 SerraR) seguida pela digestdo com as
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enzimas de restricdo Alel e BsmFI demonstrou diferentes genoétipos para a
identificacdo molecular das espécies parentais. Os individuos da espécie P.
mesopotamicus apresentaram um UuUnico alelo de 750 pb, sem cortes. Em
contrapartida, como resultado da clivagem génica pelas enzimas Alel e BsmFl, os
exemplares de P. brachypomus apresentaram duas bandas diagnosticas de 250 pb
e 500 pb, enquanto que as amostras de C. macropomum exibiram fragmentos de
357 pb e 393 pb. Em relacdo as geracdes hibridas, nas amostras de “Tambatinga”
um padréo de quatro marcadores foi observado (250 pb, 357 pb, 393 pb e 500 pb):
dois herdados de P. brachypomus e dois de C. macropomum. O padrédo de
diagnéstico do hibrido “Tambacu” foi marcado pela presenca de trés bandas (357
pb, 393 pb e 750 pb): duas de C. macropomum e uma de P. mesopotamicus. Da
mesma forma, no hibrido “Patinga” trés fragmentos caracteristicos foram observados
(250 pb, 500 pb e 750 pb), mas de tamanhos diferentes em comparacdo com o
hibrido “Tambacu”, pois duas bandas foram herdadas de P. brachypomus e uma de

P. mesopotamicus (Figura 22).
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Figura 22 - Gel de agarose da PCR-RFLP do gene nuclear RAG2. Piaractus mesopotamicus (1-2),
“Tambacu” (3-4), Colossoma macropomum (5-6), “Tambatinga” (7-8), P. brachypomus (9-10) e
“Patinga” (11-12). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.
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PCR-Multiplex

Para o gene mitocondrial COI, primers especificos foram caracterizados para
as espécies em diferentes regides da sequéncia e posicionados no sentido Reverse
da fita de DNA (Tabela 8). O primer COlI CmR foi desenhado numa regido com 4
mutacdes e desenvolvido para o diagnéstico de C. macropomum, enquanto que o
primer COIl PbR envolvia um sitio com 6 mutacdes e caracterizado especificamente
para P. brachypomus. No entanto, com base nas analises da sequéncia do gene
COl de P. mesopotamicus, nao foi possivel desenhar um primer especifico para esta
espécie, uma vez que nenhum sitio polimérfico com nucleotideos diagnosticos foi
encontrado. Portanto, o primer COIl PiaractusR, englobando um local com 4
mutacdes, foi desenvolvido para as espécies de Piaractus no intuito de servir como
controle de reacdo para a espécie P. mesopotamicus.

Da mesma forma, para o gene nuclear TROP foram estabelecidos primers em
diferentes locais e diagnésticos para cada espécie, todos no sentido Reverse
(Tabela 8). O primer TROP CmR foi posicionado em duas mutagfes e especifico
para C. macropomum, TROP PmR diferenciado em apenas uma mutacdo para P.
mesopotamicus e, por fim, TROP PbR englobando 11 mutacdes e caracterizado
para P. brachypomus. Para obtencdo de melhor desempenho e especificidade das
reacoes de PCR-Multiplex, foi desenhado um primer Forward (TROP SerraF) para
ser utilizado juntamente com os primers especificos, ao invés de utilizar o primer
universal TROP F nas reac¢des de Multiplex.

Para os genes mitocondrial CYTB e nuclear RAG2, ndo foram desenvolvidos
primers espécie-especificos, pois os pontos de mutacBes que diferiram entre as
sequéncias das trés espécies nao foram considerados como locais ideais para o

desenho de primers.
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Tabela 8 - Primers espécie-especificos para amplificacdo dos genes mitocondrial COI e nuclear TROP.

Primers Sequéncias dos primers

COICmR 5'- AGCAAGATGGAGTGAGAAAATA -3’
COI PbR 5- CTGTCAGAAGTATAGTAATTCCG -3’
COl PiaractusR 5'- GAAGGAAGGATGGGGGTAGG -3’

TROP CmR 5'- ATACAACAATGCCATCGCT -3

TROP PbR 5- TTGACTTTATGCCACACAAAT -3

TROP PmR 5- CTTCAGCTGGATCTCCTGA -3
TROP SerraF 5-GAGTTGGATCGGGCTCAG-3’

Andlises de amplificacbes do DNA mitocondrial COIl nas reacdes Multiplex
(primers COI F, COI CmR, COI PbR e COI PiaractusR) resultaram em diferentes
perfis de eletroforese entre C. macropomum, P. mesopotamicus e P. brachypomus.
Cada primer sintetizado possibilitou gerar um fragmento de tamanho diferente,
produzindo genotipos diagndsticos para cada espécie (Figuras 23 e 24). Os
individuos de C. macropomum demonstraram especificamente um alelo de
amplificacdo de 435 pb, enquanto as espécies Piaractus apresentaram uma banda
diagnostica de 307 pb, além das amostras de P. brachypomus exibirem um
marcador adicional de 610 pb. Os hibridos apresentaram o mesmo genétipo
observado nas espécies maternas, de modo que este marcador ndo poderia ser
utilizado para deteccdo de hibridos, ou seja, o hibrido “Patinga” apresentou o perfil
de P. mesopotamicus, e os hibridos “Tambacu” e “Tambatinga” tiveram o da espécie

C. macropomum (Figura 24).
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Figura 23 - Sitios de reconhecimento e orientacdo dos primers universais e espécie-especificos das
regibes amplificadas do gene mitocondrial COI.
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Figura 24 - Gel de agarose da PCR-Multiplex do gene mitocondrial COI. Piaractus mesopotamicus
(1-2), “Tambacu” (3-4), Colossoma macropomum (5-6), “Tambatinga” (7-8), P. brachypomus (9-10) e
“Patinga” (11-12). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

As reacdes de PCR-Multiplex do gene nuclear TROP (primers TROP CmR,
TROP PmR, TROP PbR e TROP SerraF) também demonstraram diferentes
genadtipos entre as espécies parentais (Figuras 25 e 26). Os resultados mostraram
um alelo distinto e caracteristico para cada espécie, que era de aproximadamente

172 pb para C. macropomum, 269 pb para P. mesopotamicus e 131 pb para P.
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brachypomus. Nas amostras hibridas, foram observados gendtipos heterozigotos
com duas bandas diagnésticas, cada uma das quais foi herdada de um genoma
parental. Portanto, os marcadores caracteristicos para o hibridos foram de 269 pb e

172 pb para “Tambacu”, 172 pb e 131 pb para “Tambatinga”, e 269 pb e 131 pb para

“Patinga” (Figura 26).

Figura 25 - Sitios de reconhecimento e orientacdo dos primers universais e espécie-especificos das
regi6es amplificadas do gene nuclear TROP.
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Figura 26 - Gel de agarose da PCR-Multiplex do gene nuclear TROP. Piaractus mesopotamicus (1-
2), “Tambacu” (3-4), Colossoma macropomum (5-6), “Tambatinga” (7-8), P. brachypomus (9-10) e
“Patinga” (11-12). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.
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3.2.2. Identificacdo molecular de lotes dos peixes serrasalmideos

Com o intuito de caracterizar os lotes de peixes serrasalmideos, as analises
de identificagdo foram de acordo com a seguinte sistematica: inicialmente todas as
amostras foram analisadas através dos marcadores de PCR-Multiplex e,
posteriormente, uma amostragem destes resultados foi confirmada pela técnica de
PCR-RFLP (Tabela 9). Deste modo, foram utilizados os genes nucleares TROP e
RAG2, e mitocondriais COl e CYTB, estabelecidos no tépico 3.2.1. E importante
ressaltar que em todas as reacdes PCR-Multiplex e PCR-RFLP realizados nesta
fase de andlise foram aplicadas amostras de DNA das espécies puras, de forma a

servir como controle para a especificidade das reagdes.

Tabela 9 - Propriedade, lotes de peixes e nimero de exemplares (n) analisados por cada metodologia.

Propriedade | Lotes comprados n Mtlflgsl-ex PCR-RFLP
“Tambacu” 50 50 15
C. macropomum 36 36 15
Piscicultura B (SP) “Tambacu” 44 44 15
“Patinga” 49 49 15
“Tambacu” 158 158 30
C. macropomum 143 143 30
Piscicultura D (MG) P. mesopotamicus 115 115 30
“Tambacu” 133 133 30
C. macropomum 150 150 30
Piscicultura F (SE) “Tambacu” 150 150 30

“Tambatinga” 150 150 30
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Nas amostras compradas como hibrido “Tambacu” das Pisciculturas A e C,
utilizando o marcador nuclear TROP (PCR-Multiplex), de forma esperada todos os
peixes foram evidenciados por um genotipo heterozigoto (172 pb e 269 pb), sendo
assim, caracterizados como hibridos entre C. macropomum e P. mesopotamicus
(Figura 27). Através do marcador mitocondrial COl (PCR-Multiplex), o padrdo de
eletroforese destes exemplares hibridos foi evidenciado pela banda especifica de C.

macropomum (435 pb), portanto, reconhecidos como “Tambacu” (Figura 27).
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Figura 27 — Padr8es de identificacdo molecular dos estoques de “Tambacu” da Piscicultura A em (a)
e (b), e da Piscicultura C em (c) e (d), utilizando o gene nuclear TROP (géis da esquerda) e
mitocondrial COI (géis da direita) em PCR-Multiplex. Em (a) e (c), colunas 1-12 correspondem ao
padrdo de identificacdo de “Tambacu”. Em (b) e (d), colunas 1-12 mostram o padrdo mitocondrial de
C. macropomum. Colunas 13, 14 e 15 sdo amostras de DNA das espécies puras P. mesopotamicus,
C. macropomum e P. brachypomus, respectivamente, usadas como controle de amplificacdo; M, 1 Kb
Plus DNA Ladder.

Em relacdo aos peixes da Piscicultura D, nas amostras dos estoques de C.
macropomum, P. mesopotamicus e “Tambacu” foram encontrados 0s mesmos
resultados de identificacdo molecular. Através do gene nuclear TROP (PCR-

Multiplex), foi observado um gendtipo composto por duas bandas diagnosticas (172
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pb e 269 pb), cuja identificacdo € de hibridos entre C. macropomum e P.
mesopotamicus (Figura 28). Com o marcador mitocondrial COl (PCR-Multiplex),
todos os exemplares apresentaram o genétipo de C. macropomum (435 pb), o que
demonstrou que eram hibridos “Tambacu” (Figura 28). Desta forma, os estoques de
C. macropomum e P. mesopotamicus foram comercializados de forma inadequada,

ou seja, foram rotuladas como espécies puras, mas na verdade eram constituidas

apenas por exemplares hibridos.
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Figura 28 — Padrbes de identificacdo molecular dos estoques da Piscicultura D utilizando o gene
nuclear TROP (géis da esquerda) e mitocondrial COI (géis da direita) em PCR-Multiplex. (a) e (b) sédo
as amostras compradas como Colossoma macropomum, (c) e (d) de Piaractus mesopotamicus, (e) e
(f) de “Tambacu”. Em (a), (c) e (e), colunas 1-12 correspondem ao padrdo de identificagcdo de
“Tambacu”. Em (b), colunas 1-12 mostram o padrdo mitocondrial de C. macropomum. Colunas 13, 14
e 15 sao amostras de DNA das espécies puras P. mesopotamicus, C. macropomum e P.

brachypomus, respectivamente, usadas como controle de amplificacdo; M, 1 Kb Plus DNA Ladder.
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Similarmente aos dados encontrados para os lotes da Piscicultura D, os
juvenis de peixes dos estoques de C. macropomum, “Tambacu” e “Tambatinga” da
Piscicultura F revelaram os mesmos padrdes de identificagdo molecular, ou seja,
através do marcador nuclear todas as amostras foram identificadas como sendo de
hibridos entre C. macropomum e P. mesopotamicus e, por meio do marcador
mitocondrial, foi verificado que estes correspondiam a linhagem de “Tambacu”
(Figura 29). Consequentemente, os peixes dos lotes de C. macropomum e

“Tambatinga” foram vendidos como exemplares hibridos de “Tambacu”.
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Figura 29 — Padrdes de identificacdo molecular dos estoques da Piscicultura F utilizando o gene
nuclear TROP (géis da esquerda) e mitocondrial COI (géis da direita) em PCR-Multiplex. (a) e (b) sdo
as amostras compradas como Colossoma macropomum, (c) e (d) de “Tambacu”, (e) e (f) de
“Tambatinga”. Em (a), (c) e (e), colunas 1-12 correspondem ao padrdo de identificacdo de
“Tambacu”. Em (b), colunas 1-12 mostram o padrdo mitocondrial de C. macropomum. Colunas 13, 14
e 15 sao amostras de DNA das espécies puras P. mesopotamicus, C. macropomum e P.

brachypomus, respectivamente, usadas como controle de amplificacdo; M, 1 Kb Plus DNA Ladder.
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Em relacdo as amostras da Piscicultura B, foi evidenciada uma grande
heterogeneidade de produtos, que estavam misturados nos lotes. Nas amostras
rotuladas como Tambaqui (C. macropomum), com base do marcador nuclear TROP
(PCR-Multiplex), 33 exemplares foram diagnosticados como C. macropomum (172
pb); no entanto, trés amostras foram identificadas como hibridos entre C.
macropomum e P. mesopotamicus (172 pb e 269 pb) (Figura 30), o que demonstrou
que estes foram comercializados erroneamente neste estoque. Com o0 marcador
mitocondrial COI, os resultados mostraram que em todas as amostras, incluindo os
exemplares diagnosticados como hibridos entre C. macropomum e P.
mesopotamicus, 0 padrao de identificacéo foi de C. macropomum (435 pb), o que
indicou que os produtos hibridos correspondiam a geracao “Tambacu” (Figura 30).
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Figura 30 - Padr6es de identificacdo molecular do estoque de Colossoma macropomum da
Piscicultura B. (a) e (b) séo resultados correspondentes ao método PCR-Multiplex dos genes nuclear
TROP e mitocondrial COI, respectivamente. Em (@), as colunas 1, 3-9, 11 e 12 correspondem aos
padrdes de identificacdo de C. macropomum, enquanto que 2 el0 sdo de hibridos “Tambacu”. Em
(b), colunas 1-12 mostram o padrdo de C. macropomum. Colunas 13, 14 e 15 sdo amostras de DNA
das espécies puras Piaractus mesopotamicus, C. macropomum e P. brachypomus, respectivamente,

usadas como controle de amplificacdo; M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

JA no estoque vendido como hibridos “Tambacu” da Piscicultura B, as
analises do marcador nuclear TROP detectaram uma mistura de dois diferentes

produtos sendo comercializados no mesmo lote: 34 juvenis foram caracterizados
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como hibridos entre C. macropomum e P. mesopotamicus (172 pb e 269 pb); e 10
exemplares foram diagnosticados como hibridos entre C. macropomum e P.
brachypomus (172 pb e 131 pb) (Figura 31). Estes ultimos individuos ndo eram
esperados na andlise e, desta forma, foram comercializados misturados neste lote.
Usando o marcador mitocondrial COIl, os dados revelaram que em todas as
unidades foram identificadas apenas o alelo de 435 pb, especifico da espécie C.
macropomum, indicando que esses produtos correspondiam aos hibridos “Tambacu”

e “Tambatinga”, respectivamente.
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Figura 31 - Padrdes de identificacdo molecular do estoque de “Tambacu” da Piscicultura B. (a) e (b)
séo resultados correspondentes ao método PCR-Multiplex dos genes nuclear TROP e mitocondrial
COl, respectivamente. Em (a), as colunas 1-4, 7, 9-11 correspondem aos padrdes de identifica¢édo de
“Tambacu”, enquanto que 5, 6, 8 e 12 séo de hibridos “Tambatinga”. Em (b), colunas 1-12 mostram o
padrdo de C. macropomum. Colunas 13, 14 e 15 sao amostras de DNA das espécies puras P.
mesopotamicus, C. macropomum e P. brachypomus, respectivamente, usadas como controle de

amplificacédo; M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

Finalmente, nas amostras comercializadas como “Patinga” da Piscicultura B,
as analises do gene nuclear indicaram uma grande variedade de produtos: 11
individuos de C. macropomum, oito exemplares de P. mesopotamicus, oito amostras
de P. brachypomus, uma amostra hibrida entre C. macropomum e P. brachypomus,
e 21 individuos hibridos entre P. mesopotamicus e P. brachypomus (Figura 32).
Através do marcador mitocondrial COI, os hibridos entre C. macropomum e P.

brachypomus revelaram o genétipo de C. macropomum, correspondendo ao hibrido
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“Tambatinga”. Para os hibridos entre P. mesopotamicus e P. brachypomus, o
gendtipo COI foi de P. mesopotamicus e, consequentemente, os hibridos foram

identificados como “Patinga” (Figura 32).
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Figura 32 - Padrdes de identificacdo molecular do estoque de “Patinga” da Piscicultura B. (a) e (b)
séo resultados de PCR-Multiplex dos genes nuclear TROP e mitocondrial COl, respectivamente. Em
(a), colunas 1, 5 e 10 revelando o padrdo de P. mesopotamicus; 2, 4 e 7 de C. macropomum; 9 de P.
brachypomus; 3, 6, 8 e 12 de “Patinga”; 11 de “Tambatinga”. Em (b), colunas 2, 4, 7 e 11 mostram o
padrdo de C. macropomum; 1, 3, 5, 6, 8, 10 e 12 de P. mesopotamicus; 9 de P. brachypomus.
Colunas 13, 14 e 15 sdo amostras de DNA das espécies puras P. mesopotamicus, C. macropomum e

P. brachypomus, respectivamente, usadas como controle de amplificacdo; M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

Apos as andlises de PCR-Multiplex, os mesmos resultados foram obtidos
através da aplicacdo do método de PCR-RFLP utilizando os genes nuclear RAG2 e
mitocondrial CYTB. Na maioria dos lotes comprados de diferentes pisciculturas, foi
confirmada a ocorréncia somente de individuos hibridos “Tambacu”, mesmo em
estoques comercializados como espécies puras ou rotulados como outra linhagem
hibrida (Figura 33). Em especial, uma grande mistura de distintas linhagens,
incluindo combinagdes entre espécies puras e linhagens hibridas, foi observada nos
lotes da Piscicultura B, que esté especificado na Figura 34. E importante notar que a
aplicacédo de dois diferentes loci nucleares e mitocondriais reforga a confiabilidade

das analises.
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Figura 33 - Resultados da identificagdo molecular dos lotes das Pisciculturas A, C, D e F. Em todos os
estoques destas Pisciculturas foi detectada somente a presenca de individuos da linhagem hibrida

“Tambacu”.

Figura 34 - Resultados da identificagdo molecular. (a), (b) e (c) s&o os lotes de Colossoma
macropomum, “Tambacu” e “Patinga”, respectivamente, da Piscicultura B. Em todos os lotes desta

Piscicultura ocorreu uma grande mistura de linhagens, especialmente de hibridos.
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3.2.3 Identificacdo de hibridos pds-F1 em lotes de peixes serrasalmideos

No estoque de “Patinga” da Piscicultura A, com os resultados das analises de
identificacdo molecular, considera-se que os juvenis deste lote provavelmente sejam
linhagens pos-F1, resultante do retrocruzamento de uma fémea hibrida de “Patinga”
com um macho da espécie pura C. macropomum, uma vez que 0s marcadores
nucleares (TROP e RAG2) e mitocondriais (COI e CYTB) evidenciaram genaétipos
atipicos e de diferentes composi¢cdes no mesmo lote (Figura 35 e Tabela 10):

- Genotipo A: padrédo de hibridos entre C. macropomum e P. mesopotamicus para
ambos os marcadores nucleares (TROP e RAG?2), e gendtipo de P. mesopotamicus
para 0os genes mitocondriais;

- Genoétipo B: gendtipo de hibridos entre C. macropomum e P. brachypomus para
ambos os marcadores nucleares (TROP e RAG2) e, interessantemente, genoétipo de
P. mesopotamicus com a aplicacdo dos marcadores mitocondriais. Este genotipo
pode ocorrer através do retrocruzamento de uma fémea de “Patinga” (fémea de P.
mesopotamicus x macho de P. brachypomus) com macho de C. macropomum,;

- Genotipo C: padrdes distintos entre os marcadores nucleares, ou seja, de hibridos
entre C. macropomum e P. mesopotamicus para o gene TROP, e de hibridos entre
C. macropomum e P. brachypomus para o gene RAG2; e gendétipo de P.
mesopotamicus para 0s genes mitocondriais. Estes resultados sdo comuns de
cruzamentos envolvendo um hibrido, neste caso a “Patinga”, pois a prole pode
herdar tanto o DNA de uma espécie (P. mesopotamicus) quanto o DNA da outra
espécie (P. brachypomus).

- Genotipo D: diferentes padrbes entre os marcadores nucleares e com uma
composicao inversa ao genotipo C, ou seja, de hibridos entre C. macropomum e P.

brachypomus para o gene TROP, e de hibridos entre C. macropomum e P.
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mesopotamicus para o gene RAG2; e gendtipo de P. mesopotamicus para 0s genes
mitocondriais. Da mesma forma que o gendtipo C, os resultados séo tipicos de
cruzamentos envolvendo um hibrido.

- Gendtipo E: um gendétipo atipico com padrdo de trés bandas do gene TROP,
revelando fragmentos génicos herdados das trés espécies. Ja para o gene RAG2,
um padrao de hibridos entre C. macropomum e P. mesopotamicus; e genotipo de P.
mesopotamicus para 0s genes mitocondriais. Tal situacdo € inusitada e pode ser

entendida com os resultados citogenéticos demonstrados posteriormente.
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Figura 35 — Padrdes de identificagdo molecular do estoque de “Patinga” da Piscicultura A. (a) e (b)
séo geéis dos genes nuclear TROP e RAG2, respectivamente. (c) e (d) sdo referentes as andlises dos
genes mitocondriais COl e CYTB, respectivamente. Colunas 4, 11 e 12 correspondem ao padrao de
identificacdo do gendtipo A; 5 do gendtipo B; 3, 6 e 7 do gendtipo C; 1, 2, 9 e 10 do gendtipo D; 8 do
gendtipo E. Colunas 13, 14 e 15 sdo amostras de DNA das espécies puras P. mesopotamicus, C.
macropomum e P. brachypomus, respectivamente, usadas como controle de amplificacdo; M, 1 Kb
Plus DNA Ladder.

De acordo com as leis mendelianas, com excecdo do genoétipo E, caso o

cruzamento seja de um hibrido com uma espécie pura, a probabilidade esperada de
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ocorréncia de cada gendétipo € de 25% (Figura 36). Nos resultados observados, oito
exemplares foram do gendtipo A (25%), nove do gendtipo B (28.125%), seis do
gendtipo C (18.75%) e nove do gendtipo D (28.125%). Nao ha diferenca significativa
entre os resultados observados e esperados (3°, p > 0.05), o que torna viavel a

hipotese de um retrocruzamento entre hibrido “Patinga” com C. macropomum.

Figura 36 — Representagdo esquematica dos loci génicos TROP e RAG2 em um cruzamento entre
“Patinga” e Colossoma macropomum, e a probabilidade esperada de ocorréncia dos gendétipos A, B,
C e D. A sigla Pm significa Piaractus mesopotamicus, Pb corresponde a P. brachypomus e Cm
equivale a C. macropomum.
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Tabela 10 — Relagdo dos individuos analisados do lote de “Patinga” da Piscicultura A e os respectivos
genotipos de identificagdo molecular com 0os marcadores nucleares e mitocondriais. A sigla Pm significa
Piaractus mesopotamicus, Pb corresponde a P. brachypomus e Cm equivale a C. macropomum.
Marcador nuclear

PCR-Multiplex TROP PCR-RFLP RAG2 Gendtipo
Pm Cm Pb Pm Cm Pb Pm Cm Pb

- Marcador mitocondrial
Identificacdo

x - X X X X B
x - x X | x x D
[ on x x A
x X X X X C
x X x | x X D
x X X X X C
R < x x c
x - x X | x x D
o e L x x .
x - X X X X B
x X X X X A
x X X X X C
B - . x x ox 0
x - X x| x X D
x X X X X A
x - X x| x X D
x X x X | x X E
x - x x| x x D
x X X X X A
x X X X X A
x - X X X X B
x X x | x X D
x - x  x X X B
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B < x ox x .
x - X X X X B
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x X X X X C
BCE - x x c
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Através dos estudos de caracterizacdo cariotipica, observou-se que as
metafases dos exemplares deste estoque apresentaram um numero cromossdémico
dipldide de 54 cromossomos, com morfologias dos tipos meta e submetacéntricos.

Adicionalmente, os resultados citogenéticos demonstraram a ocorréncia de um
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individuo hibrido com cariétipo de 3n=81 cromossomos, 0 que indicou ser um
polipldide com trés conjuntos cromossdmicos (Figura 37).

Tal exemplar, identificado citogeneticamente como hibrido triploide,
corresponde ao Unico individuo do gendtipo E, que revelou os fragmentos do gene
TROP herdados de ambas as espécies P. mesopotamicus, P. brachypomus e C.
macropomum. Este fato pode ser explicado devido a ocorréncia de dois fenbmenos:
durante a gametogénese na fémea da “Patinga”, um evento de crossing-over
envolvendo regides do gene TROP, entre os cromossomos de P. mesopotamicus e
P. brachypomus presentes na “Patinga”; em seguida, pelo fenbmeno de retencéo do
segundo corpusculo polar no évulo, que determina a triploidia e mantém as duas
cromatides, cada uma contendo o gene de uma das espécies, do cromossomo que
sofreu crossing-over. Em relacdo ao genoétipo do gene RAG2, provavelmente nao
ocorreu 0 evento de crossing-over envolvendo regides deste gene e, por isso, foi
herdado somente o segmento génico de uma das espécies, no caso de P.
mesopotamicus.

Por meio da aplicacdo da técnica de hibridagdo fluorescente in situ, a
localizac&o de clusters do DNA ribossomal (DNAr) 5S no genoma dos exemplares
deste lote foi observada na regido pericentromérica de quatro cromossomos, que
aparentemente ndo sdo homologos, sendo que em dois cromossomos as marcagoes
estavam localizadas no braco longo (sinais mais evidentes), enquanto que nos
outros dois os clusters de 5S foram evidenciados no brago curto (marcagdes fracas).
J4 no exemplar identificado previamente como tripldide, foram observados seis
marcacfes de DNAr 5S, sendo trés cromossomos com sinais na regido
pericentromérica do braco longo (sinais mais evidentes) e trés localizados no braco

curto (marcac0es fracas), ratificando a poliploidia (Figura 37).
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Figura 37 — Acima, metafases de individuos do estoque de “Patinga” da Piscicultura A, que através
de FISH, estdo evidenciando os clusters de DNAr 5S nos cromossomos; setas preenchidas indicam
sinais DNAr 5S no braco longo e setas sem preenchimento no braco curto dos cromossomos. Abaixo,
0s respectivos caridtipos (DAPI invertido) das metéafases, com destaque para barras verdes
evidenciando os cromossomos portadores de DNAr 5S e a respectiva localizacao (brago longo ou
curto). (a) é referente a um exemplar do genétipo A da identificacdo molecular, (b) do gendtipo B e (c)

do gendtipo E.
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Apesar da constatacdo de que ndo sdo cromossomos homologos, revelado
por diferencas de tamanho e/ou morfologia, ndo foi possivel distinguir qual
cromossomo portador de DNAr 5S é proveniente de cada espécie parental, uma vez
que os niveis de condensacdo podem interferir na classificagdo do tamanho dos
cromossomos. Entretanto, é nitida a presenca de varias combinacfes destes
cromossomos nos individuos analisados, sendo mais uma evidéncia de que estes
exemplares foram resultantes de linhagens pés-F1, a partir de um retrocruzamento
da “Patinga” com a espécie C. macropomum. As hibridacdes foram realizadas com
intuito de englobar todos os gendtipos mostrados acima pela identificagdo molecular,
no entanto, ndo foi possivel correlacionar os diferentes cromossomos portando
cluster de 5S com os padrées dos marcadores génicos TROP e RAG2.

Em consideracdo ao lote de “Patinga” da Piscicultura E, os resultados da
identificacdo molecular também revelaram a ocorréncia de hibridos de linhagens
pos-F1, evidenciado por diferentes genoétipos que corroboram esta hipotese. O
retrocruzamento que resultou em produtos hibridos pos-F1 provavelmente envolveu
uma fémea hibrida de “Patinga” com um macho da espécie pura P. brachypomus,
gue podem ser diagnosticados através dos marcadores nucleares (TROP e RAG2) e
mitocondriais (COIl e CYTB) devido aos seguintes genadtipos (Figura 38 e Tabela 11):
- Genotipo F: padrao de hibridos entre P. mesopotamicus e P. brachypomus para
ambos os marcadores nucleares (TROP e RAG2), e genotipo de P. mesopotamicus
para os genes mitocondriais;

- Genotipo G: gendtipo da espécie pura P. brachypomus para ambos os genes
nucleares (TROP e RAG2), e genétipo de P. mesopotamicus para 0S genes
mitocondriais, fato que sé pode ocorrer cruzando uma fémea de “Patinga” (fémea de

P. mesopotamicus x macho de P. brachypomus) com macho de P. brachypomus;
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- Gendtipo H: padrdes distintos entre os marcadores nucleares, ou seja, de hibridos
entre P. mesopotamicus e P. brachypomus para o gene TROP, e da espécie pura P.
brachypomus para o gene RAG2; e gendtipo de P. mesopotamicus para 0s genes
mitocondriais. Estes resultados sdo comuns em cruzamentos com um hibrido, neste
caso a “Patinga”, pois podem herdar tanto o DNA de uma espécie (por exemplo, P.
mesopotamicus) quanto da outra espécie (por exemplo, P. brachypomus);

- Genotipo I: diferentes padrdes entre os marcadores nucleares e com uma
composicao inversa ao genétipo H, ou seja, de espécie pura P. brachypomus para o
gene TROP, e de hibridos entre P. mesopotamicus e P. brachypomus para o gene
RAG2; e gendtipo de P. mesopotamicus para os genes mitocondriais. Da mesma

forma que o gendtipo H, estes resultados séo tipicos de linhagens pés-F1.
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Figura 38 — Padrdes de identificacdo molecular do estoque de “Patinga” da Piscicultura E. (a) e (b)
séo resultados dos genes nucleares TROP e RAG2, respectivamente. (c) e (d) sdo referentes as
andlises dos genes mitocondriais COl e CYTB, respectivamente. Colunas 1, 3, 7 e 9 correspondem
ao padrédo de identificacdo do gendtipo F; 2 e 5 do gendtipo G; 6, 10 e 12 do gendtipo H; 4, 8 e 11 do
genotipo I. Colunas 13, 14 e 15 sdo amostras de DNA das espécies puras P. mesopotamicus, C.
macropomum e P. brachypomus, respectivamente, usadas como controle de amplificagéo; M, 1 Kb
Plus DNA Ladder.
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Da mesma que no lote de “Patinga” da Piscicultura A, conforme as leis
mendelianas, caso o cruzamento seja de um hibrido com uma espécie pura, a
probabilidade esperada de ocorréncia de cada um dos gendtipos é de 25%, como
demonstrado na Figura 39. Nos resultados observados deste lote, dez individuos
foram do gendétipo F (22.72%), 11 do gendtipo G (25%), 11 do gendtipo H (25%) e
12 do gendtipo | (27.28%). Nao ha diferenca significativa entre os resultados
observados e esperados (y°, p > 0.05), o que permite aceitar a hipétese de um

cruzamento entre hibrido “Patinga” com a espécie P. brachypomus.

Figura 39 — Representagdo esquematica dos loci génicos TROP e RAG2 em um cruzamento entre
“Patinga” e Piaractus brachypomus, e a probabilidade esperada de ocorréncia dos genétipos F, G, H

e |. A sigla Pm significa Piaractus mesopotamicus e Pb corresponde a P. brachypomus.
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Tabela 11 — Relacéo dos individuos analisados do lote de “Patinga” da Piscicultura E e os respectivos
genotipos de identificagdo molecular com os marcadores nucleares e mitocondriais. A sigla Pm significa
Piaractus mesopotamicus, Pb corresponde a P. brachypomus e Cm equivale a C. macropomum.
Marcador nuclear

PCR-Multiplex TROP PCR-RFLP RAG2 Genotipo
Pm Cm Pb Pm Cm Pb Pm Cm Pb

- Marcador mitocondrial
Identificagdo

E151
E152
E153
E154
E155
E156
E157
E158
E159
E160
E161
E162
E163
E164
E165
E166
E167
E168
E169
E170
E171
E172
E173
E174
E175
E176
E177
E178
E179
E180
E181
E182
E183
E184
E185
E186
E187
E188
E189
E190
E191
E192
E193
E194
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3.3.1 Marcadores moleculares na identificacdo de hibridos entre

Pseudoplatystoma corruscans e P. reticulatum

Para as espécies parentais Pseudoplatystoma corruscans e
Pseudoplatystoma reticulatum foram sequenciados 0os genes mitocondrial 16S e
nuclear RAG2 (Recombination Activating Gene 2). Os resultados obtidos pelo
sequenciamento permitiram a analise de 612 pb do gene 16S (5 sitios polimérficos)
e 521 pb do gene RAG2 (3 sitios polimorficos), com uma de divergéncia genética de
0.008 e 0.006, respectivamente. Estas sequéncias apresentaram uma divergéncia
genética suficiente para a distincdo das duas espécies, possibilitando a analise dos

mapas de restricdo e posicionamento de primers espécie-especificos.

PCR-RFLP

Os mapas de restricdo gerados para as sequéncias dos genes 16S e RAG2
possibilitaram identificar algumas enzimas com clivagem de corte Unico e espécies-
especificas para serem utilizadas na diferenciacdo destas espécies. Foram
selecionadas as enzimas Smll, com clivagem exclusiva no fragmento génico
mitocondrial 16S de P. reticulatum, e Sau96l, com sitio de restricdo no gene nuclear
RAG2 apenas da espécie P. corruscans, como mostrados nos mapas de restricao

das Figuras 40 e 41.
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Figura 40 - Mapas de restricdo do gene mitocondrial 16S da espécie Pseudoplatystoma corruscans

(a) e P. reticulatum (b). Em destaque a enzima Smll, com sitio de restricdo apenas em P. reticulatum.

Figura 41 - Mapas de restricdo do gene nuclear RAG2 da espécie Pseudoplatystoma corruscans (a)

e P. reticulatum (b). Em destaque a enzima Sau96l, com sitio de restricdo apenas em P. corruscans.
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A amplificacdo do gene mitocondrial 16S (primers 16S F e 16S R) e posterior
digestdo pela enzima Smll revelou diferengas entre os padrdes eletroforéticos das
linhagens parentais. As amostras de P. corruscans mantiveram um unico alelo de
amplificacdo de 612 pb. J4 os exemplares de P. reticulatum apresentaram dois
marcadores, com cerca de 285 pb e 327 pb, resultantes da restricdo enziméatica. As
amostras do hibrido “Pintachara” revelaram o mesmo perfil de eletroforese
observado no parental materno P. corruscans, enquanto o hibrido “Cachapinta”

mostrou o mesmo padrao do parental materno P. reticulatum (Figura 42).
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Figura 42 - Gel de agarose da PCR-RFLP do gene 16S. Pseudoplatystoma corruscans (1-2),
“Pintachara” (3-4), “Cachapinta” (5-6) e P. reticulatum (7-8). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

A amplificagdo do gene nuclear RAG2 (primers RAG2 SiluF e RAG2 SiluR)
submetida a clivagem pela enzima Sau96l mostrou que as amostras de P.
corruscans apresentaram duas bandas, com aproximadamente 242 pb e 279 pb,
resultantes da acdo enzimatica. Ja os individuos de P. reticulatum mantiveram seu
perfil de eletroforese contendo uma Unica banda de 521 pb, sem cortes. Nos
hibridos observaram-se trés bandas (242 pb, 279 pb e 521 pb), sendo duas

herdadas do genoma de P. corruscans e uma de P. reticulatum (Figura 43).
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Figura 43 - Gel de agarose da PCR-RFLP do gene RAG2. Pseudoplatystoma corruscans (1-2),
“Pintachara” (3-4), “Cachapinta” (5-6) e P. reticulatum (7-8). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

PCR-Multiplex

Para as sequéncias do gene mitocondrial 16S, foram desenhados primers em
sentidos opostos, cada um envolvendo uma mutagéo, sendo o primer 16S PcF
(Foward) especifico para P. corruscans e 16S PrR (Reverse) especifico para P.
reticulatum (Tabela 12). Em relagdo ao gene nuclear RAG2, cada um dos primers
também foram posicionados em uma mutacao, porém em locais distintos no sentido
Reverse, sendo o primer RAG2 PcR (especifico para P. corruscans) e RAG2 PrR

(especifico para P. reticulatum) (Tabela 12).

Tabela 12 - Primers espécie-especificos para amplificacdo dos genes mitocondrial 16S e nuclear RAG2.

Primers Sequéncias dos primers

16S PcF 5- TGACCATAAAGATCCGGCTAT -3
16S PrR 5- TCTTGGTTTTGGGGTTGTTA -3

plaeiZlesil 5- AACTCCAGGTCAATGAGATAAATG -3
saeiZizdl 5- GACAGTCCACCATGCAGTTCCAGG -3
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Assim, os resultados das reacbes Multiplex do gene 16S (16S F, 16S R, 16S
PcF e 16S PrR) demonstraram distintos genotipos entre as espécies parentais.
Todas as amostras tiveram uma banda de 612 pb, como controle da reacéo.
Adicionalmente, os individuos de P. corruscans mostraram um marcador com 197
pb, enquanto que os exemplares de P. reticulatum apresentaram um alelo de 388 pb
(Figuras 44 e 45). Nas amostras do hibrido “Pintachara” foram reveladas o mesmo
padrdo do parental materno P. corruscans, enquanto o hibrido “Cachapinta”

apresentou os mesmos marcadores do parental materno P. reticulatum (Figura 45).

Figura 44 - Sitios de reconhecimento e orientacdo dos primers universais e espécie-especificos das

regides amplificadas do gene mitocondrial 16S.
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Figura 45 - Gel de agarose da PCR-Multiplex do gene 16S. Pseudoplatystoma corruscans (1-2),
“Pintachara” (3-4), “Cachapinta” (5-6) e P. reticulatum (7-8). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.
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Amplificacdbes do DNA nuclear RAG2 em reacdo Multiplex (RAG2 SiluF,
RAG2 SiluR, RAG2 PcR e RAG2 PrR) demonstraram um fragmento de 521 pb,
como controle da reacdo. Além disso, os individuos de P. corruscans apresentaram
um fragmento de 308 pb, enquanto que os de P. reticulatum tiveram uma banda de
277 pb (Figuras 46 e 47). JA nas amostras das linhagens hibridas “Pintachara” e
“Cachapinta”, observaram-se um padrdo heterozigético em relacdo aos parentais,

com uma banda herdada de cada espécie parental (Figura 47).

Figura 46 - Sitios de reconhecimento e orientacdo dos primers universais e espécie-especificos das

regidoes amplificadas do gene nuclear RAG2.
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Figura 47 - Gel de agarose da PCR-Multiplex do gene RAG2. Pseudoplatystoma corruscans (1-2),
“Pintachara” (3-4), “Cachapinta” (5-6) e P. reticulatum (7-8). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.



Doutorado — Diogo T. Hashimoto

3.3.2 Marcadores moleculares na identificacdo de hibridos pés-F1 entre

Pseudoplatystoma corruscans e P. reticulatum

Tendo em vista a grande problemética envolvendo retrocruzamentos de
hibridos entre Pseudoplatystoma corruscans e P. reticulatum, e como a aplicacéo de
apenas um marcador nuclear ndo € suficiente para identificar linhagens pés-F1, as
informacdes deste topico foram organizadas para acrescentar novos marcadores
nucleares na diferenciacdo destas espécies. Deste modo, foram obtidas sequéncias
dos genes nucleares codificadores do Fator de Elongacéo 1-alfa (EF1la), B-globina
(GLOB) e RNA Ribossomal 18S. Os resultados obtidos pelo sequenciamento
possibilitaram a analise de 569 pb do gene GLOB (8 sitios polimérficos), 743 pb do
gene EFla (4 sitios polimérficos) e 350 pb do gene 18S (2 sitios polimorficos), com

uma divergéncia genética de 0.014, 0.005 e 0.006, respectivamente.

PCR-RFLP

As informacdes geradas pelos mapas de restricdo possibilitaram localizar
varias enzimas com cortes espécie-especificos. Em relacdo ao gene da (-globina,
como padronizacdo da metodologia, foi utilizada a enzima HpyAV, com digestédo
enzimatica somente no segmento génico da espécie P. corruscans (Figura 48). Para
uma clivagem enzimatica espécie-especifica do gene EFla, foi aplicada a enzima
Bpml, que apresenta apenas um sitio de clivagem no gene de P. corruscans e dois
pontos de digestdo no fragmento génico da espécie P. reticulatum (Figura 49).
Finalmente, para a diferenciacdo destas espécies através do gene 18S, foi
selecionada a enzima Smal, cujo sitio de restricdo € restrito para o gene da espécie

P. corruscans (Figura 50).
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Figura 48 - Mapas de restricdo do gene nuclear GLOB da espécie Pseudoplatystoma corruscans (a)

e P. reticulatum (b). Em destaque a enzima HpyAV, com sitio de restricdo apenas em P. corruscans.
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Figura 49 - Mapas de restricdo do gene nuclear EFla da espécie Pseudoplatystoma corruscans (a) e
P. reticulatum (b). Em destaque a enzima Bpml, com um sitio de restricdo em P. corruscans e dois

cortes em P. reticulatum
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Figura 50 - Mapas de restricdo do gene nuclear 18S da espécie Pseudoplatystoma corruscans (a) e

P. reticulatum (b). Em destaque a enzima Smal, com sitio de restricAo apenas em P. corruscans.

A amplificacédo do gene nuclear B-globina (primers GLOB SiluF e GLOB SiluR)
e posterior andlise de RFLP com a enzima HpyAV revelou duas bandas para as
amostras de P. corruscans, com aproximadamente 186 pb e 381 pb, que foram
resultantes da digestao enzimatica. Ja os exemplares de P. reticulatum mantiveram
o tamanho de fragmento inalterado, contendo uma Unica banda de 569 pb, pois ndo
apresentavam sitio de clivagem da enzima HpyAV. Nos individuos das linhagens
hibridas “Pintachara” e “Cachapinta” observaram-se trés bandas, de 186 pb, 381 pb
e 569 pb, sendo duas herdadas do genoma da espécie parental P. corruscans e

uma de P. reticulatum (Figura 51).
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Figura 51 - Gel de agarose da PCR-RFLP do gene GLOB. Pseudoplatystoma corruscans (1-3),
“Pintachara” (4-6), “Cachapinta” (7-9) e P. reticulatum (10-12). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

A amplificacdo do gene nuclear EFla (primers EFla F e EFla R) seguida
pela restricdo com a enzima Bpml exibiu duas bandas para os exemplares de P.
corruscans, com cerca de 240 pb e 560 pb, devido a presenca de apenas um sitio
de clivagem neste fragmento génico. Por outro lado, como os individuos de P.
reticulatum revelaram dois pontos de restricdo, o perfil de eletroforese foi
evidenciado pela presenca de trés bandas, com aproximadamente 240 pb, 270 pb e
290 pb. Consequentemente, nos exemplares hibridos de “Pintachara” e “Cachapinta”

observaram-se quatro marcadores (240 pb, 270 pb, 290 pb e 560 pb) (Figura 52).
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Figura 52 - Gel de agarose da PCR-RFLP do gene EFla. Pseudoplatystoma corruscans (1-3),
“Pintachara” (4-6), “Cachapinta” (7-9) e P. reticulatum (10-12). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.
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A andlise de PCR-RFLP do gene nuclear 18S revelou para os individuos da
espécie P. corruscans um perfil de duas bandas, de aproximadamente 163 pb e 187
pb, resultantes da restricAo enzimatica. As amostras de P. reticulatum
permaneceram com uma unica banda de amplificacdo de 350 pb, pois ndo exibiram
sitio de clivagem da enzima. Ja os individuos hibridos “Pintachara” e “Cachapinta”
demonstraram trés bandas, de 163 pb, 187 pb e 350 pb, sendo duas herdadas do

genoma da espécie parental P. corruscans e uma de P. reticulatum (Figura 53).
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Figura 53 - Gel de agarose da PCR-RFLP do gene 18S. Pseudoplatystoma corruscans (1-3),
“Pintachara” (4-6), “Cachapinta” (7-9) e P. reticulatum (10-12). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

PCR-Multiplex

Para o gene nuclear GLOB, os primers para cada espécie parental foram
desenhados em sentidos opostos da sequéncia, sendo o primer GLOB PcR
posicionado em duas mutacdes e especifico para P. corruscans, e o primer GLOB
PrF desenvolvido com base em trés mutacdes e caracteristico para P. reticulatum
(Figura 13). Para o gene nuclear EFla, os primers foram desenhados em regides
distintas no sentido Reverse, cada um envolvendo uma mutag¢do, sendo o primer

EFla PcR exclusivo para P. corruscans, e o primer EFla PrR especifico para P.
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reticulatum (Tabela 13). Para o gene nuclear 18S néo foram desenvolvidos primers
espécie-especificos, pois além de revelarem uma baixa divergéncia genética e com
apenas dois sitios polimorficos, os pontos de mutacdes que diferiram entre as
sequéncias das duas espécies ndo foram considerados como regides ideais para o

posicionamento de primers.

Tabela 13 - Primers espécie-especificos para amplificacéo de parte dos genes nucleares GLOB e EFla.

Primers Sequéncias dos primers

GLOB PcR 5- CAGCCACCTTGGGGTTTCCT -3
clhelz Zis T 5'- GGTACGTCTAATCTCAGTAATTGAAA -3

EFla PcR 5’- CAACAATGGCAGCATCTCCT -3
EFla PrR 5'- ATAAAGGACAAGGACAAGATCG -3

Andlises de amplificacbes do DNA nuclear B-globina em reacdo Multiplex
(GLOB SiluF, GLOB SiluR, GLOB PcR e GLOB PrF) demonstraram em todas as
amostras uma banda controle da reacdo de 569 pb. Especificamente, as amostras
de P. corruscans demonstraram um alelo diagnostico de 304 pb, enquanto que de P.
reticulatum exibiram uma banda de 137 pb (Figuras 54 e 55). Em relacdo aos
genotipos dos hibridos “Pintachara” e “Cachapinta”, observou-se um padrao de
heterozigoto em relacdo aos parentais, com uma banda de 304 pb herdada da

espécie P. corruscans e a outra de 137 pb proveniente de P. reticulatum (Figura 55).
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Figura 54 - Sitios de reconhecimento e orientacdo dos primers universais e espécie-especificos das

regides amplificadas do gene nuclear GLOB.
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Figura 55 - Gel de agarose da PCR-Multiplex do gene GLOB. Pseudoplatystoma corruscans (1-3),
“Pintachara” (4-6), “Cachapinta” (7-9) e P. reticulatum (10-12). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

Os resultados da reacao Multiplex do gene EFla (EFla F, EFla R, EFla PcR
e EFla PrR) evidenciaram em todos os exemplares um fragmento de amplificacao
com aproximadamente 800 pb, como controle da reacdo. Adicionalmente, o0s
individuos de P. corruscans mostraram um fragmento com cerca de 520 pb,
enquanto que as amostras de P. reticulatum revelaram um marcador de

aproximadamente 630 pb (Figuras 56 e 57). Em relacédo aos hibridos “Pintachara” e



Doutorado — Diogo T. Hashimoto

“Cachapinta”, observou-se a presenca de dois marcadores diagnésticos, cada um

herdado de uma espécie parental (Figura 57).

Figura 56 - Sitios de reconhecimento e orientacdo dos primers universais e espécie-especificos das
regides amplificadas do gene nuclear EF1la.
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Figura 57 - Gel de agarose da PCR-Multiplex do gene EFla. Pseudoplatystoma corruscans (1-3),
“Pintachara” (4-6), “Cachapinta” (7-9) e P. reticulatum (10-12). M, 1 Kb Plus DNA Ladder.
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3.3.3 Identificacdo molecular de Ilotes de Pintado (Pseudoplatystoma

corruscans)

Inicialmente, a identificacdo das amostras de Pintado (Pseudoplatystoma
corruscans) provenientes dos lotes das Pisciculturas A, C e H foi realizada por
analises de PCR-Multiplex, utilizando-se os genes nucleares RAG2, GLOB, EFla e
mitocondrial 16S. Posteriormente, como confirmac¢do destes resultados, em uma
amostragem destes lotes procedeu-se o método de PCR-RFLP com os mesmos
genes, somado ao gene nuclear 18S, estabelecidos no tépico 3.3.2 (Tabela 14). E
importante observar que em todas as reacdes Multiplex e PCR-RFLP realizados
nesta fase de analise foram utilizadas amostras de DNA das espécies puras

parentais, de forma a servir como controle para a especificidade das reacdes.

Tabela 14 - Propriedade, lotes de peixes e nUmero de exemplares (n) analisados por cada metodologia.

Lotes PCR-Multiplex
comprados (16S, RAG2, GLOB, EFla)

PCR-RFLP
(16S, RAG2, GLOB, EFla, 18S)

Piscicultura A (SP) P. corruscans 20 20 10

Propriedade

Piscicultura C (MS) P. corruscans 50 50 20

Piscicultura H (SP) P. corruscans 20 20 10

Nas trés pisciculturas em que foram comprados exemplares de estoques
rotulados como Pintado, através da identificacdo molecular foram observados os
mesmos resultados para todos 0s genes analisados. Através dos genes nucleares,
verificou-se que em todos os lotes havia somente a presenca de individuos hibridos

entre P. reticulatum e P. corruscans.
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Com a aplicacéo do gene RAG2 (PCR-Multiplex), os exemplares analisados
demonstraram um padrédo de heterozigoto em relacdo aos parentais, evidenciado
por duas bandas diagndsticas, de 308 pb e 277 pb, herdadas de P. reticulatum e P.
corruscans, respectivamente (Figura 58). Pelo marcador GLOB (PCR-Multiplex), o
padrdo de heterozigoto evidenciado nas amostras consistia dos fragmentos de 304
pb, herdada de P. corruscans, e 137 pb, proveniente de P. reticulatum (Figura 58).
Da mesma forma, os resultados da amplificacdo do gene EFla revelaram a
presenca das bandas diagnosticas de ambas as espécies parentais, ou seja, de 520
pb da espécie P. corruscans e de 630 pb procedente de P. reticulatum.

Por fim, pela andlise do gene 18S (PCR-RFLP), todas as amostras também
apresentaram um padrao heterozigoto de trés marcadores, de 163 pb, 187 pb e 350
pb, sendo duas herdadas de P. corruscans e uma de P. reticulatum (Figura 58). A
aplicacdo do método de PCR-RFLP com os genes RAG2, GLOB e EFla confirmou
0s mesmos resultados apresentados pela técnica de PCR-Multiplex, corroborando a
deteccdo da comercializacdo de hibridos F1 entre P. reticulatum e P. corruscans nos
lotes de Pintado (Figura 59).

Em relacédo a utilizacdo do marcador mitocondrial 16S, as amostras destes
hibridos foram identificadas como pertencendo a linhagem hibrida “Cachapinta”, ou
seja, com o padréo de identificacdo da espécie materna P. reticulatum. Assim, por
PCR-Multiplex as amostras foram evidenciadas pela presenca da banda de 388 pb
(Figura 58), enquanto que por PCR-RFLP foram reveladas duas bandas

caracteristicas, de 285 pb e 327 pb.
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Figura 58 — PadrBes de identificacdo molecular dos estoques Pintado da Piscicultura A em (a) e (b),
Piscicultura C em (c) e (d), e Piscicultura H em (e) e (f). Géis da esquerda: marcadores nucleares
RAG2 (PCR-Multiplex) em (a), GLOB (PCR-Multiplex) em (c), e 18S (PCR-RFLP) em (e). Géis da
direita: marcador mitocondrial 16S em PCR-Multiplex. Em (@), (c) e (e), colunas 1-13 correspondem
ao padrao de identificacdo de hibrido. Em (b), (d) e (f), colunas 1-13 mostram o padrao mitocondrial
de P. reticulatum. Colunas 14 e 15 sdo amostras das espécies puras P. corruscans e P. reticulatum,

respectivamente, usadas como controle de amplificacdo; M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

“Cachapinta”

“Pintachara”

P. reticulatum

P. corruscans

Figura 59 — Resultados da identificacdo molecular. Todos os lotes continham somente exemplares de

“Cachapinta”.
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3.3.4 Identificacédo molecular de um plantel de matrizes de Pintado e Cachara

Com o intuito de prestar um servigco de aconselhamento genético, os métodos
de identificacdo molecular estabelecidos neste estudo foram aplicados no plantel de
16 matrizes de uma grande piscicultura do Estado de Sao Paulo. Desta forma, os
resultados obtidos podem ser utilizados na orientagcdo de quais 0s cruzamentos que
o piscicultor deve proceder, evitando prejuizos em seu empreendimento. Segundo a
classificagao do piscicultor, as amostras foram identificadas morfologicamente como
Cachara (P. reticulatum), Pintado (P. corruscans) e hibrido, que seriam linhagens
provenientes de cruzamentos entre estas duas espécies. Assim, apos a identificacédo
molecular, foi possivel constatar se o0 piscicultor realmente estava realizando
cruzamentos inadequados, ou seja, cruzando hibridos com espécies puras.

Com o proposito de analisar a integridade genética de seus peixes, a
identificacdo das amostras foi realizada por analises de PCR-Multiplex, utilizando-se
0s genes nucleares RAG2, GLOB, EFla e mitocondrial 16S. Posteriormente, como
confirmacédo destes resultados, seguiu-se a técnica de PCR-RFLP com os mesmos
genes, somado ao gene nuclear 18S, estabelecidos no topico 3.3.2.

A aplicacdo dos marcadores genéticos revelou a ocorréncia de diferentes
gendtipos em um mesmo individuo, o que nitidamente caracteriza a presencga de
linhagens pos-F1 (Tabela 15). Nove exemplares tiveram estas caracteristicas, que
em alguns marcadores apresentaram genaétipo de hibrido, enquanto em outros foram
caracterizados pelo genotipo da espécie pura P. corruscans (Tabela 15 e Figura 60).
Assim, como nenhum marcador indicou o genétipo puro de P. reticulatum nesses
individuos po6s-F1, ha grande evidéncia que estas linhagens pés-F1 foram realizadas

a partir de retrocruzamentos de hibridos com a espécie pura P. corruscans.
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Além da constatacdo de linhagens poés-F1, foram identificados quatro
exemplares hibridos F1, uma vez que em todos os marcadores nucleares (RAG2,
GLOB, EFla e 18S) foram obtidos padrbes de eletroforese com genotipos
heterozigotos. De acordo com as leis mendelianas e com a utilizacdo de quatro
marcadores nucleares, as possibilidades destes individuos serem considerados de
linhagens pés-F1, oriundos de retrocruzamentos entre F1 x P (linhagens puras) ou
intercruzamentos F1 x F1, sdo baixas, com probabilidade de 6,25%. Desta maneira,
provavelmente estes individuos sejam de linhagens F1, que através do marcador
mitocondrial 16S, duas amostras foram caracterizadas como “Cachapinta”, por
apresentar DNA mitocondrial de P. reticulatum, e duas matrizes como “Pintachara”,
pois tiveram genotipo mitocondrial de P. corruscans (Tabela 15 e Figura 60).

Por fim, apenas trés se mostraram puras, ou seja, revelaram padrao
molecular especifico de apenas uma espécie em todos os marcadores nucleares e
mitocondrial. Assim, foram identificadas duas matrizes puras de P. reticulatum e um
exemplar de P. corruscans (Tabela 15 e Figura 60). Similarmente a identificacdo das
linhagens hibridas F1, conforme as leis mendelianas e com o emprego de quatro loci
nucleares, as chances destes individuos serem considerados linhagens poés-F1,
provenientes de retrocruzamentos entre F1 x P (linhagens puras) ou
intercruzamentos F1 x F1, sdo baixas, com probabilidades de 6,25% e 0,78%,
respectivamente. Por isso, considera-se que provavelmente sejam amostras de

espécies puras.
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Tabela 15 — Relacao dos individuos analisados do plantel de matrizes e os respectivos genotipos de
identificacdo molecular, com os marcadores mitocondrial e nuclear. A sigla Pr significa
Pseudoplatystoma reticulatum e Pc corresponde a Pseudoplatystoma corruscans.

Fenétipo 16S

TAG Piscicultor Pr Pc Pr Pc Pr

Pc Linhagem

Pintado x x x x x x P6s-F1
Pintado X X X X X X P6s-F1
Pintado x x x x x x P6s-F1
Pintado x x x x x x P6s-F1
Pintado - x x x x x x x | “Pintachara”
Pintado - x x x x x | P.corruscans
Cachara x - x x x x - | P. reticulatum
Pintado x x x x x x P6s-F1
Hibrido x - x x x x x x x | “Cachapinta”
Hibrido - x x x x x x x x | “Pintachara”
Hibrido x - x x x x x P6s-F1
Cachara x x x x P. reticulatum
Hibrido - x x x x - x P6s-F1
Hibrido - x x x x x x - x P6s-F1
Hibrido X - X X X X X X Pés-F1
Hibrido X - X X X X X X X x | “Cachapinta”
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Figura 60 — Padrbes de identificacdo molecular das 16 matrizes analisadas do plantel. Géis dos
marcadores de PCR-Multiplex 16S (a), RAG2 (b), EFla (c), GLOB (d), e 18S (PCR-RFLP) (e).
Coluna (1) corresponde ao individuo com TAG 207671, (2) 189414, (3) 209759, (4) 228322, (5)
220165, (6) 242188, (7) 212966, (8) 203582, (9) 207521, (10) 194799, (11) 200159, (12) 198501, (13)
210218, (14) 189199, (15) 240850, e (16) 201222. Colunas 17 e 18 sdo amostras das espécies puras
P. corruscans e P. reticulatum, respectivamente, usadas como controle de amplificacdo; M, 1 Kb Plus

DNA Ladder.
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3.4.1 Marcadores moleculares na identificacdo de hibridos entre

Pseudoplatystoma corruscans, Leiarius marmoratus e P. reticulatum

No intuito de identificar os hibridos interespecificos resultantes entre os
cruzamentos de Pseudoplatystoma corruscans X Leiarius marmoratus e
Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus, os resultados deste estudo
foram planejados de forma a utilizar os marcadores moleculares ja obtidos na
diferenciagdo entre P. corruscans e P. reticulatum, descritos no topico 3.3.1,
adicionando novos marcadores para a distingdo da espécie L. marmoratus. Desta
forma, foram sequenciados o gene mitocondrial 16S e nuclear RAG2 (Recombination
Activating Gene 2) da espécie L. marmoratus. Os resultados permitiram a analise de
612 pb do gene 16S (11 sitios polimérficos) e de 521 pb do gene RAG2 (13 sitios
polimérficos). A comparacao das espécies de Pseudoplatystoma com L. marmoratus

indicou os valores médios de divergéncia genética de 0.014 (16S) e 0.022 (RAG2).

PCR-RFLP

Os resultados obtidos pelos mapas de restricdo evidenciaram algumas
enzimas com cortes espécies-especificos. Para clivagem do gene mitocondrial 16S,
foram utilizados as enzimas Smll e Nlalll, com sitios de clivagem nas espécies P.
reticulatum e L. marmoratus (Figura 61), respectivamente. Em relacdo ao gene
nuclear RAG2, além da enzima Sau96l, com corte exclusivo em P. corruscans,
utilizou-se a enzima Bsll para clivagem especifica da sequéncia de L. marmoratus

(Figura 62).
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Figura 61 - Mapas de restricdo do gene mitocondrial 16S para a espécie Pseudoplatystoma
corruscans (a), P. reticulatum (b), e Leiarius marmoratus (c). Em destaque, as enzimas Smll e Nlalll,

com sitio de restricdo apenas em P. reticulatum e L. marmoratus, respectivamente.
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Figura 62 - Mapas de restricdo do gene nuclear RAG2 para a espécie Pseudoplatystoma corruscans
(a), P. reticulatum (b), e Leiarius marmoratus (c). Em destaque, as enzimas Sau96l e Bsll, com sitio

de restricdo apenas em P. corruscans e L. marmoratus, respectivamente.

Analises das amplificacbes do gene mitocondrial 16S (primers 16S F e 16S
R), submetidas a clivagem pelas enzimas Nlalll e Smll, demonstraram nas amostras
de P. corruscans um perfil eletroforético contendo uma unica banda de 612 pb, pois
nao apresentaram sitio de clivagem. Devido a acdo enzimatica, os exemplares de L.
marmoratus revelaram dois alelos diagnésticos, de aproximadamente 193 pb e 419

pb, enquanto os individuos de P. reticulatum também mostraram duas bandas,
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porém com 285 pb e 327 pb. Nas amostras de “Pintadia” observou-se o mesmo
perfil de eletroforese do parental materno P. corruscans, enquanto que o hibrido
“Cachandia” mostrou os mesmos marcadores do parental materno P. reticulatum

(Figura 63).

650 pb

400 pb

200 pb

Figura 63 - Gel de agarose da PCR-RFLP do gene 16S. Pseudoplatystoma corruscans (1-2),
“Pintadia” (3-4), Leiarius marmoratus (5-6), “Cachandia” (7-8) e P. reticulatum (9-10). M, 1 Kb Plus
DNA Ladder.

Digestdo enzimatica (Sau96l e Bsll) dos produtos amplificados do gene nuclear
RAG2 (primers RAG2 SiluF e RAG2 SiluR) demonstrou na amostragem de P.
corruscans um perfil de duas bandas, de 242 pb e 279 pb, enquanto que nos
exemplares de L. marmoratus a presenca de dois marcadores, de 155 pb e 366 pb, em
consequéncia da clivagem génica. Ja as amostras de P. reticulatum mostraram apenas
uma banda, de 521 pb, sem cortes. Em relacdo as linhagens hibridas, nos individuos
de “Pintadia” foi observado um padréo de quatro bandas, 155 pb, 242 pb, 279 pb e 366
pb. Similarmente, as amostras do hibrido “Cachandid” apresentaram trés tamanhos de

fragmentos, 155 pb, 366 pb e 521 pb (Figura 64).
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Figura 64 - Gel de agarose da PCR-RFLP do gene RAG2. Pseudoplatystoma corruscans (1-2),
“Pintadia” (3-4), Leiarius marmoratus (5-6), “Cachandid” (7-8) e P. reticulatum (9-10). M, 1 Kb Plus
DNA Ladder.

PCR-Multiplex

Para o gene mitocondrial 16S, além dos primers 16S PcF (especifico para P.
corruscans) e 16S PrR (exclusivo de P. reticulatum), foi estabelecido o primer 16S
LemR (especifico para L. marmoratus), numa diferente regido do sentido Reverse e
envolvendo duas mutacdes (Tabela 16). Em relacdo ao gene nuclear RAG2,
adicionalmente aos primers RAG2 PcR (P. corruscans) e RAG2 PrR (P. reticulatum),
foi desenvolvido o primer RAG2 LemR, no sentido Reverse e posicionado em quatro

mutacdes, para amplificar um fragmento especifico para L. marmoratus (Tabela 16).

Tabela 16 - Primers espécie-especificos para amplificacdo dos genes mitocondrial 16S e nuclear RAG2.

Primers Sequéncias dos primers

16S PcF 5- TGACCATAAAGATCCGGCTAT -3
16S PrR 5- TCTTGGTTTTGGGGTTGTTA -3’
(G Bzl 5'- GGTTGCTATTTAGTTTGACTTAGTTC -3

RAG2 PcR 5'- AACTCCAGGTCAATGAGATAAATG -3’
gl Zize s 5- GACAGTCCACCATGCAGTTCCAGG -3
RAG2 LemR 5- CTAAGGGTGTGACCATACCGA -3’
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Analises de amplificagbes do DNA mitocondrial 16S em reagdo Multiplex
(primers 16S F, 16S R, 16S PcF, 16S PrR e 16S LemF) demonstraram em todas as
amostras uma banda de 612 pb, como controle da reacdo; além de uma banda
especifica para os individuos de cada espécie, de 197 pb para P. corruscans, de 388
pb para P. reticulatum e de 307 pb para L. marmoratus (Figuras 65 e 66). Ja& nas
amostras de “Pintadia” observou-se o mesmo perfil do parental materno P.

corruscans, enquanto “Cachandid” mostrou o0 mesmo genétipo de P. reticulatum.

/

Figura 65 - Sitios de reconhecimento e orientacdo dos primers universais e espécie-especificos das

regibes amplificadas do gene mitocondrial 16S.
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Figura 66 - Gel de agarose da PCR-Multiplex do gene 16S. Pseudoplatystoma corruscans (1-2),
“Pintadia” (3-4), Leiarius marmoratus (5-6), “Cachandia” (7-8) e P. reticulatum (9-10). M, 1 Kb Plus
DNA Ladder.
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Os resultados da PCR-Multiplex do gene nuclear RAG2 (primers RAG2 SiluF,
RAG2 SiluR, RAG2 PcR, RAG2 PrR e RAG2 LemR) evidenciaram em todas as
amostras um fragmento controle de 521 pb. Além disso, os exemplares de P.
corruscans revelaram uma banda de 308 pb, enquanto os individuos de P.
reticulatum um fragmento de 277 pb e de L. marmoratus uma banda de 170 pb
(Figuras 67 e 68). Nos hibridos observou-se um padrdo de heterozigoto, de 308 pb e

170 pb para “Pintadia”, e 277 pb e 170 pb para “Cachandia”.

|

/

Figura 67 - Sitios de reconhecimento e orientacdo dos primers universais e espécie-especificos das

regibes amplificadas do gene nuclear RAG2.
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Figura 68 - Gel de agarose da PCR-Multiplex do gene RAG2. Pseudoplatystoma corruscans (1-2),
“Pintadid” (3-4), Leiarius marmoratus (5-6), “Cachandid” (7-8) e P. reticulatum (9-10). M, 1 Kb Plus
DNA Ladder.
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3.4.2 Identificagcdo molecular de lotes de “Cachandi&”

Inicialmente, com o intuito de caracterizacdo dos estoques de “Cachandid”
das Pisciculturas F e G, todas as amostras foram identificadas com os métodos de
PCR-Multiplex e PCR-RFLP do gene nuclear RAG2 e mitocondrial 16S,
estabelecidos no tépico 3.4.1. Porém, uma vez que se obtiveram resultados nao
esperados nos exemplares da Piscicultura F, foram empregados os marcadores
nucleares GLOB, EFla e 18S, na tentativa de verificar se foram usadas linhagens
hibridas entre P. corruscans e P. reticulatum nos cruzamentos resultantes destes
peixes. Para estes genes, ndo ha marcadores de PCR-Multiplex ou PCR-RFLP
estabelecidos para a identificacdo de L. marmoratus, sendo que o principal intuito foi
de verificar se apresentava DNA de P. reticulatum ou P. corruscans. Em todas as
reacoes Multiplex e PCR-RFLP realizados nesta fase de analise foram utilizadas
amostras de DNA das espécies puras parentais, como controle para a especificidade
das reacoes.

Nas amostras vendidas comercialmente como hibrido “Cachandia” da
Piscicultura G, utilizando o marcador nuclear RAG2 (PCR-Multiplex), de forma
esperada todos os peixes apresentaram perfil de eletroforese evidenciado por um
genotipo heterozigoto, com dois alelos de amplificacdo (170 pb e 277 pb), sendo
assim, caracterizados como hibridos entre P. reticulatum e L. marmoratus (Figura
69). Através do marcador mitocondrial 16S (PCR-Multiplex), o padrdao de
eletroforese destes individuos teve um marcador de 388 pb, especifico de P.
reticulatum (Figura 69) e, portanto, reconhecidos como hibridos “Cachandia”. A

utilizacdo do método de PCR-RFLP confirmou os mesmos resultados.
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Figura 69 — Padrbes de identificacdo molecular do estoque de “Cachandid” da Piscicultura G. (a) e
(b) séo resultados de PCR-Multiplex dos genes nuclear RAG2 e mitocondrial 16S, respectivamente.
Em (@), colunas 1-12 correspondem ao padrdo de identificacdo de “Cachandia”. Em (b), colunas 1-12
mostram o padrdo mitocondrial de Pseudoplatystoma reticulatum. Colunas 13, 14 e 15 sao amostras
de DNA das espécies puras P. corruscans, Leiarius marmoratus e P. reticulatum, respectivamente,

usadas como controle de amplificacéo; M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

Em relacdo aos juvenis de “Cachandid” da Piscicultura F, utilizando o
marcador nuclear RAG2 (PCR-Multiplex), foram observados dois padrdoes de
eletroforese (Figura 70): 20 exemplares foram evidenciados com um diagndstico de
genotipo heterozigoto, com dois alelos de amplificacdo (170 pb e 277 pb),
caracterizados para linhagens hibridas entre P. reticulatum e L. marmoratus; no
entanto, 21 individuos também revelaram um padrao de heterozigoto, porém com 0s
fragmentos especificos de 170 pb e 308 pb, que sdo caracterizados para hibridos
entre P. corruscans e L. marmoratus. Em relagdo a analise do genoma mitocondrial,
todas as amostras mostraram o fragmento génico caracteristico da espécie P.
reticulatum, mesmo nas linhagens hibridas entre P. corruscans e L. marmoratus, 0
gue tornou duvidoso sobre o verdadeiro cruzamento que originou estas amostras
(Figura 70). A aplicacdo destes genes pela técnica de PCR-RFLP confirmou os
mesmos resultados.

Assim, os dados permitiram levantar a hipotese destes juvenis serem
resultantes de um retrocruzamento da linhagem hibrida “Cachapinta” (fémea de P.

reticulatum e macho de P. corruscans) com a espécie pura L. marmoratus. Para
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testar esta hipotese, aplicamos outros marcadores nucleares no sentido de verificar

se estas amostras herdaram DNA da espécie P. corruscans ou de P. reticulatum.

1 23 45 67 8 9 10 11 12 13 W 15 M b

8 0 10 11 12 13 14 15 &

650 pb

400 pb

P L Ee F

Figura 70 — Padrdes de identificacdo do estoque de “Cachandid” da Piscicultura F. (a) e (b) sao
resultados de PCR-Multiplex dos genes nuclear RAG2 e mitocondrial 16S, respectivamente. Em (a),
colunas 1, 3-5, 11 e 12 correspondem ao padrao de identificacdo de “Cachandid”; 2 e 6-10 padréo de
“Pintadia”. Em (b), colunas 1-12 mostram o padrao mitocondrial de Pseudoplatystoma reticulatum.
Colunas 13, 14 e 15 sdo amostras de DNA das espécies puras P. corruscans, Leiarius marmoratus e

P. reticulatum, respectivamente, usadas como controle da reacéo; M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

A aplicacado de marcadores genéticos adicionais (GLOB, EFla e 18S) revelou
a ocorréncia de diferentes gendétipos em um mesmo individuo, ou seja, em alguns
marcadores uma mesma amostra apresentava o fragmento especifico de P.
reticulatum, enquanto que por outros marcadores demonstrava o DNA de P.
corruscans, o que claramente caracterizou a ocorréncia de linhagens pés-F1 (Tabela
17). Assim, ha grande evidéncia de que estas linhagens pos-F1 foram realizadas a
partir de um retrocruzamento da espécie pura L. marmoratus com a linhagem hibrida
“Cachapinta” (P. reticulatum x P. corruscans), pois os individuos deste cruzamento
exibiram tanto o DNA de P. reticulatum quanto o DNA de P. corruscans, e sempre

com o DNA mitocondrial proveniente de P. reticulatum.
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Tabela 17 — Relacéo dos individuos de “Cachandia” da Piscicultura F e os respectivos genotipos de

identificac@o molecular. P. reticulatum (Pr), P. corruscans (Pc) e L. marmoratus (Lm).

16S RAG2 GLOB EFla 18S
ldentificacdo Pr Lm Pc Pr Lm Pc Pr Pc Pr Pc Pr Pc
X X X X | X X
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3.4.3 Marcadores moleculares na identificacdo de hibridos entre
Pseudoplatystoma corruscans, Phractocephalus hemioliopterus e P.

reticulatum

Tendo em vista o objetivo de caracterizar os hibridos entre os cruzamentos de
Pseudoplatystoma corruscans X Phractocephalus hemioliopterus e
Pseudoplatystoma reticulatum x Phractocephalus hemioliopterus, e uma vez que ja
foram estabelecidos os marcadores para as espécies de Pseudoplatystoma, de
acordo com os dados do tépico 3.2.1, os resultados deste estudo foram planejados
para acrescentar novos marcadores na diferenciacdo de P. hemioliopterus. Portanto,
foram obtidos as sequéncias dos genes mitocondrial 16S e nuclear RAG2
(Recombination Activating Gene 2) da espécie P. hemioliopterus. Os resultados
possibilitaram a analise de 612 pb do gene 16S (24 sitios polimérficos) e de 521 pb
do gene RAG2 (16 sitios polimérficos). A comparacdo das espécies de
Pseudoplatystoma com P. hemioliopterus mostrou os valores médios de 0.036 (16S)

e 0.028 (RAG2).

PCR-RFLP

As informacdes dos mapas de restricdo demonstraram a presenca de
algumas enzimas para diferenciacdo de P. hemioliopterus. Para a identificacao
através do gene mitocondrial 16S foram utilizados as enzimas Smll e NlalV, com
pontos de clivagem em P. reticulatum e P. hemioliopterus (Figura 71),
respectivamente. Em relacdo ao gene nuclear RAG2, além da enzima Sau96l, com
corte na sequéncia de P. corruscans, aplicou-se a enzima Bfal, cuja digestao

enzimatica é especifica do fragmento génico de P. hemioliopterus (Figura 72).
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Figura 71 - Mapas de restricdo do gene mitocondrial 16S da espécie Pseudoplatystoma corruscans
(a), P. reticulatum (b) e Phractocephalus hemioliopterus (c). Em destaque as enzima Smll e NlalV,

com sitio de restricdo em P. reticulatum e Phractocephalus hemioliopterus, respectivamente.
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Figura 72 - Mapas de restricdo do gene nuclear RAG2 da espécie Pseudoplatystoma corruscans (a),
P. reticulatum (b) e Phractocephalus hemioliopterus (c). Em destaque as enzima Sau96l e Bfal, com

sitio de restricdo em P. corruscans e Phractocephalus hemioliopterus, respectivamente.

Amplificagdes do gene mitocondrial 16S (primers 16S F e 16S R) submetidas
a digestéo pelas enzimas Smll e NlalV revelaram para as amostras de P. reticulatum
o perfil de eletroforese contendo uma Unica banda de 612 pb, pois ndo revelaram
sitio de clivagem das enzimas. Diferentemente, os individuos de P. corruscans foram

diagnosticados pela presenca de duas bandas, de 285 pb e 327 pb, enquanto os
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exemplares de P. hemioliopterus exibiram dois marcadores diagnosticos, de 245 pb
e 367 pb, produtos gerados pela acdo das enzimas. O mesmo gendtipo mitocondrial
de P. reticulatum foi observado nas amostras de “Cachapira”’, enquanto que de P.

corruscans foi observado para “Pintapira” (Figura 73).

650 pb

400 pb

200 pb

Figura 73 - Gel de agarose da PCR-RFLP do gene 16S. Pseudoplatystoma corruscans (1-2),
“Pintapira” (3-4), Phractocephalus hemioliopterus (5-6), “Cachapira” (7-8) e P. reticulatum (9-10). M, 1
Kb Plus DNA Ladder.

Em relacdo ao gene nuclear RAG2, produtos da amplificacdo génica (primers
RAG2 SiluF e RAG2 SiluR) digeridos pelas enzimas Sau96l e Bfal evidenciaram duas
bandas para amostras de P. corruscans, de 242 pb e 279 pb. Similarmente, os
exemplares de P. hemioliopterus revelaram dois marcadores diagndsticos, porém, de
157 pb e 364 pb, que foram obtidos a partir da clivagem génica. Diferentemente, 0s
exemplares de P. reticulatum demonstraram apenas uma banda, de 521 pb, sem
cortes. Em relacdo aos produtos hibridos, nos individuos de “Pintapira” foi obtido um
padréo heterozigoto de quatro bandas, 157 pb, 242 pb, 279 pb e 364 pb, enquanto que
os exemplares de “Cachapira” tiveram trés marcadores, 157 pb, 364 pb e 521 pb

(Figura 74).
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Figura 74 - Gel de agarose da PCR-RFLP do gene RAG2. Pseudoplatystoma corruscans (1-2),
“Pintapira” (3-4), Phractocephalus hemioliopterus (5-6), “Cachapira” (7-8) e P. reticulatum (9-10). M, 1
Kb Plus DNA Ladder.

PCR-Multiplex

Em relacdo ao gene 16S, adicionalmente aos primers 16S PcF e 16S PrR,
especificos para P. corruscans e P. reticulatum, foi desenhado o primer 16S PhF,
diagnéstico para P. hemioliopterus, no sentido Forward e envolvendo duas mutacdes
(Tabela 18). Em relacéo ao gene nucelar RAG2, com o objetivo de ser aplicado em
reacoes Multiplex juntamente com os primers RAG2 PcR (caracteristico para P.
corruscans) e RAG2 PrR (especifico para P. reticulatum), foi desenvolvido o primer

RAG2 PhF, no sentido Forward e posicionado em trés mutacdes (Tabela 18).

Tabela 18 - Primers espécie-especificos para amplificacdo dos genes mitocondrial 16S e nuclear RAG2.

Primers Sequéncias dos primers

16S PcF 5'- TGACCATAAAGATCCGGCTAT -3
16S PrR 5- TCTTGGTTTTGGGGTTGTTA -3’
16S PhF 5- AAACTAAATAGCCACCTGATCCA -3’

RAG2 PcR 5- AACTCCAGGTCAATGAGATAAATG -3
RAG2 PrR 5- GACAGTCCACCATGCAGTTCCAGG -3
RAG2 PhF 5- CTGTTCAGCACACACCCTG -3
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Através das reacfes PCR-Multiplex do gene 16S (16S F, 16S R, 16S PcF,
16S PrR e 16S PhF), em todas as amostras foi observada uma banda controle de
612 pb, em adicdo a um alelo especifico para os individuos de cada espécie, de 197
pb para P. corruscans, 388 pb para P. reticulatum e 320 pb para P. hemioliopterus
(Figuras 75 e 76). Nas amostras de “Pintapira” foi encontrado o mesmo genétipo de
P. corruscans, enquanto que os individuos de “Cachapira” demonstraram as

mesmas bandas do parental materno P. reticulatum.

J

Figura 75 - Sitios de reconhecimento e orientacdo dos primers universais e espécie-especificos das
regies amplificadas do gene mitocondrial 16S.
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Figura 76 - Gel de agarose da PCR-Multiplex do gene 16S. Pseudoplatystoma corruscans (1-2),
“Pintapira” (3-4), Phractocephalus hemioliopterus (5-6), “Cachapira” (7-8) e P. reticulatum (9-10). M, 1
Kb Plus DNA Ladder.
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Andlises da PCR-Multiplex do gene nuclear RAG2 (RAG2 SiluF, RAG2 SiluR,
RAG2 PcR, RAG2 PrR e RAG2 PhF) evidenciaram em todas os exemplares um
fragmento controle de 521 pb. Além disso, os exemplares de P. corruscans
apresentaram uma banda de 308 pb, enquanto os individuos de P. reticulatum um
alelo de 277 pb e de P. hemioliopterus uma banda de 206 pb (Figuras 77 e 78). Ja
as amostras de “Pintapira” indicaram o perfil de 308 pb e 206 pb, enquanto os

individuos de “Cachapira” foi observado o padréo de 277 pb e 206 pb.

I

/

Figura 77 - Sitios de reconhecimento e orientacdo dos primers universais e espécie-especificos das
regibes amplificadas do gene nuclear RAG2.
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Figura 78 - Gel de agarose da PCR-Multiplex do gene RAG2. Pseudoplatystoma corruscans (1-2),

“Pintapira” (3-4), Phractocephalus hemioliopterus (5-6), “Cachapira” (7-8) e P. reticulatum (9-10). M, 1
Kb Plus DNA Ladder.
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3.4.4 Identificagdo molecular do lote de “Cachapira”

Inicialmente, com o intuito de caracterizagdo do estoque de “Cachapira” da
Piscicultura B, todas as amostras foram identificadas com os métodos de PCR-
Multiplex e PCR-RFLP dos genes mitocondrial 16S e nuclear RAG2, estabelecidos
no topico 3.4.3. Porém, através dos resultados obtidos com estes marcadores,
tornou-se necessario a utilizacdo dos genes nucleares GLOB, EFla e 18S, uma vez
que surgiu a hipotese destes peixes serem resultado de linhagens pos-F1,
provenientes do retrocruzamento envolvendo uma linhagem hibrida entre P.
reticulatum e P. corruscans. Para estes genes, ndo ha marcadores de PCR-Multiplex
ou PCR-RFLP estabelecidos para a identificacdo da espécie P. hemioliopterus,
sendo que o principal intuito foi apenas verificar se apresentava DNA de P.
reticulatum ou P. corruscans. Em todas as reacgdes Multiplex e PCR-RFLP
realizados nesta fase de analise foram utilizadas amostras de DNA das espécies
puras parentais, para servir como controle para a especificidade das reacoes.

Utilizando o marcador nuclear RAG2 (PCR-Multiplex) foram observados dois
genotipos: 21 exemplares foram revelados com um genotipo de heterozigoto, com
dois alelos de amplificacdo, de 206 pb e 277 pb, caracterizados para linhagens
hibridas entre P. reticulatum e P. hemioliopterus; no entanto, 16 individuos também
revelaram um padrdo de heterozigoto, porém com os fragmentos especificos de 206
pb e 308 pb, que sao caracterizados para hibridos entre P. corruscans e P.
hemioliopterus (Figura 79). Em relagdo a analise do genoma mitocondrial, todas as
amostras mostraram o fragmento génico caracteristico de P. hemioliopterus (Figura
79). A aplicacao destes genes pela técnica de PCR-RFLP corroborou os resultados.

Assim, os dados obtidos permitiram levantar a hipétese destes juvenis serem
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resultantes de um retrocruzamento de uma linhagem hibrida entre P. reticulatum x P.

corruscans com a espécie pura P. hemioliopterus.

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

M
-
=

Figura 79 — Padr@es de identificacdo molecular do estoque de “Cachapira” da Piscicultura B. (a) e (b)
sao resultados de PCR-Multiplex dos genes nuclear RAG2 e mitocondrial 16S, respectivamente. Em
(a), colunas 1, 3, 5, 6, 9 e 11 correspondem ao padrao de identificacdo de “Pintapira”; 2, 4, 7, 8, 10 e
12 o padréo de “Cachapira”. Em (b), colunas 1-12 mostram o padrdo mitocondrial de Phractocephalus
hemioliopterus. Colunas 13, 14 e 15 sdo amostras de DNA das espécies puras P. corruscans,
Phractocephalus hemioliopterus e P. reticulatum, respectivamente, usadas como controle de
amplificacdo; M, 1 Kb Plus DNA Ladder.

A aplicacdo de marcadores genéticos adicionais (GLOB, EFla e 18S), no
sentido de verificar se estas amostras herdaram DNA da espécie P. corruscans ou
de P. reticulatum, demonstrou a ocorréncia de diferentes genétipos em um mesmo
individuo, ou seja, em alguns marcadores uma mesma amostra revelava o
fragmento especifico de P. reticulatum, enquanto que por outros genes mostrava o
DNA de P. corruscans, o que nitidamente evidenciou a presenca de linhagens pos-
F1 (Tabela 19). Assim, ha grandes indicios que estas linhagens poés-F1 foram
realizadas a partir de um retrocruzamento da espécie pura P. hemioliopterus com a
linhagem hibrida entre P. reticulatum x P. corruscans, pois os individuos deste
cruzamento apresentavam tanto DNA da espécie P. corruscans quanto de P.

reticulatum.



Doutorado — Diogo T. Hashimoto

Tabela 19 — Relacdo dos individuos de “Cachapira” da Piscicultura B e os respectivos genétipos de
identificacdo molecular com o0s marcadores mitocondrial e nuclear. A sigla Pr significa

Pseudoplatystoma reticulatum, Pc P. corruscans e Ph Phractocephalus hemioliopterus.

16S RAG2 GLOB EFla 18S

Identificaggo ~ o Ph Pc Pr Pc Pr Pc Pr Pc

ne
=r
o
(¢]
o
=

B145
B146
B147
B148
B149
B150
B151
B152
B153
B154
B155
B156
B157
B158
B159
B160
B161
B162
B163
B164
B165
B166
B167
B168
B169
B170
B171
B172
B173
B174
B175
B176
B177
B178
B179
B180
B181

X X - X - - X

X X - - X X

X X X X
X X X X

X X X X X X X X X X

X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
X
X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X
X X X X
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4 DISCUSSAO

4.1 Marcadores de PCR-RFLP e PCR-Multiplex naidentificacdo dos hibridos

Atualmente, a utilizacdo de sequéncias de DNA na identificacdo de espécies
tem se tornado uma metodologia extremamente eficiente. Tal fato é consolidado
pelo uso crescente do DNA barcode (Hebert et al., 2003; Ward, 2009), que consiste
na utilizagdo de um fragmento do gene Citocromo C Oxidase subunidade | (COI),
como fonte de um sistema global de identificacdo para animais (Hebert et al., 2003).
Da mesma forma, os resultados obtidos neste estudo evidenciaram que sequéncias
de DNA podem apresentar grande eficacia e confiabilidade, mesmo utilizando
diversos fragmentos génicos, inclusive genes nucleares, cujos dados possibilitaram
a perfeita identificacdo das espécies parentais e seus respectivos hibridos.

Neste estudo, a Unica abordagem utilizando o gene mitocondrial COIl foi na
diferenciacéo das espécies de Serrasalmidae. Porém, as andlises evidenciaram uma
baixa taxa de divergéncia genética para este gene na diferenciacdo das espécies de
Piaractus (P. mesopotamicus e P. brachypomus), cujo valor foi de 0.4%. Em
comparacdo com um estudo de COIl DNA barcode envolvendo 1088 espécies de
peixes, o valor encontrado no presente estudo esta bem abaixo da média para
analises interespecificas (congéneres), cujo valor correspondia a 8,39% (Ward,
2009). Além do mais, ndo foi possivel identificar nucleotideos diagndsticos para a
distincdo de P. mesopotamicus, 0 que ndo permitiu o estabelecimento do marcador

de PCR-RFLP e dificultou a identificacdo de P. mesopotamicus por PCR-Multiplex,

uma vez que o desenho de primers especificos para esta espécie nao foi possivel.
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Portanto, foi utilizado o primer COIl PiaractusR, que serviu como banda de
amplificacéo controle nas reacdes Multiplex para P. mesopotamicus.

Tendo em vista que a identificacdo das espécies de Piaractus pelo marcador
COl teve restri¢cdes, tornou-se necessario a utilizacdo de um marcador mitocondrial
adicional, o gene Citocromo B, que apresenta caracteristicas apropriadas para
andlises de identificagdo molecular (Teletchea, 2009; Page e Hughes, 2010). Assim,
0 emprego deste gene permitiu o perfeito desenvolvimento do método de PCR-RFLP
na diferenciacdo das espécies de Piaractus, entretanto, os nucleotideos diagnosticos
nao foram suficientes para posicionar primers com alta especificidade.

Em relacdo a diferenciacdo das outras espécies pelo genoma mitocondrial,
utilizou-se com sucesso o DNA ribossomal 16S. Nestes casos, a aplicacdo deste
gene ocorreu principalmente por ser considerado um fragmento conservado do
genoma mitocondrial, uma vez que em certos casos pode apresentar uma taxa de
evolucdo molecular trés vezes menor do que os genes COIl ou CYTB (Knowlton e
Weigt, 1998; Hebert et al., 2003; Kochzius et al.,, 2010), e desta forma evitar
variacdes intra-especificas nas analises. O uso deste marcador na diferenciacédo das
espécies de Leporinus e das espécies de Pimelodidae (Pseudoplatystoma,
Phractocephalus e Leiarius) mostrou ser resolutivo tanto para o método de PCR-
Multiplex quanto de PCR-RFLP. O gene mitocondrial 16S n&o foi utilizado para
estabelecer marcadores para as espécies de Serrasalmidae, uma vez que as
sequéncias génicas nao apresentaram divergéncia genética entre as espécies de
Piaractus, ou seja, foram idénticas e sem a presenca de nucleotideos diagnosticos.

Apesar de algumas criticas, o0 DNA mitocondrial (DNAmt) tem sido o genoma
mais comum em trabalhos sobre marcadores moleculares, pois apresentam uma

série de consideragdes técnicas que facilitam sua utilizacdo (Galtier et al., 2009),
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especialmente os genes COI, CTYB e 16S (Meyer, 1993; Teletchea, 2009; Kochzius
et al., 2010). Dentre estas caracteristicas, destaca-se por ser muito menor que o
genoma nuclear, existirem varias copias do DNAmt dentro da célula, modo de
heranca uniparental e presenca de genes/regibes com diferentes taxas de
substituicdo de base (Moritz et al., 1987; Saccone et al., 1999; Gissi et al., 2008).

Devido a existéncia de primers robustos e universais, € relativamente facil
isolar fragmentos génicos mitocondriais de forma rotineira (Kocher et al., 1989;
Palumbi, 1996; Ward et al., 2005). Poréem, se usado como Unica abordagem para a
deteccdo de hibridos, pode resultar em erros de identificacdo. Como o DNAmt em
animais apresenta caracteristica peculiar de heranca materna (Moritz et al., 1987),
este tipo de marcador mostra aplicabilidade para detectar a direcdo do evento de
hibridizacdo e introgressao, bem como para diferenciacdo de hibridos reciprocos,
pois caracteriza qual a linhagem materna que originou os hibridos. No presente
estudo, a utilidade do DNAmt fica evidente na distincdo dos hibridos reciprocos
“Pintachara” e “Cachapinta”, cujos resultados claramente revelam quais espécies
foram utilizadas como linhagem materna nos cruzamentos.

Esta discriminacdo € indispensavel, pois hibridos reciprocos podem
demonstrar diferentes caracteristicas zootécnicas e bioldgicas (Tave, 1993; Toledo-
Filho et al., 1998), principalmente hibridos envolvendo as espécies de Serrasalmidae
(Fonteles, 2002). Em estudos anteriores, marcadores citogenéticos e bioquimicos
ndo permitiram a diferenciagdo dos hibridos reciprocos “Tambacu” e “Paqui”
(Almeida-Toledo et al., 1987; Calcagnotto et al., 1999), demonstrando a exclusiva
aplicabilidade do DNAmt, que suporta a dire¢éo do evento de hibridacao.

Vérios estudos na identificacdo de hibridos de peixes ocorre por métodos

morfologicos e meristicos, ou pela utilizacdo do DNAmt, sem qualquer inferéncia a
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partir de genes nucleares (Scribner et al., 2001). Entretanto, os resultados sao
subestimados e n&o precisos, particularmente para estimar eventos de introgressao,
em que se torna essencial o uso de varios loci nucleares (Docker et al., 2003; Sanz
et al., 2009). Por esta razdo, devido ao fato de hibridos herdarem DNA nuclear de
ambas as espécies parentais, somente por meio dos marcadores nucleares que 0s
eventos de hibridagéo e introgressao podem ser detectados, como observado no
presente estudo, através dos genotipos heterozigotos identificados nos produtos
hibridos.

Entretanto, véarios fatores dificultam a utilizacdo de sequéncias génicas
nucleares e a enorme quantidade de genes contidos nos genomas nucleares nao
estdo facilmente disponiveis. Para muitos grupos taxondmicos, os esforcos para o
estabelecimento de marcadores nucleares continuam a ser significativamente
prejudicados pela falta de genes que fornecam resultados consistentes e de primers
universais, o que determina grandes dificuldades técnicas e laboratoriais (Chen et
al., 2008). Por enquanto, ndo ha um gene nuclear usado de forma universal para os
peixes, pois para cada grupo de taxons sao disponibilizados diferentes sequéncias
génicas nucleares. Desta forma, a escolha e obtencdo de genes nucleares foi um
grande obstaculo para o estabelecimento de marcadores na caracterizacdo dos
hibridos e os respectivos parentais do presente estudo.

Geralmente, usando primers previamente publicados para grupos especificos
de peixes, ocorrem falhas na amplificacdo de fragmentos do gene nuclear, e muitas
vezes com o surgimento de bandas multiplas e inespecificas (Friesen et al., 1999;
Mayden et al., 2007), isto porque geralmente os sitios de anelamento dos primers
ndo sdo conservados. Assim, para facilitacdo dos protocolos de PCR, no presente

trabalho tornou-se necessario o desenho de primers mais especificos (RAG2
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SerraF, RAG2 SerraR, RAG2 SiluF, RAG2 SiluR, GLOB IpF, GLOB IpR, GLOB
SiluF, GLOB SiluR e 18S SiluR) com base em sequéncias depositadas no GenBank,
com excecdao dos primers para amplificacdo dos genes TROP (Friesen et al., 1999)
e EF1la (Moyer et al., 2004). A disponibilidade de primers alternativos ou desenvolver
primers mais especificos é extremamente importante para garantir a padronizacéo
de protocolos na amplificacdo de genes nucleares.

Inicialmente, para o estabelecimento de marcadores nucleares na
identificacdo das espécies estudadas, as analises procederam-se com a aplicagéo
do gene TROP, isolado através de primers universais que foram descritos em
espécies de vertebrados (Friesen et al., 1999). Porém, os fragmentos génicos foram
isolados apenas para as espécies de Leporinus, Piaractus e Colossoma, pois a
amplificacdo génica nos representantes da familia Pimelodidae produziu mdaltiplas
bandas, que pode ocorrer em alguns grupos taxondmicos (Friesen et al., 1999).

Nos casos em que foi necessario a aplicacdo de outro marcador nuclear, foi
escolhido o gene RAGZ2, ja utilizado em estudos filogenéticos de varios grupos de
peixes (Calcagnotto et al., 2005; Sullivan et al., 2006; Javonillo et al., 2010; Cramer
et al., 2011), o que permitiu o desenho de primers mais especificos (RAG2 SerraF,
RAG2 SerraR, RAG2 SiluF e RAG2 SiluR) facilitando a caracterizagcdo das técnicas
de PCR-Multiplex e PCR-RFLP.

Considerando a fertilidade de hibridos entre P. corruscans e P. reticulatum
(J.A. Senhorini, comunicac¢éo pessoal), e como a aplicagdo de apenas um marcador
nuclear ndo € suficiente para identificar linhagens pos-F1 (Boecklen e Howard,
1997), tornou-se extremamente necessario estabelecer marcadores nucleares
adicionais na diferenciacdo destas espécies. Além da primeira geracdo de hibridos

(F1), é muito mais complicado identificar um determinado individuo como hibrido,
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uma vez que geracdes pos-F1 podem ser confundidas como uma das espécies
parentais submetidas a introgressédo (Rhymer e Simberloff, 1996).

Por esta razao, foram obtidas sequéncias dos genes nucleares EFla, GLOB,
e 18S. Estas sequéncias se mostraram como um significante recurso para 0s
métodos de identificacdo molecular, pois através destas foram estabelecidos os
marcadores de PCR-Multiplex e PCR-RFLP na diferenciacdo das espécies de
Pseudoplatystoma e seus hibridos, com excecdo da aplicacdo da técnica de PCR-
Multiplex para o gene 18S. Neste caso, ndo foi possivel o desenho de primers
espécie-especificos, pois as regifes adjacentes aos nucleotideos diagnésticos nao
suportaram o posicionamento de primers.

Segundo Toledo-Filho et al. (1994), quando h& retrocruzamentos de hibridos
F1 com um dos parentais e sdao empregados quatro loci para diferenciacdo, a
probabilidade de identificacdo destes animais como pertencentes a linhagens pos-F1
€ de 87.5%. Por outro lado, se admitirmos um intercruzamento de linhagens hibridas
F1, ou seja, F1 X F1, a probabilidade de identificar uma determinada amostra como
pos-F1, através de quatro marcadores nucleares, € de aproximadamente 93%.
Assim, a utilizacdo dos quatro segmentos génicos nucleares estabelecidos neste
estudo, somado ao marcador mitocondrial, fornece uma significativa probabilidade
para a identificacdo de um determinado individuo como p6s-F1, como descritos em
outros estudos (Boecklen e Howard, 1997; Docker et al., 2003).

Na pratica, existem varias técnicas como marcadores informativos na
identificacdo de espécies. Na éarea de DNA forense, o principal método é o
sequenciamento, seguida por analises das sequéncias de nucleotideos. Neste caso,
ocorre a comparacdo das sequéncias em estudo com sequéncias previamente

obtidas de diferentes espécies, que podem estar depositados em bancos de dados
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(Baker e Palumbi, 1994; Sanders et al., 2008; Ogden et al., 2009). No entanto, este
método tem como desvantagens o alto custo para andlise rotineira, bem como nao
pode ser facilmente analisado para a deteccdo dos gendétipos heterozigotos de
hibridos. Em contraste, as técnicas utilizadas neste estudo se mostraram ideais para
a deteccao de hibridos, uma vez que sdo mais faceis de realizar e menos onerosas
do que o sequenciamento de DNA e andlise da sequéncia de nucleotideos.

A grande vantagem da técnica de PCR-Multiplex em relacdo & de PCR-RFLP
€ gue a primeira ndo requer passos adicionais de restricdo enzimatica, eliminando
assim quaisquer analises pos-PCR, inclusive tempo e custos associados. Em
contraste, ha limitagcbes em relacdo ao desenho dos primers, principalmente visando
uma boa especificidade e eficacia. E necessario escolher primers com temperaturas
de anelamento similares, evitar a formacdo de estruturas secundarias e também
desenvolver primers que produzam fragmentos de tamanhos diferentes e facilmente
distinguiveis (Pank et al., 2001; Marshall et al., 2007).

As estratégias de PCR-Multiplex e PCR-RFLP mostraram ser eficientes
metodologias, de rapida execucao e baixo custo, por permitirem analises atraves de
uma simples reacdo de PCR e em algumas situacfes suportadas por apenas um
nucleotideo diagndstico. Consequentemente, estas técnicas poderdo facilitar a
implantagdo rotineira do monitoramento genético de hibridos nas pisciculturas,

permitindo o correto manejo dos estoques naturais e cultivados de peixes.

4.2 ldentificagdo molecular dos lotes comprados de pisciculturas

De uma forma alarmante, os dados de identificagdo molecular dos estoques

deste estudo mostram que a producdo, manejo e comércio de peixes, em especial
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de hibridos, sédo realizados de forma descontrolada nas pisciculturas brasileiras.
Durante este trabalho, através de contatos feitos com varios produtores do Brasil, foi
observado que a maioria dos piscicultores produz apenas produtos hibridos, e
somente alguns produzem espécies nativas. O cultivo de hibridos j& se tornou uma
pratica consolidada pelas pisciculturas brasileiras, no entanto, sem qualquer tipo de
monitoramento. Tal procedimento é agravado pelo fato de peixes serem
comercializados pelos piscicultores principalmente quando séo juvenis, cuja fase é
muito dificil para identificacdo morfologica (Porto-Foresti et al., 2010).

Nestes casos, métodos moleculares fornecem ferramentas essenciais para
estabelecer diferencas entre espécies em situacdes que a identificagcdo morfologica
€ impossivel ou dificil, até mesmo para produtos que foram processados antes da
venda (Clarke et al., 2006; Palumbi, 2007), permitindo a identificacdo exata das
espécies exploradas, como no presente estudo. O principal propdsito é fornecer
informacdes sobre a dinamica da exploracdo comercial de espécies ameacadas ou
gque ameacam O ambiente, e uma estimativa do volume deste comércio para a
certificacdo dos dados oficiais (Baker, 2008).

As abordagens genéticas estabelecidas neste estudo fornecem subsidios
confiaveis para um monitoramento adequado do comércio de exemplares hibridos.
O classico exemplo em gue recursos genéticos foram aplicados com finalidade de
identificacdo molecular é o comércio ilegal de carne de baleia protegida nos
mercados do Japao e Coréia do Sul (Baker e Palumbi, 1994; Baker et al., 1996;
Baker et al., 2010). Atualmente, podem ser utilizados em diversos outros grupos de
organismos cuja identificacdo morfolégica é impraticavel, tais como de cavalos-
marinhos (Sanders et al., 2008), barbatanas de tubardo (Mendonca et al., 2010),

pinipedes (Malik et al., 1997), caviar (DeSalle e Birstein, 1996), chifres de
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rinocerontes (Hsieh et al., 2003), entre outros.

A rotulagem inadequada dos produtos oriundos da pesca ou caga pode
mascarar fontes de exploracéo ilegal e ndo regulamentada, gerando ameacas as
espécies protegidas (Marko et al., 2004), como descrito nos resultados deste estudo
para o comércio indiscriminado de peixes hibridos. Para a grande parcela do
comércio de espécies com rotulagem inadequada, as pesquisas moleculares
fornecem uma abordagem empirica para 0 monitoramento e avaliacdo da
diversidade de espécies e volume do mercado (Baker, 2008), incluindo espécies que
sao exploradas ilegalmente ou de forma nao regulamentada.

No Brasil, a maioria dos estabelecimentos de aquicultura néo é licenciada e
h& poucas regulamentacfes legais sobre a producdo aquicola (Suplicy, 2007). Em
alguns Estados, tais como o Mato Grosso e Amapa, a legislacdo sobre a atividade
da piscicultura revela preocupacfes com o meio ambiente, particularmente com a
producado de hibridos, que devera ocorrer em laboratérios devidamente licenciados,
acompanhados do laudo de inspecdo sanitaria por 6rgdos competentes, além de
alguns critérios destinados a producédo de alevinos que devem ser seguidos.

Entretanto, geralmente estas normas néo sdo adotadas, pois ha falta de um
sistema de identificacdo e autenticidade a ser adotado pelas pisciculturas, além da
auséncia de fiscalizacdo pelos 0Orgdos competentes. Ao comprarem espécies
naturais, os consumidores podem estar adquirindo de forma né&o discriminada
exemplares hibridos, o que causara sérios prejuizos em seus empreendimentos e
para o meio ambiente. Estes problemas podem ser solucionados com a aplicagéo
dos marcadores obtidos neste trabalho, que apresentam as vantagens de rapida

execucao e baixo custo, permitindo o uso rotineiro.
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4.2.1 Identificagdo molecular dos estoques de Piaucu

Os exemplares comprados como Leporinus macrocephalus (Piaugu)
corresponderam ao Unico grupo analisado no presente estudo que nao teve
problemas com a comercializacdo errébnea de hibridos. Nas quatro pisciculturas em
que foram realizadas as identificagcbes moleculares, verificou-se que todos os lotes
desta espécie foram vendidos de forma correta e correspondiam ao comercializado.
Possivelmente, apesar da possibilidade de producdo de hibridos a partir do
cruzamento interespecifico entre L. macrocephalus e L. elongatus, os resultados da
identificacdo molecular revelaram que ainda ndo h& uma tendéncia na producédo de
hibridos envolvendo estas espécies, visto que em nenhuma piscicultura foi

constatada tais linhagens.

4.2.2 Identificacdo molecular de lotes dos peixes serrasalmideos

A identificacdo molecular dos lotes de juvenis da familia Serrasalmidae
evidencia que estes sado produzidos, comercializados e manejados erroneamente.
Nos estoques comprados da Piscicultura B observou-se uma grande
heterogeneidade de produtos, em especial, nas amostras de “Tambacu” e “Patinga”,
em que até cinco diferentes produtos foram detectados dentro de um unico lote,
incluindo a presenca de espécies nativas em conjunto com linhagens hibridas. Os
resultados indicam que estes animais podem estar sendo manejados incorretamente
nos sistemas de cultivo, provavelmente porque o produtor ndo separa as espécies
puras e produtos hibridos em locais adequados e diferenciados, de modo que os
juvenis de diferentes linhagens sdo misturados no mesmo ambiente.
Consequentemente, a comercializacdo destes animais torna-se toda prejudicada,

pois diferentes peixes sdo vendidos misturados como um unico produto.
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Da mesma forma, os juvenis dos lotes de Colossoma macropomum e
Piaractus mesopotamicus da Piscicultura D, e dos estoques de C. macropomum e
“Tambatinga” da Piscicultura F, foram comercializados de forma inadequada, pois
eram compostos apenas por hibridos “Tambacu”. Os produtores vendem lotes
rotulados incorretamente com a finalidade de gerar um atrativo e agregar um valor
artificial para o produto, enganando o consumidor, como € realizado na
comercializacdo de varias espécies de peixes (Hsieh et al.,, 2007; Gil, 2007;
Lowenstein et al., 2009).

Especial atencdo deve ser dada aos estoques comprados como espécies
puras de C. macropomum e P. mesopotamicus da Piscicultura D, pois quando
hibridos sdo vendidos falsamente no lugar de espécies puras ha uma preocupacao
maior, pois mostra que o comércio destes animais estd ocorrendo de forma
descontrolada, sem consciéncia dos riscos ambientais e biolégicos que estes
animais representam, cujos impactos certamente ameacardo a industria da
aquicultura e as espécies nativas, como tém sido descrito para varias outras
espécies, tais como tilapia, bagres e trutas (Bartley e Gall, 1991; Docker et al., 2003;
Na-Nakorn et al., 2004; Angienda et al., 2011).

A grande maioria de pisciculturas brasileiras que comercializam juvenis de
peixes serrasalmideos tem produzido preferencialmente o hibrido “Tambacu”
(Suplicy, 2007). Isto porque a tecnologia de reprodugcdo por meio de inducdo
hormonal é bem estabelecida para estes hibridos e amplamente difundida nos
sistemas de cultivo, o que torna a criagdo mais facil em relagéo aos outros hibridos e
até mesmo em consideracdo as espeécies puras, e podem justificar o fato de
pisciculturas venderem de forma nao discriminada hibridos “Tambacu” como outros

produtos. Em algumas regides brasileiras, a linhagem hibrida “Tambacu” é
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produzida mais do que as espécies parentais puras, como ocorre no Centro-Oeste
do pais, cuja producdo de “Tambacu” chega a 8.359 toneladas, enquanto a
producdo das espécies P. mesopotamicus e C. macropomum alcancam 7.953 e

6.645 toneladas, respectivamente (IBAMA, 2007).

4.2.3 ldentificacdo de hibridos p6s-F1 em lotes de peixes serrasalmideos

Com riscos ainda mais significativos, os dados da identificagcdo molecular para
os lotes de serrasalmideos evidenciaram a ocorréncia de linhagens p6s-F1, oriundas
de retrocruzamentos utilizando uma fémea da linhagem hibrida “Patinga” com as
espécies puras C. macropomum ou P. brachypomus, e vendidas erroneamente
como lotes de “Patinga”. Tal situacdo foi detectada em duas pisciculturas
independentes e demonstra que esta pratica pode estar ocorrendo em varias
estacdes de cultivo.

Os resultados da caracterizacdo molecular utilizando genes nucleares e
mitocondriais forneceram claras evidéncias para admitir que individuos da linhagem
hibrida “Patinga” possuem fertilidade e, atualmente, estdo sendo utilizados como
matrizes nas pisciculturas brasileiras, o que pode gerar sérios riscos de
contaminagao genética, como reportado para espécies de tilapias e carpas (Pullin,
1988; Mia et al., 2005) Conhecida a fertilidade do hibrido “Patinga” e a viabilidade de
retrocruzamentos, torna-se imprescindivel a aquisicdo adicional de novos
marcadores com base em genes nucleares, pois permitird a identificacdo de
individuos pertencentes as linhagens p6s-F1 com maior confiabilidade.

Além do mais, o evento de retrocruzamento foi ratificado pelos resultados das
metodologias citogenéticas, permitindo explicar a procedéncia do atipico genatipo E.

Em estudos anteriores, individuos das espécies C. macropomum, P. mesopotamicus
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e P. brachypomus foram caracterizados com numeros dipléides compostos por 54
cromossomos, de morfologias meta e submetacéntricos (Almeida-Toledo et al.,
1987; Nirchio et al., 2003). Assim, de forma esperada, os individuos analisados
citogeneticamente neste estudo também revelaram 2n = 54 cromossomos, com
excecdo do exemplar de gendtipo E caracterizado como triploide (3n), que foi
originado a partir da retencéo do segundo corpusculo polar.

De acordo com Almeida-Toledo et al. (1987), um hibrido da linhagem de
“Tambacu” também foi identificado cromossomicamente como individuo tripléide e,
por isso, 0s métodos citogenéticos correspondem a recursos bem apropriados para
se verificar tanto os niveis de ploidia como a origem dos conjuntos cromossémicos
dos parentais nos produtos hibridos (Toledo-Filho et al., 1994; Hashimoto et al.
2009a). Em relacdo ao fendmeno de retencdo do segundo corpusculo polar,
situacdo similar também foi descrito em exemplares pés-F1 do retrocruzamento
entre fémea de P. mesopotamicus e macho do hibrido “Tambacu”, porém, neste
caso originando individuos ginogenéticos (Almeida-Toledo et al., 1996).

Na tentativa de identificar a origem de cromossomos especificos dos
parentais nos hibridos, a localizacdo de clusters do DNA ribossomal 5S permitiu
mostrar diferentes cromossomos portadores de sitios ribossomais, que nao foram
considerados cromossomos homoélogos devido a diferentes morfologias e/ou
tamanhos. Similarmente aos resultados obtidos neste estudo, a presenca de clusters
de DNAr 5S em dois pares de cromossomos em individuos dipléides tem sido
frequente em genomas de peixes (Martins e Wasko, 2004; Hashimoto et al., 2011).
Entretanto, quando se evidencia que estes cromossomos sao nao-homaologos, ha

forte evidéncia de que sdo cromossomos originados de diferentes espécies e,
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consequentemente, ndo pareiam nos genomas dos hibridos, como reportado em
outros estudos (Porto-Foresti et al., 2008; Hashimoto et al., 2009b).

Além da “Patinga”, cuja fertilidade esta bem evidente por meio dos resultados
genéticos aqui obtidos, hibridos de “Tambacu” e “Tambatinga” ja& mostraram
apresentar fertilidade, apesar de serem em baixas taxas, podendo retrocruzar com
uma das espécies parentais (Almeida-Toledo et al., 1996; Martino, 2002). Nestes
casos, é possivel prever em curto prazo 0s potenciais riscos genéticos, pois hibridos
podem provocar contaminacdo genética, ou ainda, na prole pés-F1 pode ocorrer a
“diluicdo” ou “perda” de caracteristicas desejaveis originadas pelo vigor do hibrido
(Toledo-Filho et al., 1994), além da baixa taxa de eclosao e alto nivel de mortalidade
(Almeida-Toledo et al., 1996), que causarao prejuizos aos produtores.

Ja4 em consideracdo aos estoques selvagens, se soltos na natureza ou se
liberados nos rios devido a escapes acidentais, poderdo se intercruzar ou retrocruzar
livremente com as espécies selvagens e através de homogeneizacdo genética, em
longo prazo, resultard numa Unica populacdo hibrida decorrente da hibridacdo
introgressiva, colocando em risco as espécies nativas, como tém ocorrido com
espécies de trutas, tilapias e esturjdes (Toledo-Filho et al., 1994).

Ha uma série de levantamentos de peixes e informacgdes pessoais fornecidos
pelos pescadores que relatam a ocorréncia de peixes hibridos serrasalmideos
vivendo em simpatria com as espécies puras em rios brasileiros (Orsi e Agostinho,
1999; Paiva et al., 2002). Estes eventos sao provavelmente ocorridos por escapes
de pisciculturas, uma vez que os hibridos naturais, especialmente “Tambacu” e
“Patinga”, ndo pode ocorrer naquelas localidades devido a distribuicdo geografica
das espécies nativas. A espécie P. mesopotamicus € distribuida na bacia Parana-

Paraguai, enquanto P. brachypomus e C. macropomum sao amplamente



Doutorado — Diogo T. Hashimoto

distribuidas na bacia amazoénica (Jégu, 2003). A introducdo de espécies de peixes
por escapes acidentais de instalagbes de aquicultura é muito comum e pode ser
atribuido a ocupacéo ilegal das margens do rio, o descumprimento das medidas
padronizadas para evitar escapes e a falta de consciéncia ambiental por parte dos

piscicultores (Orsi e Agostinho, 1999).

4.2.4 Identificacdo molecular de lotes dos peixes pimelodideos

Enfim, em relacdo aos resultados da identificacdo molecular dos peixes da
familia Pimelodidae, foi constatado que estes também s&o produzidos,
comercializados e manejados de maneira descontrolada. Nas trés pisciculturas em
gue foram comprados exemplares de lotes rotulados como Pintado, verificou-se que
100% dos juvenis correspondiam aos hibridos “Cachapinta”, entre fémea de
Pseudoplatystoma reticulatum e macho de P. corruscans. Possivelmente, existe uma
preferéncia por parte dos piscicultores na producdo deste hibrido ao invés da
espécie pura, tanto por possiveis vantagens zootécnicas (Crepaldi et al., 2006),
como por facilidades de obter desovas das fémeas da Cachara (P. reticulatum)
durante um periodo mais longo do ano (Campos, 2010). Tal prética, realizada sem
monitoramento, justifica a precaria estatistica sobre a producdo e comercializacao
destes hibridos, que provavelmente sdo vendidos como Pintado porque é a espécie
mais popular para os consumidores.

Adicionalmente, estes hibridos séo férteis e podem retrocruzar com seus
parentais (J.A. Senhorini, comunicacdo pessoal), demonstrando que a
comercializacdo e manejo de hibridos “Cachapinta” necessitam receber uma
atencdo especial, principalmente pela ameaca que representam as populacées

naturais e por serem vendidos comercialmente como uma das espécies parentais.
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Contudo, através da identificacdo molecular dos estoques comercializados
como “Cachandia” e “Cachapira”, que ficou evidenciado a relevante problematica
envolvendo a fertilidade dos hibridos “Cachapinta”. Com excec¢do dos exemplares de
“Cachandid” da Piscicultura G, cujas analises mostraram que foram vendidos de
acordo com o especificado, verificou-se que 0s outros estogues eram resultantes de
linhagens p6s-F1, em que hibridos “Cachapinta” foram utilizados como matrizes em
retrocruzamentos com Leiarius marmoratus e Phractocephalus hemioliopterus.
Assim, similarmente a situacdo dos hibridos “Patinga”, considera-se que os hibridos
“Cachapinta” representam potenciais riscos geneéticos, ameacando a integridade

genética das espécies puras, conforme descrito por Toledo-Filho et al. (1994).

4.2.5 Identificacdo molecular de um plantel de matrizes de Pintado e Cachara

Por fim, nas analises de aconselhamento genético fornecido a uma
piscicultura do Estado de SP ficou evidente a atual situagdo sobre como linhagens
hibridas entre espécies de P. corruscans e P. reticulatum estdo sendo manejadas
inadequadamente como matrizes nas pisciculturas brasileiras. De acordo com 0s
resultados, os individuos que compdem o plantel de reprodutores sdo em sua
maioria hibridos, demonstrando que a fertilidade destes animais podem seriamente
comprometer estoques cultivados, conforme foi observado em estoques contendo
carpas hibridas como matrizes (Mia et al., 2005).

A preocupacédo ainda € maior porque o plantel de matrizes desta piscicultura
estd composto por mais de 50% de individuos hibridos pés-F1, o que pode gerar
grandes prejuizos neste empreendimento, uma vez que cruzamentos de linhagens
pos-F1 geram uma prole de pouca viabilidade e com alta mortalidade (Almeida-

Toledo et al., 1996). Assim, o produtor foi aconselhado a evitar os retrocruzamentos
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ou intercruzamentos e descartar as matrizes hibridas, especialmente aquelas cujos
padrdes de identificagdo molecular revelaram ser de linhagens pés-F1, além da
orientacao para refazer seu plantel de reprodutores com espécies puras.

Outro fato interessante foi a comparacdo dos resultados da identificacao
morfolégica realizada pelo piscicultor com os dados gerados pela identificacao
molecular. De acordo com as informagbes do piscicultor, o lote de matrizes
analisadas apresentava sete Pintados, porém, de forma alarmante, pelos resultados
da identificacdo molecular somente um exemplar foi caracterizado como Pintado
puro. Consequentemente, as andlises demonstraram que a simples caracterizacao
morfolégica, mesmo de individuos adultos, ndo pode ser considerada confiavel
(Mallet, 2005; Baumsteiger et al., 2005), uma vez que linhagens hibridas,
especialmente pés-F1, podem ser identificadas como espécies puras e utilizadas
como reprodutores.

Do ponto de vista ambiental e da conservacdo, a problematica ainda é
considerada de propor¢cdes maiores, uma vez que nestes casos acfes mitigadoras
para reverter a situacdo sdo extremamente dificeis (Genovart, 2009; Britton et al.,
2010). Isto porque hibridos entre P. corruscans e P. reticulatum tém sido
frequentemente relatado e detectado em ambientes naturais. O caso que merece
atencao especial é do rio Mogi Guagcu, relatado por Prado (2010). Historicamente, na
ictiofauna deste rio s6 havia ocorréncia da espécie P. corruscans. Entretanto, nos
altimos anos comecaram a ser coletados individuos com padrao morfolégico de P.
reticulatum, que apds analises moleculares foram identificados como hibridos entre
estas espécies. Provavelmente, estes eram oriundos de escapes de pisciculturas,
uma vez que a hibridacado natural ndo poderia ocorrer pela auséncia da espécie P.

reticulatum no rio Mogi Guacu. Em recentes coletas, esta cada vez mais rara a



Doutorado — Diogo T. Hashimoto

captura de exemplares puros de P. corruscans (J.A. Senhorini, comunicacao
pessoal), o que fornecem indicios de que estes animais estdo sofrendo
retrocruzamentos com os hibridos, e através da introgressdo genética podem levar
esta populacéo de P. corruscans a extincao.

Assim, € necessario o desenvolvimento de uma politica de conscientizacdo
ambiental atingindo como publico-alvo os produtores e criadores de peixes,
principalmente com intuito de mostrar os aspectos negativos que hibridos podem
apresentar, caso sejam manejados e comercializados erroneamente (Toledo-Filho et
al., 1994). Torna-se essencial a discussao sobre a questdo da fertilidade dos
hibridos, que além de impactarem negativamente as popula¢des naturais, se
utilizados como matrizes poderdo causar prejuizos financeiros aos préprios
produtores.

Uma vez que produtores ndo investem em coletas de matrizes puras obtidas
no ambiente natural devido ao alto capital de investimento, a tendéncia é de cada
vez mais serem utilizadas matrizes hibridas. Isto porque os plantéis de reprodutores
sdao formados por exemplares oriundos de outras pisciculturas, que geralmente
fornecem exemplares hibridos. A questdo do uso de matrizes hibridas deve ser
discutida através de politicas publicas, uma vez que isto ocorre principalmente
devido a falta de investimento em um programa sistematizado de melhoramento
genético e auséncia de subsidios para obtencdo de matrizes puras, cuja tendéncia €
agravar, uma vez que hibridos estdo sendo soltos nos rios e contaminando 0s

estogues naturais.
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5 CONCLUSOES

Atraves dos resultados obtidos neste trabalho, € possivel destacar uma série

de conclusbes, que demonstram a importancia da aplicacdo de marcadores

moleculares no monitoramento genético dos programas de hibridacao interespecifica

em pisciculturas brasileiras, apresentados na forma de topicos a seguir:

v" 0s marcadores de PCR-Multiplex e PCR-RFLP caracterizados neste estudo

se mostraram de grande eficiéncia para a diferenciagdo das espécies
parentais e 0s respectivos hibridos;

a aplicacdo destes métodos para o monitoramento genético torna-se
imprescindivel, principalmente por serem técnicas rapidas e de baixo custo,
gue podem ser utilizadas rotineiramente;

estes métodos podem fornecer protecdo aos consumidores contra o cCOmercio
e manejo descontrolado de hibridos na industria da aquicultura;

0s marcadores estabelecidos permitirdo, junto aos 0rgdos competentes, o
delineamento de planos de conservacdo para um manejo correto destes
animais, de forma a minimizar os impactos negativos aludidos com a
implementacéo de projetos de hibridacao;

ainda devem ser estabelecidos marcadores moleculares adicionais com base
em genes nucleares, permitindo com uma maior confiabilidade a identificacao
de linhagens hibridas pos-F1 de “Patinga” e “Cachapinta”;

os resultados obtidos através da identificagdo molecular dos estoques
demonstram que a producdo e comercializacao de hibridos estdo crescendo

de forma descontrolada e sem monitoramento em pisciculturas do Brasil,



Doutorado — Diogo T. Hashimoto

v/ atencdo imediata deve ser direcionada para um manejo adequado dos
hibridos entre espécies da familia Serrasalmidae e Pimelodidae,
especialmente das linhagens férteis “Patinga” e “Cachapinta”;

v/ € necessario um programa organizado de melhoramento genético com a
finalidade de fornecimento de matrizes puras para as pisciculturas brasileiras,
evitando o manejo inadequado de matrizes hibridas;

v/ 0 monitoramento genético desempenha um papel significativo no
desenvolvimento sustentavel da aquicultura, aliando o desenvolvimento de

bases tecnoldgicas com a conservagdo ambiental.
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