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RESUMO

O desenvolvimento do setor aquicola tem relacdo direta com o mercado consumidor de pescados,
gue tem crescido nos ultimos anos, e impulsionado os produtores a buscarem por métodos de
producdo e melhoramento para seus investimentos. Nesse contexto, a técnica de hibridacdo em
peixes foi implementada no Brasil na década de 1970, como alternativa para uma produg¢do mais
rapida, eficiente e com produtos capazes de reunir as melhores caracteristicas de diferentes
espécies, que agradam tanto o produtor quanto para o consumidor, por intermédio do cruzamento
interespecifico. As particularidades que oferecem vantagens para os hibridos sobre as espécies
parentais puras, do ponto de vista ambiental, sdo observadas como potenciais riscos para a ecologia
local e integridade genética, portanto, em condig¢des ideais, esses individuos deveriam ficar isolados
do meio externo. O manejo inadequado, na maioria das instalacdes beira rio, posiciona a piscicultura
como principal dispersora de hibridos e espécies exdticas em novos ambientes, tornando realidade
as ameacas as populacdes naturais e seus respectivos perfis genéticos. Por causarem danos
irreversiveis a integridade genética das espécies, é de extrema importancia ter conhecimento do
cendrio dos locais afetados pela presenca hibrida e a situacdo dos estoques naturais. No presente
estudo foram analisadas amostras de 3 rios do Alto rio Parana, os rios Grande, Pardo e Mogi-guacu,
com o intuito de compor o Plano de Ag¢ao Nacional do Alto rio Parana (PAN Alto Paranad), por meio
do levantamento da frequéncia do hibrido Pseudoplatystoma corruscans (pintado) X
Pseudoplatystoma reticulatum (cachara), o qual afeta diretamente uma das espécies parentais, o P.
corruscans, ja categorizado no estado de vulnerabilidade. A diferenciacdo entre as espécies puras e
os hibridos foi realizada a partir da aplicacdao de 4 marcadores moleculares, sendo eles: RAG2
(Recombination activating gene 2), GLOBINA (B globina), EF1-a (Nuclear elongation factor) e Prt36
(marcador microssatélite)) e um marcador mitocondrial, o 16S. As identificacbes revelaram a
presenca majoritaria de espécimes hibridos da linhagem avancada (pds-F1), isto é, fruto do
cruzamento entre hibridos ou retrocruzamentos. Das 78 amostras analisadas, aproximadamente
77% representaram os hibridos pds-F1, 14% P. corruscans e 9% P. reticulatum. Com os dados obtidos,
foi possivel verificar a situacdo preocupante dos estoques naturais de P. corruscans, que se
mostraram em declinio, e os sinais avancados de introgressao genética, fendbmeno que atinge a

integridade genética das espécies e, em casos mais graves, levar a extingdo genética.

Palavras chave: hibridag¢do, Pseudoplatystoma, marcadores moleculares, piscicultura.



ABSTRACT

The development of the aquaculture sector is directly related to the consumer market for fish, which
has grown in recent years and driven producers to seek production methods and improvement
strategies for their investments. In this context, hybridization techniques were implemented in Brazil
in the 1970s as an alternative for faster and more efficient production, generating products capable
of combining desirable traits from different species, thus appealing to both producers and
consumers through interspecific crosses. The characteristics that provide advantages to hybrids over
pure parental species, from an environmental perspective, are recognized as potential risks to local
ecology and genetic integrity; therefore, under ideal conditions, these individuals should be kept
isolated from the natural environment. Inadequate management practices, common in most
riverbank aquaculture facilities, position fish farming as a major source of hybrid and exotic species
dispersal into new environments, turning the threats to natural populations and their respective
genetic profiles into a tangible reality. Because these hybrids can cause irreversible damage to the
genetic integrity of species, understanding the conditions of affected areas and the status of natural
stocks is of utmost importance. In the present study, samples from three rivers of the Upper Parana
Basin—Grande, Pardo, and Mogi-Guacu—were analyzed with the aim of contributing to the National
Action Plan for the Upper Parana River Basin (PAN Alto Paranad), through the assessment of the
frequency of the hybrid Pseudoplatystoma corruscans (pintado) X Pseudoplatystoma reticulatum
(cachara), which directly affects one of the parental species, P. corruscans, already classified as
vulnerable. Differentiation between pure species and hybrids was performed using four nuclear
molecular markers—RAG2 (Recombination activating gene 2), GLOBINA (B-globin), EF1-a (Nuclear
elongation factor), and Prt36 (microsatellite marker), as well as one mitochondrial marker, 16S. The
identifications revealed a predominance of advanced-generation hybrid specimens (post-F1), that
is, individuals resulting from hybrid x hybrid crosses or backcrosses. Of the 78 samples analyzed,
approximately 77% corresponded to post-F1 hybrids, 14% to P. corruscans, and 9% to P. reticulatum.
The data obtained allowed the identification of a concerning scenario for P. corruscans natural
stocks, which exhibited signs of decline, in addition to clear evidence of advanced genetic
introgression—a phenomenon that compromises species’ genetic integrity and, in more severe

cases, can lead to genetic extinction.

Key-words: hybridization, Pseudoplatystoma, molecular markers, pisciculture.
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1 INTRODUCAO

1.1 Panorama atual da piscicultura

No ano de 2022 produtos oriundos da pesca e aquicultura atingiram um novo marco
historico, superando 2020, de 232.2 milhdes de toneladas acumuladas, segundo o relatério
estatistico State of the World Fisheries and Aquaculture (SOFIA) 2024, divulgado pela Food and
Agriculture of the United Nations (FAO). No volume total constam 185.4 milhdes de toneladas
de animais aquaticos e 37.8 milhdes de toneladas de algas (FAO, 2024), dos quais mais de 165
milhdes, aproximadamente 89% da producdo de animais aquaticos, foi destinada ao consumo
humano direto (FAO, 2024). Esse mesmo relatdrio, aponta ainda que pela primeira vez a
aquicultura superou a pesca de captura em relacdo ao volume total acumulado, indicando que
a aquicultura esta em periodo de crescimento, enquanto a pesca se mantém estavel.

A situacdo em que se encontram esses modos de producdo é consequéncia dos
programas de melhoramento eficientes que contribuem para o desenvolvimento da
piscicultura (Turra et al., 2013). O Brasil destaca-se nesse cendrio por apresentar condicdes
ambientais favoraveis, como clima propicio, abundancia de recursos hidricos e diversidade de
espécies nativas com potencial aquicola, esses fatores conferem ao pais uma posicao de
destaque na producdo de peixes de dgua doce na América Latina (Valladao, Gallani & Pilarski,
2018; Garlock et al., 2020; Souto Cavalli et al., 2021). Entre os anos de 2005 e 2015, registrou-
se o crescimento significativo de 123% da atividade piscicola brasileira, antes caraterizada
como um setor de pequenos empreendimentos e poucos recursos tecnolégicos (EMBRAPA,

2017).



O crescimento expressivo do consumo de artigos de pescado vem ocorrendo ano apds
ano, demostrando a mudanca de habitos alimentares dos brasileiros (Seafood Brasil, 2021),
gue impulsiona o setor aquicola a buscar e investir em programas de melhoramento de novas

espécies (Hilsdorf et al., 2011).

1.1.1 Técnica de hibridacdo na piscicultura

As praticas de melhoramento genético sdo essenciais para sustentar as demandas de
mercado, proporcionando o aumento da produtividade e eficiéncia de diferentes cadeias de
producdo (Ferreiro, 1998; Doebley et al., 2006). Técnicas como o cruzamento interespecifico
tém sido uma das maneiras de produzir, em larga escala, individuos com caracteristicas
zootécnicas previamente selecionadas, pratica denominada hibrida¢do (Porto-Foresti et al.,
2011). De forma mais conceitual, o procedimento é definido pelo cruzamento de dois
conjuntos genéticos distintos, cujo resultado sdo descendentes que exibem, na maioria dos
casos, caracteristicas taxondmicas intermediarias (Mayr, 1963). O objetivo principal da
aplicagdo da pratica em pisciculturas é obter animais com melhor desempenho genético, como
crescimento mais rapido, resisténcia a doencgas, tolerancia as variagbes de temperatura e
salinidade da dgua e uma melhor qualidade da carne (Bartley et al., 2001; Porto-Foresti et al.,
2011; Liu et al., 2025; Huang et al., 2025). Tais fatores favorecem a performance dos hibridos
em relacdo a seus parentais e conferindo a ele a heterose ou vigor hibrido (Porto-Foresti et al.,
2011; Rahman et al., 2018).

Devido ao destaque nos programas de cultivo de peixe, a producdo de hibridos
interespecificos passou a ser uma pratica crescente e expressiva nas pisciculturas brasileiras

gue tem se dedicado a mistura de espécies na busca de produtos mais atrativos ao mercado



da produgdo comercial e da pesca esportiva (Prado et al., 2011). Além disso, a atual “explosdao”
na pratica de hibridacao interespecifica tem relacdo direta com a emergente necessidade no
aumento na producdo de peixes. Nesse caso a comercializacdo de hibridos se mostra como
uma alternativa rdpida e eficaz para os piscicultores (Porto-Foresti et al., 2011).

No Brasil, a producdo de hibridos tem envolvido varias espécies Neotropicais, com
destaque para os peixes redondos da familia Serrassalmidae e os bagres da familia

Pimelodidae (Porto-Foresti et al., 2010), populares entre os consumidores.

1.1.2 Producdo de hibridos em pisciculturas brasileiras

A produgao de hibridos no Brasil teve inicio no Departamento de Obras Contra a Seca
(DNOCS) ha quase 40 anos, com a producgao de hibridos de tildpia (Toledo-filho et al., 1998).
Pouco tempo depois, em 1986, o Centro e Pesquisa de Peixes Continentais, Instituto Chico
Mendes de Biodiversidade (CEPTA/ICMBio), localizado em Pirassununga/SP, cruzou a fémea de
tambaqui (Colossoma macropomum) com o macho de pacu (Piaractus mesopotamicus)
gerando o hibrido “tambacu” (Bernandino et al., 1986). Esse hibrido apresenta como
vantagens a tolerancia a baixas temperaturas advinda do pacu e uma alta taxa de crescimento
herdada do tambaqui, além de uma carne de excelente qualidade e baixo teor de gordura,
aspectos que agradam o mercado consumidor (Alves et al., 2014).

Desde a implantacdo da pratica na década de 1970, certos cruzamentos entre espécies
de 4dgua doce ganharam popularidade tanto nas pisciculturas quanto entre os consumidores.
Podemos destacar seis hibridos amplamente produzidos, sendo eles: tambacu (tambaqui ? x

pacu &), tambatinga (tambaqui ? x patinga &), cachapinta (cachara ? x pintado &), pintachara

(pintado @ x cachara &), jundiara (jundia ? x cachara &) e pintadia (pintado ? x jundia &) (Alves
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et al., 2014). De modo geral, esses individuos possuem melhores caracteristicas zootécnicas
de cada espécie parental, ligadas ao crescimento e manejo (Bartley et al., 2000).

As espécies nativas da ordem Siluriformes apresentam grande relevancia em
programas de melhoramento, principalmente as pertencentes ao género Pseudoplatystoma,
mais especificamente o pintado (P. corruscans) (Figura 1a), cachara (P. reticulatum) (Figura 1b)
e, mais recentemente, pintado-da-amazonia (P. punctifer), notdveis por seu grande porte
(Moro et al., 2013; Hashimoto et al., 2016). A alta na producdo de surubins em cativeiro
aconteceu entre os anos de 2010 e 2011, periodo que coincide com o inicio da producdo

comercial de hibridos (Brasil, 2008; Brasil, 2012; IBGE, 2013).

Figura 1: Exemplares das espécies P. corruscans e P. reticulatum. a) Pseudoplatystoma corruscans “pintado”, b)

Pseudoplatystoma reticulatum “cachara”. Fonte: Blog Pesca Gerais.

Os principais hibridos do grupo dos surubins sdo conhecidos por “cachapinta” (P.

reticulatum @ x P. corruscans &), “pintachara” ou “ponto e virgula” (P. corruscans @ x P.

11



reticulatum &) (Carvalho et al., 2007), em virtude do baixo teor de gordura e auséncia de
espinhos intramusculares (Sato, et al., 1988; Carvalho et al., 2008). Além disso, segundo
Pereira et al., 2015, esses hibridos tem alta aceitabilidade na Europa e Estados Unidos devido
ao excelente sabor dos files. Apesar da grande importancia econémica para a aquicultura
brasileira, os hibridos interespecificos, se manejados erroneamente, podem causar prejuizos
para o piscicultor e sérios problemas para o meio ambiente, que refletem em riscos genéticos,
como o comprometimento da integridade genética de populagdes naturais, que pode levar ao
declinio e até mesmo extingdo de populacdes naturais (Rhymer et al., 1996; Epifanio & Nielsen,

2001; Hashimoto et al., 2011b; Hirashiki et al., 2021; Curto et al., 2022).

1.2 Riscos ligados a hibridagao

Boas praticas de manejo devem acompanhar o processo de hibridacao para que, de
modo mais sustentdvel, o piscicultor possa obter seu produto de comercializagdo sem
provocar graves prejuizos ao meio ambiente. No entanto, a rapida popularizagcdo da pratica
resultou em um crescimento descontrolado, com pouco embasamento cientifico e sem o
cuidado adequado para evitar os possiveis riscos ambientais (Porto-Foresti et al., 2011).

Condutas adequadas de manejo englobam desde a escolha correta da matriz do
plantel, que precisam pertencer a linhagens puras para manter a eficiéncia do cruzamento e
evitar a contaminacao de estoques de cultivo, até a engorda e armazenamento dos peixes em
tanques de rede (Orsi & Agostinho, 1999). Como a maioria das pisciculturas brasileiras estdo
instaladas nas proximidades de rios e até mesmo dentro de areas de preservacao permanente,
garantir o isolamento da producdo aquicola com o meio externo é fundamental (Orsi &

Agostinho, 1999).
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1.2.1 Contaminacdo de estoques de cultivo

A contaminag¢dao dos estoques de cultivo é uma consequéncia da utilizacdo de
espécimes nao puras como matriz reprodutora do plantel, que resulta no aumento na taxa de
mortalidade e pouca viabilidade dos juvenis (Hashimoto et al., 2011b; Alves et al., 2014).
Muitas vezes nessas situagdes a causa passa despercebida, devido a semelhanga morfoldgica
entre as espécies puras e seus hibridos (Hashimoto et al., 2011b).

Hashimoto et al., 2011b, relataram em “Marcadores de DNA no monitoramento de
hibridos interespecificos de peixes” um caso de prestacdo de servico em que a aplicacdo dos
marcadores moleculares comprovou a contaminacdo dos estoques de cultivo da matriz
reprodutora de uma piscicultura no estado de Sdo Paulo, que estava passando por prejuizos
financeiros decorrente a alta taxa de mortalidade dos individuos e baixa viabilidade. O plantel
contava com quase 50% de individuos pds-F1, que passavam despercebidos pelo piscicultor
devido a similaridade entre eles e seus parentais (Figura 2), reforcando a importancia do uso

de técnicas diagndsticas moleculares para a identificacdo de hibridos.
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Figura 2: Padrdo de manchas em P. corruscans, P. reticulatum e no hibrido “ponto e virgula”. (a):
Pseudoplatystoma corruscans, (b): Pseudoplatystoma reticulatum, (c): hibrido “ponto e virgula”. Fonte: Blog

Pesca Gerais.

1.2.2 Invasao bioldgica de hibridos na natureza

O cruzamento espontaneo entre diferentes espécies é considerado para a maioria dos
zodlogos como um evento esporadico de baixa frequéncia, levando em conta que, na maioria
dos casos, existem barreiras pré e pds zigoticas, que favorecem um isolamento reprodutivo,
espacial, temporal e comportamental entre as diferentes espécies (Mayr, 1963). Dessa forma,
temos que a maior parte dos hibridos presentes na natureza sdo consequéncias diretas ou
indiretas de escapes ou solturas indevidas da piscicultura.

A piscicultura é considerada a principal responsdvel pela dispersdo de individuos
hibridos e espécies exdticas em novos ambientes (Welcomme 1988; Simberloff et al., 2021;
Kang et al, 2023), sendo eles potenciais vetores de bioinvasdo, uma ameaca direta a
biodiversidade local (Souza et al., 2009; Simberloff et al., 2013; Franco et al., 2022; Nicolosi et
al., 2023). Os escapes com a agua efluente, o esvaziamento dos tanques durante o manejo, as
instalagdes irregulares e, principalmente, o rompimento ou transbordamento desses em razao
de picos de cheias nao previstos durante a construgao, sdo as principais vias de introducado de
hibridos e espécies exdticas pelas atividades de cultivo (Alves et al., 2014; Sistiaga et al., 2020;
Fore & Thorvaldsen, 2021).

Os hibridos, quando em ambientes naturais, sdo potenciais ameacas para as cadeias
tréficas ja estabelecidas devido as competicdes por recurso e locais de desova que surgem
com sua introducdo (Huxel, 1999; Jensen et al., 2010). De modo geral, esses individuos tém o
mesmo impacto que as espécies invasoras, modificam a dindmica local e reduzem a

biodiversidade ecoldgica.
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A possibilidade de fixagdo dos novos organismos inseridos nesses ecossistemas varia
bastante e esta diretamente ligada ao seu desempenho bioldgico, expresso pela habilidade de
adaptacdo, pela viabilidade reprodutiva dos hibridos e pelo nivel de fertilidade que
apresentam (Prado et al., 2011b). Embora possam gerar desequilibrios ecolégicos, os hibridos
podem permanecer restritos a determinadas areas, ndo se disseminando amplamente devido
as limitacGes genéticas de adaptacdo das espécies que lhes deram origem (Prado et al.,
2011b).

A avaliacdo da fertilidade dos hibridos é de extrema relevancia quando pensamos na
conservacdo de espécies naturais, levando em consideracdo que com a possibilidade de
cruzamentos, os hibridos estabelecidos podem determinar a ocorréncia de introgressado
genética, a partir de retrocruzamentos que promovem a transferéncia de genes entre as
espécies (Allendorf et al., 2001). Esse fenOmeno é capaz de rapidamente reduzir as populacées
puras das localidades afetadas pelo evento bioldgico (Huxel, 1999; Muhfeld et al., 2009), e
proporcionar um ambiente composto por linhagens hibridas diversas. Na falta de sele¢ao forte
contra os gendtipos hibridos, a introgressdao das populacdes selvagens ira persistir

indefinidamente, mesmo se cessado a introducao desses individuos (Prado et al., 2011b).

1.3 Consideragoes sobre as espécies neotropicais Pseudoplatystoma corruscans e

Pseudoplatystoma reticulatum

As espécies P. corruscans (Spix & Agassiz, 1829), o pintado, e P. reticulatum (Eigenmann
& Eigenmann, 1889), a cachara, sdo pertencentes a familia Pimelodidae e a ordem dos
Siluriformes (Lundberg & Littmann, 2003; Buitrago-Suarez & Burr, 2007). Sua morfologia

externa é caracterizada pela auséncia de escamas corporais, sendo conhecidos como bagres
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de couro, presencga de 3 pares de longos barbilhdes, nadadeira adiposa bem desenvolvida e
manchas escuras no corpo, as quais no P. corruscans sao representadas por pontos circulares
e o P. reticulatum listras escuras (Buitrago-Sudrez & Burr, 2007). Ambos sdo categorizados
como peixes de grande porte, entretanto ha diferencas entre as espécies, que podem atingir
valores aproximados de 140 cm e 40 kg para P. corruscans, e de 114 cm e 15 kg para P.
reticulatum (Resende et al., 1996; Mateus & Penha, 2007).

Destaca-se nessas espécies o comportamento migratério durante o periodo de
reproducdo, que comeca com o inicio do periodo chuvoso e em dire¢do a cabeceira dos rios,
entre os meses de outubro e janeiro (Resende, 2003; Godinho et al., 2007). Assim como outros
bagres, anualmente realizam dois fluxos migratérios principais: entre fevereiro e setembro os
adultos permanecem nos leitos do rio, em outubro iniciam primeira migragao rio acima para
a reproducgao e posteriormente retornam com a segunda migra¢ao para a parte baixa do rio
principal para se alimentarem (Resende, 2003; Godinho et al., 2007).

Essas espécies atingem a maturidade sexual por volta dos 4 anos e meio de idade,
vivendo em torno de 15 anos, e ndo apresentam cuidado parental com a prole, que permanece
nos lagos por algum tempo apds sua eclosdo (Resende et al., 1996; Resende, 2003; Mateus &
Penha, 2007; Godinho et al., 2007). Sua distribuicdo é endémica do continente Sul Americano
e esta nas principiais bacias hidrograficas. As espécies podem ser encontradas em simpatria
na bacia do Prata, que inclui as bacias do rio Paraguai, Parana e Uruguai, percorrendo paises
como o Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai (Buitrago-Sudrez & Burr, 2007). O pintado
também é uma espécie residente da bacia do rio Sdo Francisco e cachara na bacia Amazodnica,
onde é denominada Pseudoplatystoma fasciatum (lato sensu) (Lundberg e Littman, 2003;

Buitrago-Sudarez & Burr, 2007, Carvalho-Costa et al., 2011).
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Na regido do Alto rio Paranda o pintado é a uUnica espécie nativa do género
Pseudplatystoma (Buitrago-Sudrez & Burr, 2007; Bignoto et al., 2009), entretanto, autores
como Vaini et al., 2014 ja identificaram, por meio de marcadores moleculares, a presenca de
espécimes adultos de cachara na regido, antes limitada ao Baixo rio Parana. Acredita-se que a
introducdo seja resultado de agbes antrépicas, como a construcdo do reservatério da
barragem de Itaipu, que viabilizou a mistura entre distintas ictiofaunas através no Canal da
Piracema (Julio Junior et al., 2009; Makrakis et al., 2007) e solturas indevidas por parte da
aquicultura (Prado et al., 2011; Vaini et al., 2014).

Conhecidos como predadores, sua nutricdo é baseada na ingestdo de invertebrados e
peixes de menor porte e, consequentemente, ocupam um papel ecolégico importante de
reguladores de cadeia (Resende et al., 1996). Além de sua importancia bioldgica, esses bagres
tem grande destaque econdmico, sendo apreciados na gastronomia por sua carne com
auséncia de espinhos intramusculares, e na darea esportiva em estabelecimentos como
“pesque-pague” e “pesque-solte”, pela reacdo intensa a fisgada que proporciona confronto

entre o peixe e o pescador (Crepaldi et al., 2006; Campos, 2010; Porto-Foresti et al. 2010).

1.3.1 Conservacdo da espécie Pseudoplatystoma corruscans

A popularidade das espécies no setor gastronémico, esportivo e artesanal gera uma
economia em torno desses individuos que comecam a ser explorados de forma imprudente e
ndo sustentdvel. O resultado dessa demanda sob esses pescados é a pesca excessiva desses
bagres que, associados com outras alteracbes antrépicas no ambiente, provocam pressao
sobre as espécies e consequentemente tém suas populagdes selvagens reduzidas (Araujo-Lima

& Rufino, 2003; Carolsfeld et al., 2003; Mello et al., 2009).
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Além da reducdo dos estoques naturais em razdo da exploracdo excessiva, 0s
Pseudoplatystoma, em especial o P. corruscans, sao prejudicados por alteracdes na paisagem
de seus habitats, como a instalacdo de barragens que fragmentam os rios, formando grandes
reservatérios de trechos léticos (Godinho et al.,, 2007; Nestler et al., 2012; Nogueira & S3,
2015; Orsi, et al., 2016). Por serem espécies migradoras, o isolamento populacional pelas
barragens afeta diretamente na manutencdo das populagGes a partir da reproducao (Bignotto
et al., 2009). No ano de 2022, apds andlise de especialistas que comprovaram o declinio
populacional (taxa de pelo menos 30% em relagdo a dados de trés tempos geracionais — 45
anos), o P. corruscans foi incluido no Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameagada de Extincao,
justamente pela ameaca das instalagGes de hidroelétricas no curso dos rios (Ficha de Avaliacdo
do Risco de Extin¢cdo do Pintado — ICMBio, 2019).

Os impactos significativos das barragens sobre o género Pseudoplatystoma
potencializam seus danos sobre as populacdes quando associadas a outros problemas que
afetam diretamente as populag¢Ges naturais, como a presenca de hibridos que, na maioria dos
casos, competem pelo mesmo nicho ecoldgico, gerando desequilibrios no ambiente, que
podem levar a extingdo de espécies (Sales et al., 2018). A ameaca dos hibridos sobre as
populagdes naturais é potencializada em casos de fertilidade por parte desses individuos, ja
gue possibilita o retrocruzamento com suas espécies parentais e resulta na introgressao
genética, possivel perda de fitness adaptativo e reducao da integridade genética das espécies
puras (Allendorf et al., 2001; Olden et al., 2004; Porto-Foresti et al., 2008; Hashimoto et al.,
2012b; Prado et al., 2017).

A presenca de hibridos na natureza esta cada vez mais comum, em decorréncia da
degradacdo de ambientes, introducdo de espécies, escapes e introducbes indevidas da

piscicultura, e mudancas nas distribuicbes das espécies em razdo das mudancas climaticas
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(Rhymer & Symbeloff, 1996; Allendorf et al., 2001; Scribner et al., 2001). Em 2012, Prado et al
identificaram hibridos F1 e pds-F1 em rios da bacia do Alto Parana, rio Parana e Mogi-guacu,
e da sub-bacia do Paraguai, rio Aquidauana. Entre as 186 amostras analisadas, previamente
identificadas como puros por métodos diagndsticos morfoldgicos, 10 eram hibridos da
linhagem F1 e um exemplar tratava-se de um hibrido avancado, coletado no rio Mogi-guacu.
Os espécimes eram, em sua maioria, “cachapintas” (P. reticulatum ? X P. corruscans &),
destague na producdo piscicola pela maior facilidade de reproducdo, maior periodo
reprodutivo (Resende et al., 1996; Godinho, 2007) e melhor resposta a inducdo hormonal, e
por deterem melhor desempenho que a “pintachara” em taxas de crescimento e
desenvolvimento (P. corruscans ? X P. reticulatum &) (Porto-Foresti et al., 2008, 2010; Campos,
2010, Prado et al., 2011b).

A identificagao desses individuos provenientes de coletas no ambiente foi associada a
escapes e introducdo de peixes de estoques de cultivo, onde a manipulacdo genética,
frequentemente, ndo é acompanhada de eficientes programas de monitoramento e
fiscalizagdo (Orsi & Agostinho, 1999; Fernandes et al., 2003; Hashimoto et al., 2011, 2014;
Prado et al., 2012). Outros autores, também ja relataram a introducdo de hibridos relacionada
as atividades de pescaria esportiva e piscicultura em varias partes do Brasil (Hashimoto et al.,
2010; Prado et al., 2012, 2017; Vaini et al., 2014; Yabu et al., 2018; Lima et al., 2019).

A mitigacdo dos efeitos da hibridacdo no meio ambiente conta com o auxilio de
projetos voltados a protecao do pintado, categorizado como vulnerdvel em 2022 pelo ICMBio.
Em destaque, temos o Plano de Recuperacao do Pintado, que define os critérios para a pesca
desse peixe, e o Plano de Acao Nacional para a Conservacgao das Espécies de Peixes Ameacadas

de Extincdo da Bacia do Alto Rio Parana — PAN Alto Parand, que tem como objetivo prevenir e
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mitigar impactos das espécies em situagdo de risco na regido de estudo a partir da colaboragao
de pesquisadores que atuam em suas areas especificas.

A ameaca dos hibridos para os estoques naturais ainda ndo foi contida, mesmo com
estudos que comprovam sua presenca no ambiente e alertam sobre os riscos ecoldgicos e
genéticos, principalmente para as espécies parentais. Contornar a situacdo ja avancada das
linhagens hibridas é um trabalho complexo, uma vez que ndo hd amparo legislativo especifico
para a producdo e manejo desses individuos, que auxiliem na contencdo de escapes
(Hashimoto et al., 2014; Nobile et al., 2020), e por estarmos lidando com anos de praticas de
manejo indevidas, que intensificam os riscos sob as espécies, com énfase para o P. corruscans,

presente listado em lista de animais em risco de extingao, e favorecem as populagdes hibridas.

1.4 Ferramentas para o monitoramento genético aplicado a conservagao

Os peixes hibridos sdo formados pelo cruzamento entre espécies ou linhagens distintas
gue originam individuos de caracteristicas intermedidrias (Mayr, 1963). A diferenciacdo entre
as espécies puras e os hibridos, portanto, ndo é eficaz quando apenas baseada em evidéncias
morfoldgicas, principalmente, quando trata-se da identificacdo em fase larval e juvenil, ou em
casos de hibridos avancados, que se assemelham muito a uma das espécies parentais (Porto-
Foresti et al., 2010; Hashimoto et al., 2011). Em decorréncia da imprecisdo dos métodos
diagndsticos morfolégicos, a diferenciacao efetiva das espécies deve ser baseada no conteldo
genético dos exemplares sob andlise, uma vez que o genoma esta repleto de polimorfismos,
tanto na regido nuclear quanto na mitocondrial, capazes de distinguir perfis genéticos a partir

dos marcadores moleculares espécie-especificos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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Os taxons podem ser distinguidos utilizando marcadores moleculares diagndsticos
monomorficos entre as espécies, que sdo caracterizados por possuirem pouca variacdo (genes
nucleares conservados e SNPs — Single Nucleotide Polymorphism), ou marcadores multialélicos
polimérficos (microssatélite ou SSR — Simples Sequence Repeat), que além de identificar
espécies podem acessar a diversidade genética e detectar a frequéncia e tamanhos alélicos
(Schwartz et al., 2007).

Para a identificacdo de hibridos, as regiGes relativamente conservadas do genoma
nuclear (nDNA), como os genes que acumulam diferencas em nivel de espécie sem variacao
intraespecifica, sdo Uteis devido a seu carater de marcador biparental (sdo geneticamente
heterozigotos) (Hashimoto et al., 2011a; Porto-Foresti et al., 2011) e providenciam uma
melhor compreensdo das misturas genéticas e introgressao, permitindo explorar melhor a
hibridagdo e seus impactos na diversidade genética (Diaz-Arce et al., 2024; Arnold, 1997). Ja o
DNA mitocondrial, por ser uma heranga exclusivamente materna em peixe, com altas taxas
evolutivas e facilidade de isolamento (Moritz et al., 1987), possibilita a determinacdo da
espécie parental materna envolvida no cruzamento, hibridos reciprocos e no entendimento da
direcdo de eventos de hibridagdo em estoques selvagens (Avise, 1986; Broughton et al., 2011;
Cao et al., 2024).

Técnicas embasadas em polimorfismo espécie-especifico, como o PCR-Multiplex
(Polymerase Chain Reaction) e o PCR-RFLP (Restriction Fragmente Lenght Polymorphism), sdo
eficazes, de baixo custo e fornecem resultados rapidos (Porto-Foresti et al., 2013), sendo a
melhor opc¢do para estudo de reconhecimento de espécies.

Em relagdo aos hibridos avancados, os pds-F1, a distincdo entre os individuos hibridos
e membros das populagdes parentais submetidos a introgressdo, é complexa (Rhymer &

Simberloff, 1996), por conta do alto nimero de combinacdes genéticas resultantes de
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intercruzamentos de hibridos entre si ou retrocruzamento com suas espécies parentais
(Toledo-Filho et al., 1994, 1998; Scribner, 2001).

As andlises moleculares devem ser orientadas pelo histérico das espécies trabalhadas,
no caso do hibrido P. corruscans X P. reticulatum, temos um cruzamento popular na piscicultura
e que ja teve seu hibrido relatado em ambientes naturais (Hashimoto et al., 2010; Gomes et
al., 2012; Prado et al., 2012, 2017; Vaini et al., 2014; Yabu et al., 2018; Lima et al., 2019), logo
temos que considerar taxas mais altas de introgressao. Em virtude disso, a utilizacdo de apenas
um alelo diagndstico (um marcador molecular) para hibridos pés-F1 poderd gerar como
resultado uma homozigose como seu parentais ou heterozigose como um hibrido F1 (Toledo-
Filho et al., 1994; Allendorf et al., 2001). Para evitar esses tipos de resultados erréneos para
hibridos avangados, recomenda-se a utilizacdo de um conjunto de marcadores nucleares, para
que seja capaz de ocorrer a identificacdo de hibridacdo introgressiva (Sanz et al., 2009;
Allendorf et al., 2010).

Os marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) sdo repeticdes em
tadem de dois a seis pares de base, distribuidas por todo o genoma nuclear, altamente
polimérficas (Ferreira & Grattapaglia, 1998) e que podem fornecer marcadores adicionais na
diferenciacdo entre espécies parentais e hibridos, tendo em vista que os alelos parentais sao
transmitidos a prole pela heranca mendeliana cldssica (Kang et al., 2011). Além disso, esses
marcadores sdao os mais utilizados em analises de genética de populagdes (Diyie et al., 2021)
permitindo o acesso a diversidade genética e detecgcdo de estruturacao, gracas ao seu perfil

de codominancia e polimorfismo (Ciofi et al., 2011; Vu et al., 2024).
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2 OBIJETIVOS

Tendo em vista o estado atual de conservagao do bagre Pseudoplatystoma corruscans,
o pintado, e as implicagGes dos hibridos sobre as populagdes naturais, o presente trabalho tém
como principal objetivo colaborar com a a¢ao 5 do Projeto Pro-Pardo, o Plano de A¢ao Nacional
para a Conservagdo das Espécies de Peixes Ameacgadas de Extincdo (PAN), o qual busca
conhecer, prevenir e mitigar impactos sobre as espécies sob risco de extin¢do e preservar seus

habitats localizados nos rios pertencentes ao Alto do rio Parana. Em suma, esse trabalho visa:

1) realizar um monitoramento genético, por meio dos marcadores moleculares, do ambiente
natural, e verificar a possivel ocorréncia de hibridos na natureza e ainda se estes animais estao
se reproduzindo e retrocruzando com seus parentais;

2) analisar a frequéncia de ocorréncia de peixes hibridos das espécies de P. corruscans e P.
reticulatum, localizados nos rios pertencentes a bacia do Alto do rio Parand, que estejam na
abrangéncia do PAN — Alto Paran3;

3) promover a ordenacdo de dados bioldgicos das linhagens parentais e hibridas que
representem informagdes importantes, com relagao a situagao atual das populag¢des naturais
de P. corruscans e P. reticulatum no que diz respeito a sua integridade genética, para fins de
conservagdo destas espécies;

4) com base em dados genéticos, obter subsidios para propor aos érgdaos competentes que
seja realizado uma fiscalizacdo da producao destes hibridos em pisciculturas, o que permitira
um controle adequado sobre o uso destes animais de forma a minimizar os impactos negativos

para o meio ambiente.

23



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostragem do material bioldgico

O material analisado foi coletado e concedido para a pesquisa pelo Centro Nacional de
Pesquisa e Conservacdo da Biodiversidade Aquatica Continental - CEPTA/ICMBIo, instituicdo
responsavel pela coordenacdo do PAN Alto Parana, plano o qual o presente trabalho é
contribuinte.

Foram analisadas amostras de nadadeira de individuos adultos pertencentes a trés rios
da regido do Alto Parana: o Grande, o Pardo e o Mogi-guacu (Figura 3). As coletas do rio Grande
foram realizadas na cidade de Colémbia-SP (20° 10’ 33" S, 48° 41’ 20" Q), ja as do rio Pardo e
Mogi-guagu nado tiveram o local exato da coleta repassados. No total, 78 individuos foram
coletados, sendo 53 exemplares do rio Grande, coletados em junho de 2018, 14 do rio Pardo
e 11 do rio Mogi-guacu, ambos coletados entre os anos de 2023 e 2024.

Os individuos amostrados nos rios Pardo e Mogi-guacu, vieram acompanhadas de uma
identificacdo inicial, baseada na morfologia, e realizada pelos responsaveis da coleta.
Posteriormente, os resultados com base morfolégica e molecular foram comparados para
demonstrar a importancia dos marcadores moleculares diagndsticos no levantamento de

hibridos (Tabela 1).
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Figura 3: Localizacdo dos rios analisados. Em azul temos o rio Grande, em verde o rio Pardo e em roxo o

rio Mogi-guacu. Destacado em vermelho temos a cidade de Colombia, local de coleta do rio Grande.

Tabela 1: comparacdo entre os resultados com base morfoldgica (identificacdo inicial) e molecular

Numero da amostra Local de coleta  Identificagdo morfoldgica Identificagdo molecular
18042 Rio Pardo P. reticulatum Hibrido pds-F1
18043 Rio Pardo P. reticulatum Hibrido pds-F1
18044 Rio Pardo P. reticulatum Hibrido pds-F1
18045 Rio Pardo P. corruscans Hibrido pds-F1
18046 Rio Pardo P. corruscans Hibrido pds-F1
18047 Rio Pardo P. reticulatum P.reticulatum
18048 Rio Pardo P.reticulatum P.reticulatum
18049 Rio Pardo P. corruscans Hibrido pds-F1
18050 Rio Pardo P. corruscans Hibrido pds-F1
18051 Rio Pardo P. corruscans Hibrido pds-F1
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Numero da amostra

Local de coleta

Identificagdo morfoldgica

Identificagdo molecular

18052

18053

18054

18055

18056

18057

18058

18059

18060

18061

18062

18063

18064

18065

18066

Rio Pardo

Rio Pardo

Rio Pardo

Rio Pardo

Rio Mogi

Rio Mogi

Rio Mogi

Rio Mogi

Rio Mogi

Rio Mogi

Rio Mogi

Rio Mogi

Rio Mogi

Rio Mogi

Rio Mogi

P.corruscans

P. reticulatum

P. reticulatum

P.corruscans

P. reticulatum

P.corruscans

P.corruscans

P.corruscans

P.corruscans

P. reticulatum

P.corruscans

P.corruscans

P.corruscans

P. reticulatum

P. reticulatum

Hibrido pds-F1

P. reticulatum

P. reticulatum

P.corruscans

P. reticulatum

Hibrido pds-F1

Hibrido pds-F1

Hibrido pds-F1

Hibrido pds-F1

Hibrido pds-F1

Hibrido pds-F1

P. reticulatum

P. reticulatum

P.corruscans

Hibrido pds-F1

As nadadeiras, ap6s coletadas, foram fixadas em alcool absoluto e encaminhadas ao

Laboratério de Genomica e Conservacao de Peixes (LAGENPE), localizado na Unesp campus

Bauru.

3.2 Extracao de DNA
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Os fragmentos de tecido foram submetidos ao processo de extragao de DNA, utilizando

o Kit comercial “Wizard Genomic DNA Purification Kit — Promega”, de acordo com o seguinte

protocolo:
1. Numerar duas séries de tubos de microcentrifuga (1,5ml);
2. Retirar um fragmento de tecido, secar em papel toalha para retirar o alcool, colocar no

tubo de microcentrifuga e levar para estufa, a 372C, por aproximadamente 10 min;

3. Adicionar 300 pL de Nuclei Lysis Solution ao tecido;

4. Adicionar 4 uL de Proteinase K e passar pelo voértex;

5. Realizar a picotagem do tecido, a fim de facilitar a digestao;

6. Incubar em banho-maria, a 602C, por 2 horas (vortexar sempre que possivel);

7. Retirar do banho-maria e deixar voltar a temperatura ambiente;

8. Adicionar 2,5 uLde RNAse, misturar por inversao (5x) e levar para estufa (ou em banho-

maria), a 379C, por 30 min;

9. Retirar da estufa e deixar voltar a temperatura ambiente, por 5 min;

10. Adicionar 200 pL de Protein Precipitation solution e vortexar por 20s;

11. Levar ao gelo por 5 min;

12. Centrifugar por 4 min a 14.000 rpm;

13. Transferir o sobrenadante para a segunda série de microtubos e adicionar 600 plL de
Isopropanol gelado e misturar por inversao (5x);

14. Centrifugar por 4 min a 13.000 rpm e descartar o sobrenadante.

15. Adicionar 600 pl de etanol 70% a temperatura ambiente e centrifugar por 4 min a
13.000 rpm.

16. Descartar o sobrenadante e deixar secar em temperatura ambiente overnight ou em

estufa por cerca de 1h.
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17. Adicionar 35 pl de DNA rehydration solution por 12h em temperatura ambiente ou por
1h a 60°C.
O DNA gendmico extraido foi quantificado em gel de agarose 1% através da

comparagdo com o padrdo do marcado Low DNA Mass Ladder (Invitrogen).

3.3 Amplificagao dos marcadores diagndsticos

Seguido da extracdo de DNA, executou-se a aplicacdo de 5 marcadores diagndsticos
pela técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) no formato multiplex. Foram aplicados 4
genes nucleares, sendo eles, RAG2 (Recombination activating gene 2), GLOBINA (B globina),
EF1-a (Nuclear elongation factor), o Prt36 (marcador do tipo microssatélite), e um gene
mitocondrial, o 16S.

Esse conjunto de marcadores (Tabela 2) foi utilizado por possibilitar a identificacdo da
linhagem materna dos hibridos, por meio do marcador mitocondrial, assim como seu estagio
de hibridacdo, linhagem recente ou avancada, pela comparacdo dos resultados fornecidos
pelos marcadores da regido nuclear.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, com
concentragdo 2%. Misturado as amostras, aplicou-se um mix de Gel Red Nucleic Acid (Biotium)
(0,5 uL por amostra), que garante a fluorescéncia, e Blue Juice Loading Buffer (Invitrogen) (1,25
uL por amostra), que fornece o peso molecular adequado para a corrida. A andlise dos
resultados, no formato de bandas, ocorreu pela comparacdo do tamanho dos fragmentos
amplificados com os marcadores de peso molecular e concentracdo, MassRuler Low Range
DNA Ladder e Star 1kb DNA (Cellco), visualizados por intermédio do transiluminador (Loccus

biotecnologia) e capturados pela camera OLYMPUS, C-5060.
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Tabela 2: Sequéncia de primers dos genes nucleares, mitocondrial e microssatélites utilizados para a identificagdo

dos espécimes.

Primer Sequéncia* Referéncias
16SF ACGCCGTTTATCAAAAACAT Palumbi, 1996
16SR CCGGTCTGAACTCAGATCCGT Palumbi, 1996

165 PcF TGACGATCCTATCCGGCTAT Pradoetal., 2011a

16S PrR TACCTGTTATTGGGTTGTA Pradoetal., 2011a
RAG2 Silu F CCTGAGTGCTACCTATTCATGGA Prado etal., 2011a
RAG2 Silu R CTTGGGAGGAGAGACCATC Prado etal., 2011a
RAG2 PcR AACTCCACCACTCTGAATAAATG Pradoetal., 2011a
RAG2 PriIR CAGTTCCAGGTCTCTGTGGTT Pradoetal., 2011a
EF1a835F ATTGGAACTTACCTGTGG Moyer et al., 2004
EF1a1417R CAGCCTTCTGTGCAGACTT Moyer et al., 2004
EFla PcR CAACAATGCACGCATCTCT Hashimoto et al., 2013a
EFlo PrF ATAAAGACCCAGACAAGATCG Hashimoto et al., 2013a
Glob Silu F TCAATATGGTTCATGGACAGA Hashimoto et al., 2013a
Glob Silu R CCAGAAGCTGAAAGTAGACAGT Hashimoto et al., 2013a
Glob PcR CAGCCACTTGGGGTTTCCT Hashimoto et al., 2013a
Glob PrF GGTACGTCTATCTCAGTAATTGAAA Hashimoto et al., 2013a
Prt36 F ACCGAGCACAGCACAGAAC Prado etal., 2014
Prt36 R AAGGCAATGGTTGGAAGAA Prado etal., 2014

*Sequéncia na ordem 5’ —3’, Silu: Siluriformes, F: forward, R: reverse, em negrito estdo os primers espécie-especificos

3.3.1 Genes nucleares

A amplificacdo dos genes nucleares RAG2, GLOBINA e EF1a, foi feita a partir da técnica

de PCR-Multiplex, com primers universais para a ordem dos Siluriformes e os primers espécie-

especifico. A PCR teve como volume final 25ul, com excec¢do do gene EF1a, de volume final

igual a 13,1ul. As seguintes reac¢Oes foram utilizadas, junto a seus respectivos programas no

termociclador Applied Biosystems (Tabela 3).
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Tabela 3: ReacgGes e protocolos do termocilador utilizados para cada gene nuclear.

Gene Reagdo Programa termociclador
Reagentes Concentragdo final  Temperatura Tempo
16,1 uL de H20 PCR ultra pura
3,0 uL de dNTP mix 100mM
2,0 uL de PCR buffer 1X
0,75 uL de MgCI2 50mM 95°C 5 min
RAG2 0,6 uLde RAG2SiluR 10uM 95°C 30s
0,6 uLde RAG2 Silu F 10uM 58°C 30s
0,6 uL de RAG2 PcR 10uM 72°C 10s
0,35 uL de RAG2 PrR i 10uM 72°C 10 min
0,1 uLde Taq Polymerase 5U/uL
1,0 uL de DNA 10-30ng/ulL
25uL
17,35 uL de H20 PCR ultra pura
1,5 uL de dNTP mix 100mM
2,5 uL de PCR buffer 1X 95°C 5 min
0,75 uL de MgCI2 50mM 95°C 30s
Globina 0,5uLdeGlob SiluR 10uM 59°C 30s
0,5 uLde Glob Silu F 10uM 72°C 20s
0,5 uL de Glob PcR 10uM 72°C 10 min
0,3 uL de Glob PrF 10uM
0,1 uL de Taq Polymerase 5U/uL
1,0 uL de DNA 10-30ng/ulL
25uL
8,75 uL de H20 ultra pura
0,25 uL de dNTP mix 100mM
1,25 uL de PCR buffer 1X 95°C 5 min
0,75 uL de MgCI2 50mM 95°C 30s
EFla 0,25uLde EF1a835F 10uM 59°C 30s
0,25uLdeEFla 1417 R 10uM 72°C 20s
0,25ulL de EF1la PcR 10uM 72°C 7 min
0,25ulL de EFla PrF 10uM
0,1 uL de Taq Polymerase 5U/uL
1,0 uL de DNA 10-30ng/ulL
13,1 uL

3.3.2 Gene mitocondrial

Apenas um gene mitocondrial foi amplificado, a fim de diferenciar as linhagens hibridas
“pintachara” e “cachapinta” e identificar retrocruzamentos, a partir da identificacdo da

heranca mitocondrial materna. A PCR foi feita seguindo os seguintes critérios (Tabela 4):
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Tabela 4: Reacdo e protocolo do termocilador utilizados para o gene mitocondrial 16S.

Gene Reagdo Programa termociclador
Reagentes Concentragdo final Temperatura Tempo
15,45 ul de H20 ultra pura
3,0 uL de dNTP mix 100mM
2,0 uL de PCR buffer 1X
0,75 uL de MgClI2 50mM 95°C 5 min
16S 0,7uLde 16SR 10uM 95°C 30s
0,5uLde 16SR 10uM 57°C 30s
0,25 uL de 16S PcF 10uM 72°C 10s
1,25 uL de 16S PrR 10uM 72°C 10 min
0,1 uL de Taq Polymerase 5U/uL
1,0 uL de DNA 10-30ng/ulL
25uL

3.3.3 Microssatélites

Os marcadores microssatélite (SSR) sdo usualmente utilizados em analises de genética
de populacdes (Diyie et al., 2021) por permitir acessar a diversidade genética e deteccao de
estruturacdo (Ciofi et al, 2011; Vu et al., 2024). Ademais, devido ao alto polimorfismo,
diferencas em relagdo ao numero de repeticbes em tandem entre as espécies permite a
aplicacdo dos SSR como marcadores moleculares diagndsticos. Prado et al., 2014, desenvolveu
e caracterizou 16 microssatélites para o bagre neotropical Pseudoplatystoma reticulatum, com
transferabilidade para a espécie Pseudoplatystoma corruscans. Seis dos 16 loci nao
apresentaram sobreposicdo alélica entre o tamanho dos fragmentos caracteristicos de cada
uma das espécies, podendo ser aplicado em estudo diagnésticos de hibridos.

O Prt36, aplicado no estudo, foi o microssatélite que apresentou maior distancia entre
os fragmentos caracteristicos de cada espécie, sendo ideal para visualizacdo do resultado em

gel de agarose 2%. As condicGes da PCR foram as seguintes (Tabela 5).

31



Tabela 5: Reacdo e protocolo do termocilador utilizados para a amplificagdo do microssatélite Prt36.

Microssatélite Reagdo Programa termociclador

Reagentes Concentragdo final Temperatura

Tempo

10,35 uL de H20 ultra pura

0,75 uL de dNTP mix 100mM

1,5 uL de PCR buffer 1X 95°C

0,9 uL de MgCl2 50mM 94°C
Prt36 0,6 uLdePrt36F 10uM 58°C

0,6 uLdePrt36R 10uM 72°C

0,1 uL de Taq Polymerase 5U/ulL 72°C

1,0 uLde DNA 10-30ng/ulL

15uL

10 min
45s
50s
50s

10 min

3.4 Avaliagao de hibridos e introgressao por marcadores moleculares

Os exemplares coletados no ambiente foram identificados através dos padrdes de

banda diagndsticos de cada marcador (Tabela 6). As espécies puras apresentam os marcadores

monomorficos espécie-especificos para todos os genes analisados. Os hibridos F1 sao

caracterizados pela heterozigose para todos os marcadores nucleares. Ja nos hibridos pds-F1

observa-se resultados variaveis entre os marcadores nucleares e até mesmo em comparagao

com o mitocondrial, utilizado no estudo para a identificacdo da fémea dos cruzamentos. Os

hibridos avancados podem pertencer a linhagens hibridas F2, F3, etc ou retrocruzamentos.

Tabela 6: Tamanho em pares de base dos fragmentos diagndsticos caracteristicos para as espécies P. corruscans

eP. reticulatum.

Fragmento diagndstico (pb)

Técnica Gene Referéncia |
Pr Pc
RAG 2 550,290 550,330 Prado et al., 2011
PCR-Multiplex DNANn
Globina 569,137 569,304 Hashimoto et al., 2013a
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Fragmento diagnadstico (pb)

Técnica Gene Referéncia |
Pr Pc
EFla 800,630 800,520 Hashimoto et al., 2013a
DNAmt 16S 650,400 650,200 Prado et al., 2011
PCR-Singleplex DNAN Prt36 232-252 329405 Prado et al., 2014

DNAnN: DNA nuclear, DNAmt: DNA mitocondrial, Pr: P. reticulatum, Pc: P. corruscans, pb: pares de bases

4 RESULTADOS

Apds a andlise comparativa dos resultados de cada marcador, foi detectado a
frequéncia de aproximadamente 77% (60) de hibridos avancados na amostragem total,
enguanto os puros representaram 14% (11) para a espécie P. corruscans e 9% (7) para P.
reticulatum. Avaliando os rios individualmente obtivemos: rio Grande: =83% (44) de hibridos
pos-F1 e =17% (9) de P. corruscans; rio Pardo: =64% (9) de hibridos pds-f1, =7% (1) de P.
corruscans e =28% (4) de P. reticulatum e rio Mogi-guagu: =64% (7) de hibridos pds-F1, =27%
(3) de P. reticulatum e =9% (1) de P. corruscans.

Para todos os locais amostrados temos o dominio de hibridos avancados sobre as
espécies parentais puras, no caso do rio Mogi todas as amostras eram pertencentes a hibridos

pds-F1. Na tabela 7 podemos observar os resultados de todas as amostras para cada um dos

marcadores.

Tabela 7: Resultado observado a partir da aplicagdo dos marcadores diagndsticos.

16S RAG2 GLOBINA EFla Prt36
Rio Numero da amostra  Fenétipo Classificagdo

Pr Pc Pr Pc Pr  Pc Pr Pc Pr Pc

18042 PP X -1 X -1 X X X - X -i Hp
Pardo 18043 Pro - XX -i - X iX -iX X Hp
18044 Pro - XX -1 - X iX -iX X  Hp
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16S RAG2 GLOBINA EFla Prt36
Rio Numero da amostra  Fendtipo Classificagdo
Pr Pc Pr Pc Pr Pc Pr Pc Pr Pc
18045 Pc - XiX O Xio- Xi- XiX X Hp
18046 Pc - XiX X§o- Xi- XiX X Hp
18047 Pr X -iX -1 X - i X =i X - Pr
18048 Pr X -iX -1 X - i X =i X - Pr
18049 Pc - Xi X Xio- X - Xi X X Hp
18050 Pc - Xi X Xio- X - Xi X X Hp
18051 Pc - Xi X Xio- X - Xi X X Hp
18052 Pc X -iX Xi - X i- XiX X Hp
18053 Pr X -iX -i X - i X -i X - Pr
18054 Pr X -iX -i X - i X - X - Pr
18055 Pc - Xi- Xio- X Xi- X Pc
18056 Pr X -iX X - i X =i X - Pr
18057 Pc S OXEX O XE - X P XiX - Hp
18058 Pc - Xi X X X i X XiX X Hp
18059 Pc - XiX O X§o- Xi- Xi- X Hp
18060 Pc - Xi X Xio- X - Xi X X Hp
Mogi-guagu 18061 Pr S OXEX XEP - X i- XiX - Hp
18062 Pc - Xi X Xio- X - Xi X X Hp
18063 Pc X -iX -i X - i X - X - Pr
18064 Pc X -iX -1 X - i X =i X - Pr
18065 Pr - Xi- Xio- Xi- Xi- X Pc
18066 Pr - XiX OX§ - Xi- Xi- X Hp
11414 - - Xi- Xio- Xi- Xi- X Hp
11415 - - Xi- Xio- Xi- Xi- X Pc
11416 - - Xi- Xio- X iX Xi- X Hp
11417 - - Xi X Xi - X - Xi- X Hp
11418 - - Xi- Xi X X i- Xi- X Hp
Rio Grande 11419 - - Xi- Xi X X - XiX X Hp
11422 - - Xi- Xio- X i X Xi- X Hp
11423 - - Xi X -i X X - Xi- X Hp
11474 - - Xi- Xio- X i X XiX X Hp
11475 - - X Xi - X i X XiX - Hp
11476 - - X Xi - Xi- Xi- X Pc
11477 - - X Xi X X i X Xi- X Hp
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16S RAG2 GLOBINA EFla Prt36
Rio Numero da amostra  Fenétipo Classiticagao
Pr Pc Pr Pc Pr  Pc Pr Pc Pr Pc
11478 - - Xi X -0 - XiX -iX X Hp
11479 - - Xi- Xi X Xi- XiX X Hp
11480 - - Xi- Xi - Xi- Xi- X Pc
11481 - - Xi X -1 X X i X XiX X Hp
11482 - - XiX -8 X X i- Xi- X Hp
11483 - - Xi- Xi X X i X XiX - Hp
11484 - - Xi- Xi X Xi- XiX X Hp
11485 - - Xi- Xio- Xi- XiX - Hp
11486 - - Xi- Xi X X i X Xi- X Hp
11487 - - Xi- Xi X X i- XiX X Hp
11488 - - Xi- Xio- Xi- Xi- X Pc
11489 - - Xi- Xio- Xi- XiX X Hp
11490 - - Xi- Xi X X i- XiX X Hp
11491 - - Xi- Xi X Xi- Xi- X Hp
11492 - - XiX -8 X X i- XiX X Hp
11493 - - Xi- Xi X X i- Xi- X Hp
11495 - - Xi- Xi X X iX o-i- X Hp
11496 - - Xi- Xi X XiX -iX X Hp
11497 - - XX -8 X X iX Xi- X Hp
11498 - - Xi- Xi X X i- Xi- X Hp
11499 - - XX -8 X X i- Xi- X Hp
11500 - - Xi- Xi X X i X X - Hp
11501 - - Xi- Xi X Xi- Xi- X Hp
11502 - X -i- Xi - Xi- Xi- X Hp
11503 - - Xi- Xi X X i X X - Hp
11504 - - XiX -8 X X iX Xi- X Hp
11505 - - Xi- Xi X X i- Xi- X Hp
11506 - - Xi- Xi - XX Xi- X Hp
11507 - - Xi- Xi - Xi- Xi- X Pc
11508 - - Xi- Xi - Xi- XiX X Hp
11509 - - Xi- Xio- Xi- Xi- X Pc
11510 - X -i- Xi - Xi- Xi- X Hp
11511 - - Xi- Xio- Xi- Xi- X Pc
11512 - - Xi- Xio- Xi- Xi- X Pc
11513 - - Xi- Xio- Xi- Xi- X Pc
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16S RAG2 GLOBINA EFla Prt36

Rio Numero da amostra Fendtipo Classificagdo
Pr Pc Pr Pc Pr Pc Pr Pc Pr Pc

11514 - X -i- Xi - X i- Xi- X Hp
11515 - - Xi- Xio- X iX Xi- X Hp
11516 - - Xi X -1 X X iX Xi- X Hp
11517 - X -i- Xi X X iX -iX - Hp
11518 - X -i- Xi X Xi- XiX X Hp
11519 - Xi- Xi - X iX XiX X Hp

Pc: P. corruscans, Pr: P. reticulatum, HP: hibridos pds-F1, X: alelo presente.

Ja na tabela 8 baixo temos o nimero exato de exemplares para cada uma das linhagens,

enqguanto na figura 4 vemos a proporcao das linhagens sobre o total analisado em cada rio.

Tabela 8: Resultado da identificagdo das amostras dos rios Grande, Pardo e Mogi-guacu apds aplicagdo dos

marcadores moleculares e mitocondrial.

Localidade Epoca de coleta Total
Pc Pr H1 HP

rio Grande 2018 9 0 0 44 53
rio Pardo 2023-2024 1 4 0 9 14
rio Mogi-Guagu 2023-2024 1 3 0 7 11
Total 11 7 0 60 78

N: nimero amostral, Pc: P. corruscans, Pr: P. reticulatum, H1: hibridos F1, HP: hibridos pds-F1

B HP H1 B Pr W Pc
80

40

20232024
20232024

20

Grande Pardo Mogi-guacu
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Figura 4: Proporgao de individuos por linhagem em cada um dos rios analisados. HP: hibrido pds-F1; H1: hibridos

F1; Pr: Pseudoplatystoma reticulatum; Pc: Pseudoplatystoma corruscans.

A identificacdo dos individuos, foi realizada a partir da comparagdo entre os resultados
de cada um dos marcadores moleculares diagndstico, visualizados em gel de agarose (Figura
5).

Abaixo podemos observar trés amostras identificadas como P. corruscans, P.
reticulatum e um hibrido avancado (pds-F1), percebe-se que para as espécies puras ha
homozigose para todos os marcadores, enquanto o hibrido temos a variacao dos resultados,

apresentando tanto homozigoses quanto heterozigoses.

* P.cr. Pr Pcl Prl Hpl “Pe~« :Pr- Pgcl :Rel- Hpl <Re -Pir- Pgl “Prl Hpl

GLOBINA

Pirs -Picl PH -Hpl Pl “Rrl ‘Hpl

Figura 5: Identificacdo de 3 individuos por meio da comparacdo dos resultados dos marcadores nucleares e
mitocondrial. A: marcadores 16S, RAG2 e GLOBINA; B: marcadores Efl-alfa e Prt36; Pc: Pseudoplatystoma
corruscans controle; Pr: Pseudoplatystoma reticulatum controle; P.c1: amostra identificada como pintado; P.r1:

amostra identificada como cachara; Hp1: amostra identificada como hibrido pos-F1.
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Vale ressaltar que as amostras coletadas nos rios Pardo e Mogi-guagu tiveram uma
identificacdo inicial, feita pelos colaboradores, baseada na morfologia. Dos 25 exemplares
apenas 8 determinacdes estavam corretas, um espécime da espécie P. corruscans e 7 de P.

reticulatum.

5 DISCUSSAO

5.1 Levantamento bibliografico de deteccdes de hibridos no Alto rio Parana

Estudos com enfoque no levantamento e identificacdo de individuos hibridos na regido
do Alto rio Parana ja foram publicados por outros autores, como Prado et al., 2012, 2017 e
Vaini et al., 2014. Os exemplares utilizados nesses estudos foram coletados entre os anos de
1998 e 2011, nos rios Parand, Mogi-guacu, Verde, Paranapanema, Dourados, lvinhema Iguacu
e Brilhante, todos integrantes da bacia do Alto rio Parana. Os resultados adquiridos (Tabela 9)
servem de base para compreender o avanco e perpetuacdo dos hibridos em ambientes
naturais, e os efeitos disso para as popula¢Ges selvagens de P. corruscans, atualmente em

estagio vulnerdvel de ameaca.

Tabela 9: Resultados obtidos nos trabalhos utilizados como bibliografias para o levantamento da detec¢do de

hibridos na regido do Alto rio Parana.

Bibliografia Rio Periodo de coleta n P.corruscans P.reticulatum H.F1 H.pds-F1
Parana 51 49 0 2 0
Pradoetal., 2012 yerde 2003-2008 14 14 0 0 0
Mogi-guagu 10 5 0 4 1
Parana 49 35 14 0 0
Prado et al., 2017 1998 -2011
_Verde 43 43 0 0 0
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Bibliografia Rio Periodo de coleta n P.corruscans P.reticulatum H.F1 H. pds-F1

Mogi-guagu 43 11 14 10 8
Ivinhema 19 19 0 0 0
Paranapanema 34 30 4 0 0
Iguagu 19 5 14 0 0
Dourados 90 45 1 34 10
Vainiet al.,, 2014 lvinhema 2007- 2012 49 18 1 22 8
Brilhante 11 3 0 5 3
Total 432 277 48 77 30

n: nimero amostral; H.F1: hibridos da linhagem F1; H. pds-F1: hibridos pds F1

Ao comparar os resultados obtidos nesse trabalho com os trabalhos anteriores, as
principais divergéncias entre eles sdo o aumento da ocorréncia de hibridos na natureza, em
especial a de hibridos avancados, e a procedéncia dos hibridos, isto é, por qual via esses
hibridos foram introduzidos.

Nos exemplares analisados por Prado et al., 2012, 2017 e Vaini et al., 2014, hibridos
foram identificados, majoritariamente como pertencentes a geracdo F1 e linhagem
“cachapinta”. A interpretacao dos resultados levou a associacdo desses hibridos a escapes de
pisciculturas e pesque-pague, pelo fato da piscicultura priorizar a producao dessa linhagem,
gracas ao melhor desempenho em relacao a taxas de crescimento e desenvolvimento (Porto-
Foresti et al., 2010; Campos, 2010), além da maior facilidade de reproducdo com a cachara
sendo fémea por possuir maior periodo reprodutivo e melhor resposta hormonal (Resende et
al., 1996; Godinho, 2007; Campos, 2010).

Hibridos avancados também foram identificados, entretanto, em menor quantidade
guando comparada as espécies puras e hibridos F1. Os autores associaram a ocorréncia dos

hibridos pds-F1 a fertilidade comprovada por Prado et al., 2012b, via andlise citogenética, e
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corroborada por Freitas-Souza et al., 2022, com a identificagdo molecular de ovos e larvas de
hibridos, que possibilita a geragdao dessa linhagem por retrocruzamentos.

Na andlise de amostras mais recentes, coletadas entre os anos de 2018 e 2024, e
utilizadas nesse trabalho, pudemos verificar divergéncias em relacdo aos resultados obtidos.
A auséncia da linhagem hibrida F1 e predominancia de hibridos avancados, até mesmo em
comparacdo com as espécies parentais puras, demonstram o dominio das linhagens hibridas
e reducdo das populacdes naturais de P. corruscans puros, condicdo ja observada por José
Augusto Senhorini, que afirmou em Prado et al., 2012, ser rara a captura de pintados puros na
natureza.

Além das diferencas ja citadas, os espécimes carregavam, em sua maioria, o gene
mitocondrial de P. corruscans, logo pertencentes a linhagem dos “pintacharas”. No entanto,
como todos os hibridos sdo de geragGes avancgadas, sua origem ndo provém do cruzamento
entre as espécies parentais puras (P. corruscans @ X P. reticulatum &), e sim entre linhagens
avancgadas de hibridos ou retrocruzamentos com a espécie parental P. corruscans, caso que
favorece a introgressao genética.

A falta de identificacao de hibridos F1, a abundancia de gera¢des avangadas e a baixa
ocorréncia de “cachapintas” (linhagem de melhor desempenho na piscicultura), corroboram a
ideia de que os espécimes analisados ndo provém de escapes da piscicultura, principal
dispersora de hibridos (Orsi & Agostinho, 1999; Fernandes et al., 2003; Hashimoto et al., 2011,
Prado et al., 2012). A fertilidade dos hibridos (Prado et al., 2012b; Freitas-Souza et al., 2022)
correlacionada com incidéncia alarmante de hibridos avancados, apresentam grandes indicios
gue nos leva a crer que no cenario atual, os hibridos estdo se reproduzindo entre si e
retrocruzando, levando a perpetuacdo de suas populagées compostas por “misturas” de genes

de diferentes espécies.
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A condicdo atual dos hibridos é resultado de dois principais fatores: o manejo indevido
e a falta de bases legislativas especificas (Hashimoto et al., 2014; Nobile et al., 2020), que
regulamentem sua producdo para um formato mais sustentavel. Mesmo com producdes
académicas anteriores sinalizando sobre as complicacdes da ndo contencao dos escapes para
o meio ambiente, medidas cabiveis ndo foram tomadas e o problema persistiu, concretizando

as consequéncias ambientais e genéticas, antecipadas por pesquisadores da area.

5.1.1 Andlise comparativa dos dados de hibridos no rio Mogi-guacu

Nos trabalhos de Prado et al., 2012, 2017, o rio Mogi-guagu foi um dos pontos de
coleta, tendo colaborado com um numero amostral de n=10 e n=43, respectivamente. No
presente trabalho, o rio Mogi-guacu também esteve sob andlise, e contribuiu com 11
amostras.

Os resultados adquiridos podem ser comparados diretamente para verificar o avanco

de geracdes hibridas no rio Mogi-guacu (Tabela 10).

Tabela 10: comparagdo de resultados do levantamento de hibridos no rio Mogi-guagu.

Bibliografia Rio Periodo de coleta n P.corruscans P.reticulatum H.F1 H.pds-F1
Prado etal., 2012 2003 - 2008 10 5 0 4 1
Pradoetal., 2017  Mogi-guacu 1998 - 2011 43 11 14 10 8
presente trabalho 2023-2024 11 1 3 0 7

n: nimero amostral; H.F1: hibridos da linhagem F1; H. pds-F1: hibridos pds F1

Como o numero amostral entre os trabalhos é divergente, para fazer a andlise
comparativa é necessario ver a proporcao de cada linhagem sobre quantidade total das

amostras (Tabela 11). Dessa forma temos:
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Tabela 11: Propor¢do de cada linhagem sobre o total amostrado

Bibliografia Rio Periodo de coleta n  P.corruscans P.reticulatum H.F1 H.pds-F1
Prado et al., 2012 2003 - 2008 100% 50% 0 40% 10%
Prado et al., 2017 Mogi-guagu 1998-2011 100% 25,60% 32,60% 23,30% 18,60%
presente trabalho 2023-2024 100% 9,10% 27,30% 0 63,60%

n: nimero amostral; H.F1: hibridos da linhagem F1; H. pds-F1: hibridos pds F1

Os dados dos levantamentos de hibridos no rio Mogi-guacu supde que, provavelmente,
houve a adaptacdo e fixacdo ao local por parte dos hibridos, visto que nas analises mais
recentes o grupo dos hibridos avancados é majoritario.

Podemos interpretar os resultados como uma cronologia da situacdo dos hibridos
nesse ambiente. No inicio tinhamos hibridos sendo introduzidos via escape, muito comuns no
rio Mogi-guacu devido a forte presenca de tanques de pesca esportiva nas margens do rio
(Freitas-Souza et al., 2022). Com o tempo, por possuirem a capacidade de se reproduzirem
(Prado et al., 2012; Freitas-Souza et al., 2022), esses individuos comegaram a dominar espagos
antes habitados por estoques selvagens, fato observado pela elevada presenca de hibridos

avangados na regido.

5.2 Hibridos avangados e introgressao genética

Nos resultados obtidos, todos os hibridos foram identificados como pertencentes a
linhagem avancada ou pds-F1, circunstancia que acende um alerta em relagcdo aos estoques
naturais de P. reticulatum e, principalmente, de P. corruscans, por acarretarem altas taxas de

introgressao genética.
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O cenario atual preocupante estd diretamente relacionado com as areas de estudo sob
analise, tendo em vista que os rios onde foram coletados os exemplares atravessam as regioes
metropolitanas e agricolas mais desenvolvidas do Brasil (Brasil, 2023), e que sdo protagonistas
na produgdo aquicola (Brasil, 2022). A bacia do Alto rio Parand, inclusive, abriga uma das
maiores concentracdes de espécies ndo nativas entre todas as bacias brasileiras, em
consequéncia das a¢des antrépicas (Brasil, 2023).

Os rios de coleta apresentam em sua extensdo, muitos empreendimentos ligados a
producdo de alevinos, com destaque para o rio Grande, considerado um polo produtivo
consolidado na producdo em tanque-de-rede (EMBRAPA, 2021), método com grande
potencial de escape. Além dele, os rios Pardo e Mogi-guacu também sdo contribuintes para o
setor aquicola, em menor escala. Nesse contexto, e sabendo que as prdticas de manejo, na
maioria das vezes, ndao ocorrem de forma adequada, temos ambientes naturais em constante
contaminacgao.

A constancia nos escapes junto as altera¢des na fisionomia ambiental, em especial a
instalacdo de hidrelétricas no curso dos rios, criou um ambiente propicio para perpetuagao
dos hibridos introduzidos pela piscicultura, sendo eles, atualmente dominantes nas regioes,
segundo as amostras analisadas. Devido a fertilidade dos hibridos, a consequéncia dos escapes
¢ agravada pois torna vidvel a introgressao genética (Porto-Foresti et al., 2008; Hashimoto et
al., 2012b), fen6meno no qual alelos sdo transferidos de uma espécie a outra por meio do
retrocruzamento, podendo causar a perda de alelos ou rearranjos de combinacgdes ligadas a
adaptacdo ao ambiente (Laikre et al., 1999; Allendorf et al., 2001). Além disso, em casos mais
graves, a diluicdo dos genomas parentais pode ser tdo severa que leva a extingdo genética, isto
é, as espécies puras, geneticamente distintas, deixam de existir e sdo substituidas por

populacdes hibridas (“hybrids swarm”) de composicdo genética variavel (Huxel, 1999; Epifanio
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& Philipp, 2001; Muhlfeld et al., 2009; Allendorf et al., 2010; Hirashiki et al., 2021; Curto et al.,
2022).

Baseado nos resultados obtidos, a preocupacdo em relacao a conservacao da espécie
P. corruscans na bacia do Alto rio Parana aumenta consideravelmente, pois os dados nos
mostram que o processo de introgressao esta em niveis avancados, reduzindo a presenca da

espécie puras e progredindo para uma possivel extincdo genética.

5.3 Queda populacional nos estoques naturais de P. corruscans

O Pseudoplatystoma corruscans (Spix & Agassiz, 1829), entrou para a lista nacional de
espécies ameacadas de extin¢do no ano de 2022 (Brasil, 2022), decisdo baseada na avaliagao
populacional que demonstrou queda de pelo menos 30% em relagao a populagao de 45 anos
atras (trés tempos geracionais) (ICMBio, 2019). A principal ameaca, levantada por especialista,
foi ainstalacdo de barramentos para a construcdo de hidrelétricas (ICMBio, 2022), que afetam
diretamente na reproducdo da espécie (Bignotto et al., 2009), caracterizada por migrar longas
distancias durante o periodo reprodutivo (Resende, 2003; Godinho et al., 2007). Apesar do
destaque dado aos barramentos, a espécie ainda é diretamente ameacada pela poluicdo
ambiental de seus habitats, sobrespesca e hibridacdo (Brasil, 2023).

A queda populacional ja foi registrada por diversos autores, que relatam dificuldade de
captura e até desaparecimento em certas regides. Nogueira & Sa (2015), afirmam que a
espécie ndo é mais presente a jusante da barragem de Xingd, na bacia do rio S3o Francisco.
Orsi et al. (2010), evidenciam o desaparecimento nas por¢ées média e alta do rio
Paranapanema, enquanto nas por¢des baixas ainda é encontrada, mas com baixa frequéncia

(Jardulli et al., 2020). Vilela & Maciel (2014), expdem a percepcdo dos pescadores de Jupia,
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Trés Lagoas/MS “o pitado ficou com o prego alto por ndo ter ele. EntGo quando tem...é um
peixe tdo procurado que se torna quase um leilGo, as pessoas colocam preco nele, porque é um
peixe eu ndo ta tendo”. Ja, José Augusto Senhorini, salientou, em Prado et al., 2012, ser rara a
captura de P. corruscans puros.

O presente trabalho obteve baixa frequéncia de individuos puros em todos os rios
analisados, portanto, corrobora com as evidéncias de queda populacional da espécie P.
corruscans, enfatizando as consequéncias e danos genéticos e ecolégicos, ocasionados pela
interacdo bioldgica entre as espécies puras e os hibridos.

No | Semindrio Pré-Pardo - José Senhorini (In memoriam), evento organizado pelo
ICMBio/CEPTA, que contou com a participacdo dos colaboradores do projeto Pro-Pardo, este
trabalho foi apresentado por integrar o PAN Alto Parana, uma das 6 a¢des do Pro-Pardo. Nas
discussdes, apds apresentacdo dos resultados, foi levantado a proposicdo sobre a evolucdo da
situacdo de risco do pintado, atualmente na categoria de espécie vulneravel no livro vermelho.

Cabe destacar que houve a proibicdo da pesca do pintado, logo apds sua inclusdo na
lista de espécies ameacadas, entretanto, no mesmo ano (2022), sua pesca foi liberada com
limitagdes e critérios impostos pelo Plano de recuperagdao do surubim ou pintado
(Pseudoplatysoma corruscans) (ICMBio, 2022). Entre os pardmetros impostos para a captura
temos o tamanho ideal e periodos de defeso, especificos para cada bacia em que o pintado se
encontra. Deve ser enfatizado que a pesca dos hibridos de surubins, esta liberada, porém, sua
morfologia externa similar a de seus parentais dificulta a diferenciacdo entre as espécies de
pesca proibida, os puros, e seus respectivos hibridos (Porto-Foresti et al., 2010; Hashimoto et

al., 2011).
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5.4 Perspectivas das populagdes hibridas

A partir da identificagdo majoritaria de hibridos pds-F1 atrelada a baixa incidéncia de
puros, torna-se evidente que o processo de substituicdo das populagGes puras estd em
andamento e ja em fase avancada. Temos, portanto, locais antes habitados por estoques
naturais puros e integros, sendo ocupados por individuos de perfil genético variavel, composto
pela mistura de genes das espécies P. corruscans e P. reticulatum. O cendrio observado
evidencia que os hibridos vém superando a selecio ambiental, completando o seu ciclo
bioldgico e persistindo, indefinidamente, com a introgressao das populacdes selvagens (Prado
etal, 2011b).

Nas condi¢Oes atuais, o controle bioldgico é complexo e, possivelmente, irreversivel.
Com os hibridos sendo capazes de fazer a manutencao de suas populagdes, os escapes ainda

persistindo e a falta de amparo legislativo, temos uma situacao dificil de ser contornada.

6 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho consiste em uma avaliacdo ambiental que demonstrou a partir da
aplicacdo de marcadores moleculares a presenca expressiva de hibridos avancados nos rios do
Alto Parana e a reducdo consideravel das populac¢des selvagens de P. corruscans.

Fundamentado nos dados adquiridos, temos a sustentacdo da importdncia da
identificacdo por marcadores moleculares, ja que a morfologia dos individuos pode gerar
constatacdes erradas, pela similaridade entre os parentais e os hibridos (Porto-Foresti et al.,

2010; Hashimoto et al, 2011), e a exposicdo das graves consequéncias ocasionadas
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substancialmente pelos escapes e introdugdes indevidas da piscicultura (Welcomme 1988;
Simberloff et al., 2021; Kang et al., 2023).

Os comprometimentos ambientais e genéticos sdo complexos e dificilmente podem ser
recuperados, principalmente, levando em consideracdo que ndao ha nenhum amparo
legislativo ou fiscalizacdo (Hashimoto et al., 2014; Nobile et al., 2020), que auxilie no controle
de escapes, mesmo com diversos estudos alertando sobre os prejuizos ambientais ligados a
introducdo dos hibridos.

A falta de leis que delimitem a produgdo e o manejo dos hibridos, torna ainda mais
essencial a atuacdo de d6rgdos publicos ambientais na tentativa de conter os impactos
negativos e restaurar o equilibrio ecolégico. O ICMBio/CEPTA promove e investe nos Planos de
Acdo Nacional para a Conservagao de Espécies Ameacadas de Extingdo — PANs, com o intuito
de prevenir e mitigar impactos sobre as espécies em risco. Esse trabalho colabora com o PAN
Alto Parana, realizando o levantamento da frequéncia de hibridos na natureza, que
representam uma ameaca direta a uma das espécies alvo, o pintado. Assim como, auxilia na
avaliacdo da situacdo dos estoques naturais da espécie P. corruscans avaliada em situacdo de
vulnerabilidade pelo ICMBio em 2022.

Uma tdtica para cessar o avanco dos hibridos e favorecer as populacdes da espécie P.
corruscans, seria realizar o repovoamento, com individuos de identificacdo apurada
molecularmente, e liberar a pesca total dos bagres hibridos. O impasse desse plano de
recuperacdo esta relacionado com a diferenciacdo entre as espécies puras e linhagens
hibridas, que ainda ndo apresentam um método rdpido, confidvel e eficiente, que seja
acessivel para aqueles que realizam a pesca e captura desses bagres.

O ato conjunto entre as instituicGes de pesquisa e os drgdos publicos ambientais é

essencial para o fornecimento de subsidios que permitem a elaboracdo de alternativas para
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planos de conservagao e recuperagao cada vez mais precisos. Portanto, é fundamental que
haja o vinculo colaborativo entre essas entidades para assegurar a implementacdo de
estratégias eficazes de conservacdo e manejo ambiental, embasadas em dado cientificos

confiaveis.
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