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Introducéo

O género Pseudoplatystoma pode
ser encontrado nas principais bacias
hidrograficas da América do Sul e é
composto pelas espécies de maior porte da
familia Pimelodidae. Na bacia platina
ocorrem as espécies Pseudoplatystoma
corruscans, popularmente conhecida como
“pintado” ou “sorubim” e Pseudoplatystoma
fasciatum, espécie popularmente
conhecida como “cachara”. Na bacia do
Sdo Francisco é encontrada apenas a
espécie P. corruscans. Por outro lado, na
bacia amazbnica s&@o encontradas as
espécies P. fasciatum e P. tigrinum
(caparari, pirambucu) (Welcomme, 1985;
Petrere, 1995; Marques, 1993).

Sao espécies migratérias de alto
valor comercial e de grande importancia na
pesca das bacias em que ocorrem. A
importancia comercial esta relacionada
com a alta qualidade de sua carne, que é
muito apreciada e garante um elevado
valor de comercializacdo. Espécies deste
género estdo entre as de maior importancia
comercial nos rios Amazonas e Parani
(Welcomme, 1985, Marques, 1993), na
bacia hidrografica do rio Miranda (Resende
et al. 1995) e no rio S&o Francisco
(Tavares, 1997). Essas espécies
apresentam uma  alta importancia
ecolégica, uma vez que sao grandes
predadores e bastante abundantes nas
regides onde ocorrem.

A utilizacéo dos rios para a geracao
de energia elétrica tem interferido nas rotas
migratdrias, reduzindo a captura de
grandes migradores como o P. fasciatum e
P. corruscans e o cachara (Petrere, 1995).
Na bacia do alto rio Parana, P. corruscans
ocupa um habitat altamente alterado por
acbes antropogénicas, com alto risco de

desaparecimento, como ja ocorrido em
trechos superiores da bacia. Apesar da
importancia comercial e ecoldgica dessas
duas espécies, o conhecimento de sua
biologia e ecologia ainda € relativamente
precario. Por causa da diminuicdo da pesca
de P. corruscans e P. fasciatum,
recentemente, tem havido grande interesse
em seu cultivo em razdo do potencial que
ele apresenta para a piscicultura (Sato et
al. 1997). Apesar da auséncia de
informacdes na literatura, sabe-se que em
cativeiro é possivel a obtencao de hibridos
entre P. corruscans e P. fasciatum
(Carmino Hayashi, comunicacdo pessoal).
O possivel escape de hibridos de tanques
de piscicultura representa uma ameaga a
integridade genética de populacdes locais
devido ao potencial risco de
retrocruzamento, com consequente
introgressao de genes. Na bacia do alto rio
Parand, onde n&o ocorre naturalmente P.
fasciatum, o escape de hibridos representa
um risco potencial para P. corruscans.
Portanto, marcadores moleculares que
caracterizem e discriminem as duas
espécies sdo essenciais para a avaliacdo e
0 monitoramento das populacdes em risco.

A divergéncia genética entre
populagbes de P. corruscans e P.
fasciatum pode ser quantificada por
técnicas moleculares baseadas em DNA.
Existem véarias metodologias que podem
ser empregadas para essa finalidade. A
técnica de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), proposta por Williams
(1990), tem sido amplamente utilizada na
deteccao de variagdo genética em espécies
e populagbes de peixes (Alberts et al.,
1999; Kuusipalo, 1999; Bielawski e Pumo,
1997; Caccone et al. 1997; Callejas e
Ochando, 1998; Elo et al., 1997). O RAPD
baseia-se na amplificacdo de fragmentos
de DNA por PCR (Polymerase Chain
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Reaction). No entanto, a principal
caracteristica do RAPD é o emprego de
primers  (oligonucleotideos iniciadores)
curtos, com aproximadamente 10 bases.
Geralmente, apenas um primer é utilizado
na reacdo. A definicdo das sequéncia de
primer RAPD ¢é arbitraria e amplifica
regides anénimas de todo o genoma.

A técnica conhecida como SPAR
(Single Primers Amplifications Reactions)
utiliza um dnico primer com seqiéncia
repetitiva de um microssatélite ou SSR. O
segmento de DNA amplificado compreende
aquele localizado entre dois blocos de
microssatélites. O marcador SPAR foi
empregado porque detecta diferengas entre
espécies proéximas, apesar de revelar
pouca variabilidade dentro de uma mesma
espécie.

Genes mitocondriais que codificam
proteinas, tRNAs e rRNAs evoluem mais
rapidamente do que os genes nucleares,
embora sejam regides relativamente
conservadas do genoma mitocondrial,
fazendo com que sejam interessantes para
estudos filogenéticos entre espécies mais
distantes (Meyer, 1994; Saccone et al.,
2000, 2002). A regido controle é a principal
sequéncia de DNA nao codificadora e a
mais varidvel do DNAmt de metazoarios,
incluindo-se os peixes.

A regido de origem da replicacdo
do DNA mitocondrial, caracterizada pelo
displacement loop, conhecido como D-loop,
contém seqiiéncias altamente polimorficas.
Por ser variavel dentro da espécie, pode
ser utilizada para  avaliacdo da
diferenciagdo genética de populagbes ou
espécies proximas (Meyer, 1990).

A obtencdo de dados sobre a
diferenciac@o genética entre P. corruscans
e P. fasciatum ¢é fundamental para o
conhecimento sobre a estrutura de
populagdes dentro de cada espécie e sobre
a possibilidade de fluxo génico e interacdes
entre as duas espécies. Nesse tipo de

estudo, o emprego de metodologias
moleculares  com bases  genéticas
diferentes, permite a comparagdo de

informacgdes sobre a eficiéncia das técnicas
em discriminar espécies proximas.

O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a diferenciagdo genética
entre P. coruscans e P. fasciatum com as
técnicas RAPD, SPAR e sequéncias D-loop
do DNA mitocondrial e também identificar
marcadores moleculares espécie-
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especificos para caracterizar e discriminar
as duas espécies visando futuras
avaliagbes e o0 monitoramento das
populacdes dessas espécies em risco.

Material e Métodos

Amostragem e Extracdo de DNA

Foram analisados 29 espécimes de
Pseudoplatystoma  corruscans e 30
espécimes de Pseudoplatystoma
fasciatum, coletados nos rios Manso e
Cuiaba, na regido Norte do Pantanal, na
sub-bacia do rio Paraguai, Estado do Mato
Grosso. Além disso, foram analisados 12
exemplares de P. corruscans, que foram
coletados no rio Baia, na planicie alagavel
do alto rio Parand, na regido da divisa entre
os Estados do Parana e Mato Grosso do
Sul. Foi também analisado um espécime
apresentando caracteristicas intermediarias
entre P. corruscans e P. fasciatum, que foi
coletado no inicio do ano de 2003 na
planicie alagavel do alto rio Paran4.

Os procedimentos para a extragéo
do DNA e aplicacdo das técnicas de PCR
foram conduzidos no Laboratério de
Genética Geral do DBG-UEM e no
Laboratério de Genética do Nupélia — UEM.
Tecidos de nadadeiras adiposas foram
removidos e preservados em etanol 70%.
Amostras de DNA total foram extraidas de
acordo com Monesi (1998), com algumas
modificagoes. Amostras de tecido
muscular, com cerca de 100 mg, foram
maceradas em nitrogénio liquido. Ao
extrato obtido adicionou-se tampdo TH
(Tris-HCI 10 mM, NaCl 60 mM, EDTA 10
mM, Sacarose 5%, espermina 0,15 mM e
espermidina 0,15 mM), tampédo PS (Tris-
HClI 0,2 M, EDTA 30 mM, SDS 2% e
sacarose 5%) e proteinase K (20 ?g/?L). As
amostras foram entdo incubadas em
banho-maria com agitagcdo, a 37°C por
cerca de uma hora. A seguir, o0 DNA foi
extraido com fenol e cloroférmio,
precipitado com solucdo salina e etanol
gelado, e ressuspenso em TE diluido (0,1
mM Tris-HCI pH 8,0; 0,01 mM EDTA)
contendo RNAse (20 ?g/ml). As amostras
foram armazenadas a -202C. Aliquotas
foram usadas para quantificagdo das
amostras por comparacéo com
quantidades conhecidas de DNA do fago ?
em gel de agarose (0,8%) corado com
brometo de etidio (20 ?g/100 ml).
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Figura 1. Area de oleta de Pseudoplatystoma corruscan e P. fasciatum nos rios Cuiaba e Manso, na

sub-bacia do rio Paraguai.

Amplificacdo e anélise de locos RAPD

A técnica de RAPD foi utilizada
para avaliar o polimorfismo molecular entre
0s espécimes de P. fasciatum e P.
corruscans. Os primers OPX17, OPA10,
OPA16, OPWO0O5, OPWO09, OPW11 e
OPW15 (Operon Technologies Inc.,
Alameda, CA, EUA) foram selecionados
para as analises. As condi¢cdes de
amplificagéo seguiram metodologia
utilizada como rotina no laboratério, que é
baseada no protocolo recomendado por
Bardakci e Skibinski (1994). A mistura de
reacdo de amplificacdo consistiu de tampao
Tris-KCI (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50
mM), MgCl, 2 mM, primer 0,46 UM, dNTP
0,19 mM, 1 Ulreacdo de Tag-polimerase
(Gibco BRL), DNA (10 ng) e agua suficiente
para completar 13 pL. As reacdes de
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amplificacdo foram realizadas no
termociclador MJ Research Inc.
programado para 1 ciclo de 4 min a 92 °C,
40 ciclos de 1 min a 92 °C, 1 min. 30 s a 40
°C e 2 min a 72 °C. Imediatamente apés o
ultimo ciclo de amplificacdo, a mistura de
reacdo foi mantida durante 5 min a 72 °C e
resfriada durante 20 min. a 4°C. Controles
negativos, sem DNA, foram incluidos em
cada conjunto de amplificagdes. Amostras
consistindo de 7 pL da mistura de reacdo
de PCR, apd6s amplificagdo, foram
submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1,4%, corado com brometo de
etideo (20 pg/100 mL). A eletroforese foi
reallzada em tampao TBE (tris-borato), a 5
V.cm™, durante 45 horas. A visualizacao
dos fragmentos amplificados foi realizada
sob luz ultravioleta e o gel foi fotografado
para andlise. O tamanho dos fragmentos foi
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estimado pela comparagcdo com marcador
Ladder 100 pb (Gibco BRL).

A partir dos resultados de RAPD
foram realizadas comparagbes entre
individuos e entre popula¢es, com base
na auséncia e presenca de bandas de DNA
no gel de eletroforese. A distancia genética
nao tendenciosa de Nei (Nei, 1978), o
indice de fixacdo Gst € 0 numero de
migrantes (Nm), entre populac¢des, foram
estimados com o programa PopGene 1.31
(Yeh et al., 1999). O teste de significAncia
de Ggr foi efetuado conforme Workman e
Niswander (1970). Com este programa
também foram estimados o indice de
diversidade de Shannon (Zar, 1974) e a
porcentagem de locos polimorficos dentro
das populacbes. A matriz de distancias de
Nei e Li (1979) entre todos os individuos,
tomados dois a dois, foi construida com o
programa RAPDPLOT (Black, 1997). A
analise de agrupamento, a partir da matriz
de complementos de Nei e Li, foi realizada
pelo algoritmo UPGMA (Unweighted Pair
Group Methods of Arithmetic Means) com o
programa PHYLIP versdo 3,6 (Felsenstein,
1995).

Amplificacdo e analise de locos SPAR

Fragmentos de DNA foram
aplificados a partir de amostras de DNA
gendbmico dos especimes em estudo,
utilizando-se  os  primers  (GGAC)3T,
(GGAC)3C e (GGAC),4. A mistura de reacéo
de amplificagdo consistiu de tampéo Tris-
KCI (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM),
MgCl, 2 mM, primer 0,46 pM, dNTP 0,19
mM, 1 U/reacdo de Taqg-polimerase, DNA
(10 ng) e 4gua suficiente para completar 13
pL. As reacdes de amplificacdo foram
realizadas no termociclador MJ Research
Inc. programado para 4 ciclos de 45 s a 94
°C,1min a51°C e 1 min a 72 °C, seguidos
de 29 ciclos de 45 s a 94 °C, 1 min a 48 °C
e 1 min a 72 °C. Ap6s o Uultimo ciclo de
amplificacdo, a mistura de reacdo foi
resfriada e mantida a 4°C. Controles
negativos, sem DNA, foram incluidos em
cada conjunto de amplificacdes. Amostras
consistindo de 7 pL da mistura de reacdo
de PCR, ap6s amplificagdo, foram
submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1,4%, corado com brometo de
etideo (20 pg/100 mL). A eletroforese foi
realizada em tampéo TBE (tris-borato), a 5
v.cm™, durante 4-5 horas, os fragmentos
amplificados foram visualizados sob luz
ultravioleta e o gel foi fotografado para
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andlise. O tamanho dos fragmentos foi
estimado pela comparagdo com marcador
Ladder 100 pb (Gibco BRL).

Amplificacdo e analise de seqliéncias do
DNA mitocondrial

A regido controle do genoma
mitocondrial foi parcialmente amplificada
por PCR a partir de amostras de DNA total
dos espécimes em estudo, consistindo de 7
individuos de P. fasciatum, 07 individuos
de P. corruscans amostrados no rio Manso
e Cuiaba e 15 individuos de P. corruscans
amostrados no rio Baia A amplificacédo foi
realizada utilizando-se primers D-loop
apresentados por Meyer et al. (1990). O
fragmento de DNAmt amplificado
corresponde a regido hipervariavel da
sequéncia D-loop. Foram seqlienciados os
fragmentos amplificados em duas reacdes
de PCR independentes. Além disso, foram
sequlenciadas as duas cadeias
nucleotidicas de cada fragmento de DNA
obtido em cada reacéo.

A mistura de reacdo de
amplificagdo consistiu de tampéo Tris-KClI
(Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM),
MgCl, 1,5 mM, 2,5 uM de cada primer, 0,1
mM de cada dNTP, 2,5 U/Reacdo de Tag-
polimerase, DNA gendmico 15 ng e agua
deionizada e autoclavada para completar
25 uL. Os fragmentos de DNA foram
amplificados em 1 ciclo de 4 min a 94°C, 30
s a 56°C e 2 min a 72°C, 40 ciclos de 15 s
a 94°C, 30 s a 56°C e 2 min a 72°C, e um
dltimo ciclo de 15 s a 94°C, 30 s a 56°C e
10 min a 72°C. Uma amostra de cada
mistura de reacdo, contendo cerca de 50
ng de fragmentos de DNA amplificados,
foram usadas diretamente em reagfes de
seqglienciamento com BigDyeT'VI Terminator
Cycle Sequencing, em um seqienciador
automatico ABI-3100 (Perkin Elmer), de
acordo com instrucbes do fabricante. As
sequéncias nucleotidicas foram alinhadas e
analisadas no programa Vector NTI Suite
version 6.0 sofware (Informax, Inc.). Todas
as sequéncias de mtDNA foram alinhadas
com o programa ClustalW (Thompson et
al., 1994). Analises genéticas das
sequéncias mitocondriais foram realizadas
com o programa MEGA 2.1 (Kumar et al.,
2001) e PAUP 4.0 (Swofford, 2002). Foram
determinadas as distancias genéticas de
Kimura 2-parametros entre os individuos. A
matriz de distancias foi utilizada para
construir um dendrograma com o algoritmo
neighbor-joining (Saitou e Nei, 1987), com
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andlises de bootstrap baseadas em 10.000
reamostragens.

Resultados

Os dados produzidos pelas
técnicas de RAPD e SPAR séo de natureza
binaria, sendo que as comparacdes entre
as populagbes sado realizadas a partir da
presenca ou auséncia de fragmentos
RAPD ou SPAR para cada individuo.
Portanto, a divergéncia genética entre P.
corruscans e P. fasciatum é detectada
principalmente pela ocorréncia ou nédo de
determinadas bandas (locos).

Os resultados obtidos com a
técnica SPAR foram satisfatérios. Na
andlise dos géis, foram observados perfis
eletroforéticos semelhantes em individuos
da mesma espécie, ou seja, bandas
pertencentes a um individuo estavam
presentes também nos outros individuos
desta mesma espécie (Figura 2). Por outro
lado, houve bandas que ocorreram em
todos os individuos de ambas as espécies,
tais bandas séo denominadas
monomorficas. Pode-se visualizar bandas
monomorficas e exclusivas pertencentes
apenas ao pintado ou ao cachara. Bandas
monomorficas e exclusivas dentro de cada

espécie  sao marcadores espécie-
especificos.

Com a técnica de RAPD os
resultados também foram de boa

qualidade. Como é um marcador bom para
detectar diferencas dentro de uma mesma
espécie (marcador intraespecifico), houve
bandas que apareceram apenas em alguns
individuos, evidenciando as diferengas que
ocorrem mesmo dentro de uma espécie
(Figura 3). Assim como verificado na
técnica SPAR, foram encontradas bandas
monomorficas que ocorreram em todos
individuos das duas espécies e bandas
monomorficas e  exclusivas de P.
corruscans ou de P. fasciatum,
evidenciando a diferenciacdo entre as
espécies. Foram amplificados,no total, 68
locos RAPD, sendo que 13 sao
monomoérficos e exclusivos de pintado, 13
monomorficos e exclusivos de cachara e 15
monomorficos para ambas as espécies, 5
polimérficos e exclusivos de P. corruscans
e 9 polimoérficos e exclusivos de P.
fasciatum.
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A distancia de Nei (1978),
calculada a partir dos dados de RAPD, foi
estimada como 0,7627. O indice de fixacao
Fst de Wriggt foi 0,7189. indice de fixag&o
acima de 0,25 indica que as populagbes
estudadas estdo altamente diferenciadas
geneticamente. O grafico de dispersdo em
coordenadas principais e o dendrograma
foram construidos, mostrando que o
polimorfismo existente nas bases genéticas
das espécies foi evidenciado pela técnica
de RAPD, sendo suficiente para separar as
duas populagdes (Figuras 4 e 5).

Nas amostras das populagbes de
pintado e cachara dos rios Manso e
Cuiaba, onde as duas espécies coexistem,
nao foi encontrado nenhum individuo que
apresentasse, simultaneamente, bandas
especificas de pintado e de cachara, isto &,
nenhum hibrido natural foi encontrado. Por
outro lado, os marcadores moleculares
demonstraram que aquele individuo
coletado na planicie alagavel do alto rio
Parana, que possuia caracteristicas
morfolégicas intermediarias entre P.
corruscans e P. fasciatum, é realmente um
hibrido  inter-especifico, provavelmente
proveniente de piscicultura.

Os fragmentos do DNA
mitocondrial amplificados (Figura 6) foram
sequenciados. Este segmento contém
parte da regido D-loop, parte do gene cytb
e as_sequUéncias completas dos genes
tRNA™ e tRNA”™®. Foi encontrada baixa
variagcdo, dentro e entre as duas espécies,
nos genes tRNA™ e tRNA"™, assim como
na seqiéncia parcial do cyt b, néo
discriminando P. corruscans e P. fasciatum.
O segmento D-loop, entretanto, evidenciou
a diferenciagcdo genética entre e dentro das
espécies, como representado na Figura 7.
Com as seqliéncias nucleotidicas da regiédo
D-loop do mtDNA foram estimadas as
distancias genéticas pelo método 2-
pardmetros de Kimura, que pondera
transicbes e transversdes. A distancia
Kimura 2-pardmetros entre as duas
espécies foi de 0,074. Esta estimativa de
distancia interespecifica é
aproximadamente dez vezes maior do que
as médias das estimativas dentro da
populagdo de pintado e dentro da
populacdo de cachara, respectivamente,
0,008 e 0,007.
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A

LB PPPPPFPFPFPFPHCLCE SCCC OGO H
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B
LE PPPPPPPPHGCCCGCGCTCUGCCH

Figura 2. Marcadores moleculares SPAR. Figura A representa amplificagdo com o primer (GGAC)sT e na
Figura B foi utilizado o primer (GGAC)s. Observar bandas monomorficas e exclusivas (marcadores
espécie-especificos) do pintado ou do cachara. Observar também bandas exclusivas de cachara e
bandas exclusivas de pintado presentes no hibrido L. Marcador Ladder 100bp; B. Controle sem DNA,; P.
Pintado; H. Hibrido; C. Cachara.
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A

LB PPPPPPPPHGCCCOCCGOCCCCH

S e S s T

L B P PP PP PP PHTECTCT CTCOGCCGCTU GCTCH

Figura 3. Marcadores moleculares RAPD. Figura A representa amplificacdo com o primer OPA16 e Figura
B com o primer OPWO05. L. Padrdo molecular Ladder 100 pb Gibco BRL. B. Controle sem DNA; P. Pintado;
H. Hibrido; C. Cachara.
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Figura 4 Gréfico de dispersdo em coordenadas principais de Pseudoplatystoma corruscans e P. fasciatum e de um hibrido, coletados na planicie alagavel do alto rio
Parana (MS) e no rio Manso/Cuiaba (MT). A matriz de complementos aritméticos dos coeficientes de similaridades de Nei e Li, obtida de marcadores RAPD, foi
corrigida pelo método de Lingoes. 70
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Figura 5. Dendrograma UPGMA de Pseudoplatystoma corruscans do rio Baia (preto), na planicie
alagéavel do alto rio Parand, dos rios Manso e Cuiabé (vermelho), de P. fasciatum dos rios Manso e
Cuiaba (azul) e do hibrido inter-especifico (rosa), construido a partir da matriz de complementos
aritméticos dos coeficientes de similaridades de Nei e Li obtidos com marcadores moleculares

RAPD.
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A variacdo na regido D-loop (Figura
4) foi suficiente para discriminar P.
corruscans e P. fasciatum, enquanto que
foi insuficiente nos genes tRNA™™, tRNAP™
e em uma sequUéncia parcial do citocromo
b. Com as sequéncias da regido D-loop
foram estimadas as distancias genéticas 2-
parametros de Kimura. A distancia
interespecifica foi, aproximadamente, dez

Genética de Peixes

vezes maior do que as médias das
estimativas intraespecificas.

O dendrograma obtido pelo método
neighbor-joining (Figura 8) demonstrou que
a por¢cdo da regido D-loop estudada
acumulou polimorfismo suficiente para
caracterizar e discriminar P. corruscans e
P. fasciatum.

Figura 6. Fragmentos do DNA mitocondrial de Pseudoplatystoma corruscans (P1 até P23) e P. fasciatum
(C2 a C4) coletados nos rios Manso e Cuiaba (MT). PM: padrdo molecular ?/Hind lll; B: controle sem

DNA.

Discussao

O alto grau de parentesco entre P.
corruscans e P. fasciatum foi revelado pela
presenca de bandas monomorficas RAPD
e SPAR que ocorreram simultaneamente
nas duas espécies. Além disso, a baixa
taxa de variacio nos genes tRNA"™® e
tRNA™ e na sequéncia parcial do gene cyt
b do DNA mitocondrial mostram que ha
proximidade genética entre as duas
espécies.

Ao mesmo tempo, a divergéncia
genética entre as espécies foi evidenciada
pela ocorréncia de bandas exclusivas ou
espécie-especificas SPAR e RAPD. Mas, a
possibilidade de cruzamento interespecifico
indica que pode haver alto grau de
semelhanca nas constituicbes genéticas
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das duas espécies e, conseglientemente,
baixa distancia genética. A distancia de Nei
(1978), calculada a partir dos dados de
RAPD e estimada como 0,7627 pode ser
considerada alta, uma vez que as espécies
em questdo sdo pertencentes ao mesmo
género e capazes de se cruzarem em
cativeiro. De acordo com Thorpe (1982), a
média de distancia genética de Nei entre
espécies pertencentes ao mesmo género é
de 0,16. O indice de fixacdo Fsr 0,7189, ou
seja, acima de 0,25, indica que as
populacdes estudadas estdo altamente
diferenciadas geneticamente. O gréfico de
dispersdo e o dendrograma obtidos a partir
de marcadores moleculares RAPD
demostraram que existe diferenciagédo
genética entre as duas espécies.
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PTD- B20 1 AAGCCCCACAT- TATGTATTCCTGTATGGTATAGTACATAATATGTATATGATCTAGTACATAATATGTATTATATTACAT TATGATCTAGCACACAAAATTCATATTATTACATGTGAG
PTD- 24 1. e G
PTD-03 1 ... e e e e e e e e
PTD- 28 1. e

PTD-B19 A e e e e e e e e
PTD- B15 1 e
PTD- B8 1 ... e
PTD- B7 1. e
PTD- B2 1. e e e e e e e e e e e e
PTD-23 1. e G
PTD- B3 1 ... e e e e e e e e e e
PTD-B10 1.0 e T
PTD-B21 1. e e T
PTD-01 1..A....... S, e G. T
PTD-05 1 ... S T e e e e e e e
PTD-13 1..A....... e G....T .
PTD- B4 1. e G
PTD- B9 1...T....... e G
PTD-B16 1 .. .T...... e G
PTD-B17 1...T....... e G
PTD- B5 1...T....... P C..G .
PTD-B18 1...T....... e G
PCA-03 1. AT....... O C.GT...T...T..T.C...................
H BR 1 1 .. AT....... O G C..GT...T...TGT........... G........
PCA-01 1..AT....... L G C.GT...T...TGT.C...................
PCA- 04 1. AT....... Coo- G G C.GT...T...TGT.C..................
PCA- 05 1..AT....... L G C.GT...T...TGT.C...................
PCA-21 1. AT....... O G C..GT...T...TGT.C...................
PCA- 25 1..AT....... L G C..GT...T...TGT.C...................
PCA-02 1. AT....... L C.GT...T...TGT.C..................
consensus 1 * % **‘k****.***.‘k‘k"k‘k'*****************************.********‘k‘k‘k‘k‘k*k*k**‘k***.*******"k‘k '*k.*‘k‘k.***....*.‘k‘k‘k‘k‘k*k*k*k*.*********

Figura 4. Alinhamento de seqiiéncias da regido controle O-loop) do mtDNA de Pintado dos rios Manso e Cuiba (vermelho) e do rio Baia (preto), de Cachara dos rios Manso e
Cuiaba (azul) e do hibrido inter-especifico (rosa). Em uma seqiiéncia de 360 bp da regido hipervariavel D-loop foram encontrados 22 sitios de substituicdes nucleotidicas

exclusivos de Cachara.

73



Componente Bidtico

Genética de Peixes

PTD 24
PTD 28
PTD 03
PTD 05
PTD 23

PTD 13
PTD 01
PCA 03

——
0,01

PCA 02

PCA 04
PCA 05
PCA 21

—  PCAO01
—  PCA25

Figura 8. Dendrograma neighbor-joining para a regiédo D-loop do DNA mitocondrial de Pseudoplatystoma
corruscans (PTD) e Pseudoplatystoma fasciatum (PCA) do rio Manso. A distancia genética foi computada

com o método Kimura 2-parameters.

Como bandas espécie-especificas
de pintado e de cachara nao apareceram
simultaneamente em um mesmo individuo,
pode-se concluir que provavelmente a
hibridizacdo entre as duas espécies ndo
esta ocorrendo na regido dos rios Cuiaba e
Manso. Sabe-se que os hibridos
produzidos em cativeiros sdo férteis,
portanto, se estivessem ocorrendo na
natureza estaria em andamento um
processo de homogeneizacao genética das
populacSes das duas espécies. O fluxo
génico intenso e/ou prolongado entre P.
corruscans e P. fasciatum resultaria em
uma populacdo hibrida, o que nao se
observa atualmente.

Atualmente, o hibrido induzido
entre P. corruscans e P. fasciatum esta
sendo cultivado em pisculturas na érea de
abrangéncia do alto rio Paranda, onde néo

ocorre naturalmente P. fasciatum.
Evidentemente, com a manutencdo de
grandes quantidades do hibrido em

tanques, ha risco de escape para 0s rios
dessa regido.

Os marcadores RAPD e SPAR
demonstraram que 0 peixe com
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caracteristicas intermediarias entre P.
corruscans e P. fasciatum, recentemente
capturado na planicie de inundacao do alto
rio Parana, é realmente resultante do
cruzamento entre essas duas espécies.
Nesse cruzamento, o hibrido foi gerado
tendo P. fasciatum como mée,
considerando-se que seu DNA mitocondrial
¢ de cachara. E de se supor que esse
hibrido seja proveniente de escape de
piscicultura, atingindo o alto rio Parana. A
presenca de hibridos na planicie alagavel
do alto rio Parana representa um risco em
potencial para o patrimbnio genético da
populacdo de P. corruscans, que se
reproduz no ultimo trecho néo represado do
alto rio Parana.

A alta variabilidade nas sequéncias
D-loop do DNA mitocondrial demonstrou a
diferenciacdo genética entre as duas
espécies, podendo caracterizar e
discriminar P. corruscans e P. fasciatum. A
distdncia genética estimada com base nas
sequéncias nucleotidicas da regiao D-loop
do DNA mitocondrial foi cerca de dez vezes
mais alta entre as duas espécies,
comparando-se com  as distancias
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intraespecificas, ou seja, entre individuos
da mesma espécie. O dendrograma obtido
pelo método neighbor-joining demonstrou
gue a porcdo da regidao D-loop estudada
acumulou polimorfismo nucleotidico
suficiente para caracterizar e discriminar P.
corruscans e P. fasciatum.

Desde que ndo estdo ocorrendo
cruzamentos naturais na regidao do rio
Manso, onde ha simpatria das duas
espécies, as bandas espécie-especificas
de RAPD e SPAR detectadas constituem
marcadores diagndstico seguros para
identificacdo de P. corruscans e P.
fasciatum e do hibrido. E urgente entéo,

que estejam disponiveis marcadores
diagnoésticos. Apesar da crengca que o
hibrido F; nao retrocruze com P.

corruscans, isto ndo estq demonstrado. Ha
necessidade de experimentacdo controlada
para obtencdo de informacédo confiavel a
esse respeito, mas ha indicacdes
preliminares sobre a possibilidade de
retrocruzamento do F; com P. corruscans.

Se comprovada essa possibilidade,
sera real o risco de introgressdo de genes
de P. fasciatum para a populacdo de P.
corruscans da planicie alagavel do alto rio
Parana. O risco estende-se para as
populagbes que se reproduzem nos
tributarios do reservatério de Itaipu.
Portanto, 0s marcadores espécie-
especificos aqui identificados poderdo
contribuir na avaliacdo e monitoramento de
longo prazo da integridade genética da
populacgéo residente de P. corruscans.

Conclusdes

? A distancia genética de Nei (1978)
estimada foi 0,7627, que pode ser
considerada alta, uma vez que as
espécies produzem hibridos.

? Marcadores RAPD e SPAR foram
suficientes para discriminar as duas
espécies e identificar hibridos.

? A regido D-loop evidenciou a
diferenciacdo  genética entre as
espécies.

? N&ao ha evidéncia de hibridizacdo
natural das duas espécies.
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? O hibrido, encontrado na planicie
alagavel do alto rio Parand, foi gerado
em cruzamento tendo P. fasciatum
como fémea e deve ser proveniente de
escape de piscicultura.

? A presenca de hibridos na planicie
alagavel do alto rio Parana representa
um risco em potencial para o
patriménio genético da populacéo de P.
corruscans, que se reproduz no ultimo

trecho ndo represado do alto rio
Parana.
? Os marcadores espécie-especificos

aqui identificados poderao contribuir na
avaliacdo e monitoramento de risco de
introgressao de genes do hibrido para
a populagao P. corruscans.
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