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RESUMO

A producao de hibridos de Piaractus é uma pratica bastante comum na aquicultura,
entretanto, geradora de graves problemas ambientais, ja que os escapes de hibridos
de tanques de criacdo representam uma grande causa de sua introducdo em
ambientes naturais. O presente trabalho teve por objetivo identificar a presenca de
hibridos de Piaractus na bacia do alto rio Parang, utilizando marcadores
moleculares. Os marcadores DLX2 e RAGZ2 foram amplificados e sequenciados. A
analise com o DLX2 nao foi bem-sucedida devido ao tamanho das sequéncias
obtidas no sequenciamento. Com o marcador RAGZ2, foi feita a analise visual das
sequéncias em busca de sitios polimérficos entre os espécimes analisados e
aqueles presentes em bancos de dados. Dois sitios polimérficos foram encontrados,
com potencial de serem usados para diferenciar as espécies puras e seus hibridos.

INTRODUGCAO

Serrasalmidae, pertencente a rios da América do Sul, € uma familia popular
por sua grande importancia econbémica na aquicultura brasileira, tendo como
exemplares pacus, piranhas e tambaquis.Dentro dessa familia, Piaractus é
frequentemente utilizado para a producdo de hibridos, justificada pela tentativa
reduzir os impactos da pesca comercial nas producbes naturais e atender as
demandas do mercado, produzindo animais que satisfacam melhor os desejos do
consumidor (Hashimoto et al., 2011). Entretanto, essas praticas geram um cenario
com graves problemas ambientais, ja que os escapes de hibridos de tanques de
criagdo representam uma grande causa de sua introdugdo em ambientes naturais
(Agostinho e Ferreira, 1996).

Considerando eventos de hibridizacao existem duas possibilidades: (1) o
nascimento de hibridos estéreis ou inviaveis, que nao apresentam risco genético,
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mas que trazem graves problemas ecolégicos, ja que podem ser competidores
eficazes e ocasionar a destruicdo de locais de desova (Fitzpatrick, 2015); e (2) a
geracdo de hibridos férteis, como no caso de Piaractus, que além de oferecerem
impactos ecoldgicos, sdo capazes de ocasionar eventos de introgressdao genética
nas populagdes selvagens e, em casos extremos, levar a sua extingao (Fitzpatrick,
2015).

Anadlises morfolégicas sao utilizadas para a identificacao de animais hibridos,
contudo, o seu uso isolado nao é confiavel. Por outro lado, os métodos moleculares
fornecem uma identificagdo precisa de hibridos, podendo complementar dados de
morfologia (Hashimoto et al., 2011). O objetivo deste trabalho foi identificar a
presenca de hibridos de Piaractus na bacia do alto rio Parand utilizando os
marcadores moleculares DLX2 e RAG2.

MATERIAIS E METODOS

Onze espécimes foram coletados na planicie de inundacao do alto rio Parana
e identificados previamente, através de analise PCR-Multiplex com os marcadores
nuclear TROP e mitocondrial COIl, como Piaractus mesopotamicus (pacu)
(Holmberg, 1887), P. brachypomus (pirapitinga) (Cuvier, 1818) e hibridos de primeira
geracao destas espécies (F1). O acesso ao patrimbnio genético dos espécimes foi
concedido pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético (SISGEN,
registro A1C1E26).

O DNA das amostras de tecido muscular foi extraido utilizando o kit de
extragdo Promega Wizard® Genomics. A amplificacdo dos marcadores nucleares
DLX2 (primers F760 e R2) e RAGZ2 (primers RAG2 R e RAGZ2 F) foi realizada, os
produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1% e o tamanho dos
fragmentos obtidos foi estimado com base no marcador padrao Ladder 100pb. Os
produtos das PCRs foram purificados seguindo protocolo de Rosenthal et al. (1993)
e o0 sequenciamento foi realizado em empresa privada.

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas utilizando os programas
BioEdit 7 e MEGA 7, respectivamente. O algoritmo de alinhamento utilizado foi o
ClustalW. Sequéncias de P. mesopotamicus e P. brachypomus, depositadas por
Hashimoto e colaboradores (2011), foram utilizadas para comparagao. A analise das
sequéncias foi feita de forma visual a fim de encontrar diferentes alelos entre os
espécimes e foi construida uma tabela de comparacao dos sitios polimérficos entre
as espécies de P. mesopotamicus, P. brachypomus e seus hibridos F;.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise com o marcador DLX2 nao foi bem-sucedida, visto que as
sequéncias obtidas apresentaram 183 pares de base (pb), 0 que nao corresponde
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ao tamanho total do gene, inviabilizando a realizacdo das analises propostas. Desse
modo, apenas sequéncias do marcador nuclear RAG2 foram utilizadas no estudo.

Dois polimorfismos espécie-especificos foram observados quando
comparados os espécimes de P. mesopotamicus e P. brachypomus, analisados por
Hashimoto e colaboradores (2011), sendo eles nos sitios 188 e 656 (Tabela 1). Ao
observar as sequéncias de individuos puros geradas neste trabalho foi possivel
encontrar os mesmos polimorfismos observados no estudo de Hashimoto e
colaboradores (2011), entretanto, no sitio 188, o individuo P10 (P. brachypomus)
apresentou picos sobrepostos de G e A, assim como todos os hibridos F. Ja no sitio
polimérfico 656, os hibridos apresentaram picos sobrepostos de T e C, bases
nitrogenadas encontradas, respectivamente, em P. mesopotamicus e P.
brachypomus.

A presenga de alelos espécie-especificos nos individuos hibridos torna a
regido RAG2 util para a identificacdo de eventos de hibridizagdo em ambientes
naturais e artificiais. O monitoramento genético sobre pisciculturas e ambientes
naturais, € imprescindivel para proteger o meio ambiente dos riscos aliados a
producdo de hibridos, de forma que a busca por alternativas de marcadores
moleculares eficazes para a identificacdo desses individuos € extremamente
importante e deve ser continuada (Hashimoto, 2012).

Tabela 1 - Amostras, espécies e regides variaveis do marcador nuclear RAG2.

Amostra Espécie S't&
188 656
CEPTAO001 (HQ420863 P. mesopotamicus
CEPTA002 (HQ420864 P. mesopotamicus
CEPTAO003 (HQ420865 P. mesopotamicus
CEPTA004 (HQ420866 P. mesopotamicus
P. mesopotamicus

CEPTA007 (HQ420868
CEPTAO008 (HQ420869
CEPTAQ09 (HQ420870
CEPTA012 (HQ420871
CEPTAO014 (HQ420872

P. brachypomus
P. brachypomus
P. brachypomus
P. brachypomus
P. brachypomus
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P6 P. mesopotamicus
P43 P. mesopotamicus
P47 P. mesopotamicus
P8 P. brachypomus
P38 P. brachypomus
P39 P. brachypomus
P10 F1

P12 F1

P24 F1

P26 F1

P46 F1

*R=sobreposicao de bases G e A. *Y=sobreposi¢do das bases T e C.
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CONCLUSOES

O marcador molecular RAG2 foi 0til para a avaliacdo de eventos de
hibridizacdo em Piaractus, uma vez que foram encontrados sitios polimérficos
espécie-especificos e a presenca dos diferentes alelos nos individuos hibridos.
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