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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

Os peixes de água doce são responsáveis por 20 a 25% da biodiversidade de 

vertebrados do mundo e há indícios de que somente na América do Sul e Central 

ocorram mais de 8.000 espécies (Winemiller et al. 2008). O Brasil, caracterizado por 

grandes bacias hidrográficas, conta com numerosa e diversificada fauna de peixes 

(Marengoni et al. 2006). No Estado do Mato Grosso do Sul, dentre as espécies de peixes 

com maior valor econômico, destacam-se Pseudoplatystoma corruscans (pintado) e 

Pseudoplatystoma reticulatum (cachara), amplamente conhecidos como surubins, 

pertencentes ao gênero Pseudoplatystoma, família Pimelodidae e ordem dos 

Siluriformes (Romagosa et al. 2003). 

As espécies P. corruscans e P. reticulatum desempenham importante papel 

ecológico (sendo grande predador) e econômico (carne saborosa e sem espinho 

intramuscular) (Carvalho et al. 2008). 

O custo para a produção de Pseudoplatystoma corruscans e Pseudoplatystoma 

reticulatum é alto, isso deve-se a falta de informações zootécnicas sobre essas espécies, 

que são necessárias para aprimorar as técnicas de reprodução, manejo durante a fase de 

criação, e nutrição (Theodoro, 2004).  

Com o intuito de obter melhoria na produtividade a partir da heterose, visando 

obter melhor aceitação por parte dos produtores e consumidores, os produtores de 

pintado desenvolveram o surubim híbrido interespecífico (cruzamento entre P. 

corruscans e P. reticulatum). Entretanto, com a falta de fiscalização, de manejo 

adequado e de mecanismos de identificação das espécies nas estações de criação, os 

surubins híbridos interespecíficos estão sendo introduzidos no ambiente natural (Porto-

Foresti et al. 2008). 
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Os resultados dos riscos genéticos apresentados por híbridos interespecíficos de 

peixes são de difícil previsão e dependem basicamente dos graus de viabilidade, 

desempenho e capacidade dos híbridos se reproduzirem na natureza, podendo ocasionar 

desequilíbrios ecológicos. Se forem estéreis, podem competir por recursos ambientais 

com a ictiofauna nativa, se forem parcialmente ou totalmente férteis podem retrocruzar 

e causar introgressão gênica, fato que pode diminuir a diversidade genética e causar a 

extinção das espécies parentais selvagens (Marques, 2002; Porto-Foresti et al. 2008).  

O escape do surubim híbrido interespecífico para o ambiente natural, juntamente 

com a possibilidade de retrocruzamento e introgressão gênica, gera indivíduos Pós-F1 

que se assemelham tanto com os híbridos F1 quanto com os parentais. Com isso, a 

identificação dos híbridos somente por características morfológicas não é segura 

(Toledo-Filho et al. 1994). 

A identificação incorreta do híbrido e de seus parentais puros pode gerar 

problemas tanto em ambientes naturais (contaminação genética dos estoques selvagens) 

quanto em pisciculturas (diminuição da produtividade de alevinos viáveis, devido 

utilização de matrizes híbridas ao invés de puras) (Porto-Foresti et al. 2008). Portanto, 

faz-se necessário o desenvolvimento e a aplicação de metodologias eficientes que 

permitam a correta identificação e diferenciação do híbrido e puro (Marques, 2002; 

Porto-Foresti et al. 2011). 

As técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction) multiplex com 

oligonucleotídeos iniciadores espécie-específicos (Taris et al. 2005) e PCR-RFLP 

(Restriction Fragment Length Polymorphism - Polymerase Chain Reaction)  foram 

desenvolvidas com o objetivo de identificar espécies puras e híbridos (Hashimoto et al. 

2010). 
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Os principais genes empregados para diferenciação entre P. corruscans, P. 

reticulatum e identificação de seus híbridos interespecíficos recíprocos F1 e pós-F1, de 

acordo com Prado et al. (2011) e Hashimoto et al. (2012) são: os nucleares RAG2 

(Recombination Activating Gene), GLOB (β-globin), EF1α (Elongation Fator 1-alpha), 

18S rRNA (Ribosomal RNA) e o mitocondrial 16S rRNA (Ribosomal RNA). 

Diante do exposto, objetivou-se identificar o surubim híbrido interespecífico 

(Pseudoplatystoma corruscans X Pseudoplatystoma reticulatum) em ambiente natural 

do Estado do Mato Grosso do Sul, determinar sua linhagem materna, verificar se a 

identificação morfológica corresponde à identificação genética, avaliar a eficiência das 

ferramentas moleculares tanto para os programas de conservação e melhoramento 

genético das espécies puras, quanto para os planos de manejo em pisciculturas e em 

ambientes naturais. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Gerais 

 Identificar contaminação genética dos surubins híbridos interespecíficos 

(Pseudoplatystoma corruscans X Pseudoplatystoma reticulatum) em rios do Estado do 

Mato Grosso do Sul 

 

2.2 Específicos 

 Determinar a linhagem materna dos híbridos, ou seja, se são “Cachapinta” 

(fêmea de cachara e macho de pintado) ou “Pintachara” (fêmea de pintado e macho de 

cachara); 

 Identificar se a caracterização fenotípica, baseada em métodos morfológicos, 

corresponde à identificação genotípica, fornecida pelos marcadores moleculares; 

 Avaliar a potencialidade das ferramentas moleculares para os planos de 

manejo tanto em pisciculturas quanto em ambientes naturais. 
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3 RESULTADOS 

 

“O resultado e a discussão dos dados obtidos nas análises moleculares encontram-se 

apresentados na forma de capítulo. O capítulo I foi apresentado de acordo com as 

normas da revista, descritas no Anexo I. As referências citadas na introdução da 

dissertação estão discriminadas no item 4 Referências”. 

 
 

 

CAPÍTULO I – IDENTIFICAÇÃO GENÉTICA DO SURUBIM HÍBRIDO 

INTERESPECÍFICO F1 E PÓS-F1 (Pseudoplatystoma corruscans X 

Pseudoplatystoma reticulatum) EM RIOS DO ESTADO DO MATO GROSSO DO 

SUL, BRASIL 
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Resumo O híbrido interespecífico entre Pseudoplatystoma corruscans e 

Pseudoplatystoma reticulatum é amplamente comercializado por apresentar maior 

docilidade e precocidade quando comparado aos parentais. Porém, dificuldade de 

identificação incorreta dos híbridos e puros associada aos escapes destes pelas 

pisciculturas possibilitou a introdução de surubins híbridos em ambientes naturais. Com 

isso, objetivou-se identificar, por meio de técnicas moleculares, a existência de surubins 

híbridos em rios do Estado do Mato Grosso do Sul. Os peixes (P. corruscans, P. 

reticulatum e surubim híbrido) foram coletados e identificados visualmente por 

pescadores e pesquisadores. Fragmentos de nadadeira de 183 peixes provenientes do 

Rio Dourados, Ivinhema, Brilhante (Bacia do Paraná), Negro, Aquidauana, Miranda, 

Paraguai (Bacia do Paraguai) foram utilizados. O DNA total foi extraído com Resina 

Chelex 5% e submetido a PCR multiplex e PCR-RFLP dos genes nucleares RAG2, 

GLOBINA, EF1α, 18S rRNA e mitocondrial 16S rRNA. Do total de 33 peixes 

coletados na Bacia do Paraguai, foram detectados 10 P. corruscans, 14 P. reticulatum, 7 

Híbridos F1 e 2 Híbridos Pós-F1, todos “Pintacharas”. Dos 150 peixes da Bacia do 

Paraná, identificou-se 66 P. corruscans, 2 P. reticulatum, 61 Híbridos F1 e 21 Híbridos 

Pós-F1, sendo 18 “Pintacharas” e 64 “Cachapintas”. Os resultados demonstraram que a
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identificação visual não correspondeu com a identificação genética e que a técnica 

molecular empregada foi eficiente, pois foi possível a identificação do híbrido e seus 

parentais puros. A implantação de projetos de manejo e conservação torna-se 

necessária, a fim de manter a integridade genética dessas populações em rios do Estado 

do Mato Grosso do Sul. 

 

Palavras-chave Conservação, Hibridação, Marcadores moleculares, Siluriformes. 

 

 

Abstract The interspecific hybrid between Pseudoplatystoma corruscans and 

Pseudoplatystoma reticulatum is widely marketed for presenting higher docility and 

precocity compared to the parents. But the incorrect identification of hybrids and pure, 

with these leaks by fish farms, introduced the surubins hybrids in natural environments.  

The aim of this research was identify, by means of molecular techniques, the existence 

of surubins hybrids in rivers of the State of Mato Grosso do Sul. The fishes (P. 

corruscans, P. reticulatum and surubin hybrid) were collected and identified visually by 

fishermen and researchers. Fin fragments of 183 fishes from Dourados, Ivinhema, 

Brilhante (Parana Basin), Negro, Aquidauana, Miranda, Paraguay (Paraguay Basin) 

were used. Total DNA was extracted with 5% Chelex Resin, performed multiplex-PCR 

and PCR-RFLP of RAG2, GLOBINA, EF1α, 18S rRNA nuclear genes and 16S rRNA 

mitochondrial. It was observed that among the 33 fishes that were collected in the 

Paraguay Basin, 10 were identified P. corruscans, 14 P. reticulatum, 7 Hybrids F1 and 

2 Hibridys Post-F1, "Pintacharas." Already of 150 fishes of the Parana Basin, 66 were 

identified P. corruscans, 2 P. reticulatum, 61 Hybrids F1 and 21 Hybrids Post-F1, this 

18 "Pintacharas" and 64 "Cachapintas". The results demonstrated that visual
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identification not did match with the genetic identification and molecular technique that 

was efficient, because it was possible to identify the hybrids and pures parentals. The 

implementation of project of management and conservation is necessary to maintain the 

genetic integrity of these populations in rivers of the State of Mato Grosso do Sul. 

 

Keywords Conservation, Hybridization, Molecular markers, Siluriformes. 

 

Introdução 

 

Matrizes de P. corruscans e P. reticulatum estão sendo utilizadas para realizar a 

técnica de hibridação em cativeiro e o resultado deste cruzamento é o surubim híbrido 

interespecífico “Cachapinta” (fêmea Pseudoplatystoma reticulatum e macho 

Pseudoplatystoma corruscans), ou “Pintachara” (fêmea Pseudoplatystoma corruscans e 

macho Pseudoplatystoma reticulatum) (Porto-Foresti et al. 2011). Entre as vantagens do 

cruzamento interespecífico destacam-se o menor custo, a precocidade e a docilidade dos 

híbridos quando comparado aos puros (Carvalho et al. 2008). 

Entretanto, devido a falta de mecanismos de identificação das espécies, de 

fiscalização e manejo adequado dos produtos, os híbridos podem ser confundidos com 

seus parentais e serem introduzidos em ambientes naturais por meio de escapes de 

tanques de pisciculturas ou estações de criação e “pesque-pagues” (Porto-Foresti et al. 

2008; Hashimoto et al. 2012a). 

O escape do surubim híbrido interespecífico para o ambiente natural, juntamente 

com a falta de mecanismos para sua identificação, pode diminuir a diversidade genética
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das espécies parentais puras, pois o híbrido é fértil, podendo assim retrocruzar com os 

parentais puros e causar introgressão gênica (Marques, 2002; Porto-Foresti et al. 2008; 

Hashimoto et al. 2012b).  

No Brasil, pesquisas já revelaram a existência dos surubins híbridos em rios e a 

sua comercialização como reprodutores “puros” (Carvalho et al. 2008; Hashimoto et al. 

2012b). Esse fato indica que cuidados devem ser tomados na utilização destes animais, 

pois podem tanto conduzir resultados positivos na piscicultura brasileira, incrementando 

o desempenho, como podem causar impactos nos estoques naturais, reduzindo a 

biodiversidade, bem como influenciar na perda do nativo puro como recurso genético 

para estabelecimento do cruzamento para produção do híbrido interespecífico (Carvalho 

et al. 2008; Porto-Foresti et al. 2011). 

Considerando-se que a identificação visual por características morfológicas não 

é uma ferramenta segura para identificação dos híbridos, torna-se relevante a utilização 

de técnicas moleculares que possibilitem o diagnóstico de peixes híbridos e 

diferenciação das espécies parentais, (Toledo-Filho et al. 1994).  

Prado et al. (2012a) realizaram PCR multiplex e PCR-RFLP do gene nuclear 

RAG2 (Recombination Activating Gene) e mitocondrial 16S rRNA (Ribossomal RNA) 

em indivíduos provenientes do ambiente natural e identificaram a ocorrência de 

surubins híbridos interespecíficos F1 “Pintachara” e “Cachapinta”. Segundo os autores, 

este fato, possivelmente, pode ter ocorrido devido escapes dos híbridos dos tanquess de 

pisciculturas ou “pesque-pagues” da região, indicando possibilidade de contaminação 

do ambiente natural com animais oriundos de cultivo estar acontecendo em algumas 

regiões brasileiras. O acréscimo dos marcadores moleculares nucleares GLOB (β-

globin), EF1α (Elongation Fator 1-alpha) e 18S rRNA (Ribosomal RNA) possibilitou a
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identificação genética de surubins híbridos interespecíficos Pós-F1 (Hashimoto et al. 

2012b). 

Portanto, torna-se clara a aplicabilidade dessas ferramentas moleculares na 

identificação de espécies componentes das linhagens parentais em condições naturais e 

de cultivo, no monitoramento dos surubins híbridos em estoques naturais e cultivados, 

bem como em programas de conservação e melhoramento genético de P. corruscans e 

P. reticulatum (Hashimoto et al. 2012b; Prado et al. 2012a). 

Com isso, objetivou-se identificar a presença do surubim híbrido interespecífico 

resultante do cruzamento entre Pseudoplatystoma corruscans e Pseudoplatystoma 

reticulatum em rio do Estado do Mato Grosso do Sul - Brasil, determinar a linhagem 

materna dos híbridos (“Cachapinta” ou “Pintachara”), verificar se a identificação 

baseada em caracteres fenotípicos corresponde à identificação genética-molecular, 

avaliar a potencialidade das ferramentas moleculares tanto para os programas de 

conservação e melhoramento genético das espécies puras quanto para os planos de 

manejo em pisciculturas e em ambientes naturais. 

 

Materiais e métodos 

 

Material biológico e locais de coleta 

  

Fragmentos de nadadeira caudal de 183 peixes (P. corruscans, P. reticulatum e 

Surubim híbrido interespecífico) foram coletados no período de setembro de 2007 a 

agosto de 2008 e março de 2011 a março de 2012 por pesquisadores e pescadores 

amadores/profissionais associados à Colônia de Pescadores Artesanais Profissionais “Z-

10” de Fátima do Sul/MS. Os peixes foram provenientes dos seguintes locais: Rio
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Dourados (n= 90), Rio Ivinhema (n= 49), Rio Brilhante (n= 11), pertencentes à Bacia do 

Paraná; e no Rio Negro (n= 17), Rio Aquidauana (n= 7), Rio Miranda (n= 7), Rio 

Paraguai (n= 2), pertencentes à Bacia do Paraguai (Fig. 1). O material biológico foi 

armazenado em microtubos contendo álcool 95% e armazenado em freezer a -20°C até 

o processamento. 

 

 

Fig. 1 Mapa ilustrativo dos locais utilizados para coleta do material biológico 

pertencentes à Bacia do Paraná (Rio Dourados, Rio Brilhante, Rio Ivinhema) e Bacia do 

Paraguai (Rio Negro, Rio Aquidauana, Rio Miranda, Rio Paraguai) (Adaptado de 

Miranda, 2005) 
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Extração e quantificação do DNA 

 

O DNA total foi extraído no Laboratório de Biotecnologia Aplicada à Produção 

Animal, da Faculdade de Ciências Agrárias da Universidade Federal da Grande 

Dourados (UFGD) – Brasil/MS, seguindo o protocolo utilizando resina Chelex 5% - 

Chelex® 100 (Bio-Rad) e armazenado em freezer (-20
0
C) até o seu processamento. 

A pureza (260nm/280nm) e a concentração (em ng/µL) do DNA total foram 

determinadas por densidade óptica em espectrofotômetro (NanoPhotometer™
 
 P-300 

UV-Vis da IMPLEN®). 

 

Reações de PCR multiplex 

 

As sequências dos oligonucleotídeos (primers) universais e espécie-específicos 

utilizados, bem como a temperatura de anelamento e o tamanho dos fragmentos 

gerados, foram descritos na Tabela 1. 

As reações de PCR multiplex utilizadas foram as desenvolvidas por Prado et al. 

(2011) para o gene nuclear RAG2 e mitocondrial 16S rRNA, e por Hashimoto et al. 

(2012b) para os genes nucleares GLOB e EF1 α. Já para o gene 18S rRNA realizou-se 

somente PCR-RFLP, pois segundo os autores citados a cima, não foi possível desenhar 

o primer multiplex para esse gene que pudesse diferenciar as espécies de peixes 

estudadas. 

A PCR multiplex dos genes nucleares (RAG2, GLOB, EF1α) e do gene 

mitocondrial 16S rRNA foi realizada em um volume final de 25 µL e a mistura para 

amplificação de cada gene constituiu-se de: 4,9µL de água ultra-pura (Fermentas®), 10 
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pmoles de cada  primer universal e espécie-específico,  1U µL da Taq DNA Polimerase 

(1U/µL), 12,5 µL do MIX de PCR Master (Fermentas®) e 10-50ng do DNA total. 

As reações de PCR foram realizadas no termociclador da BIORAD modelo 

MyCyclerTM  Thermal Cycler. O protocolo utilizado para as reações de amplificação 

multiplex foi adaptado de Prado et al. (2011) e Hashimoto et al. (2012 b), sendo 

constituído dos seguintes passos para a PCR multiplex do gene RAG2 e 16S: um ciclo 

de 95ºC por 5 min; um ciclo de 95ºC por 30s, 58ºC por 45s, 72ºC por 20s, com um total 

de 30 repetições; e um ciclo final de 72ºC por 5 min. Para a PCR multiplex dos genes 

GLOB e EF1α variaram apenas as temperaturas de anelamento, que foram de  59ºC e 

50ºC para cada um dos genes respectivamente. As reações de amplificação foram 

visualizadas em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídio (10mg/mL) e 

visualizadas em fotodocumentador (UVP®,  PhotoDoc-It 55). 
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Tabela 1 Descrição dos primers universais e espécie-específicos; Temperatura de 

anelamento (Ta) em ºC; Tamanho do fragmento em pares de bases (pb) utilizados nas 

reações de amplificação 

 Primer Sequência (5’-3’) Ta 

(ºC) 

Tamanho 

(pb) 

Referência 

 

Universais 

RAG2 

SiluF 

CCTGAGTGCTACCTTATT

CATGGA 

50ºC 

 

550  

 

(Prado et al. 

2011) 
RAG2 

SiluR 

CTTGGGAGGAAGAGACC

ATC 

Espécie-

específicos 

 

RAG2 

PcR* 

AACTCCAGGTCAATGAG

ATAAATG 

 

58ºC 

330 

RAG2 

PrRˠ 

CAGTTCCAGGTCTCTGTG

GTT 

290 

 

Universais 

GLOB 

SiluF 

TCAATATGGTTCACTGG

ACAGA 

 

55ºC 

 

569 

 

 

(Hashimoto 

et al. 

2012b) 

GLOB 

SiluR 

CCAAGAAGCTGAAAGTA

GACAGT 

Espécie-

específicos 

 

GLOB 

PcR* 

CAGCCACCTTGGGGTTT

CCT 

 

59ºC 

304 

GLOB 

PrFˠ 

GGTACGTCTAATCTCAG

TAATTGAAA 

137 

Universais EF1α F ATTGGAACTGTACCTGT

GG 

 

 

50ºC 

 

 

800 

 

 

(Hashimoto 

et al. 

2012b) 

EF1α R CAGCCTTCTGTGCAGAC

TT 

Espécie-

específicos 

 

EF1α 

PcR* 

CAACAATGGCAGCATCT

CCT 

520 

EF1α 

PrRˠ 

ATAAAGGACAAGGACAA

GATCG 

630 

 

Universais 

16SF ACGCCTGTTTATCAAAA

ACAT 

 

50ºC 

 

 

650 

 

 

 

(Prado et al. 

2011) 

16SR CGGTCTGAACTCAGATC

ACGT 

Espécie-

específicos 

 

16S 

PcF* 

TGACCATAAAGATCCGG

CTAT 

 

58ºC 

200 

16S 

PrRˠ 

TCTTGGTTTTGGGGTTGT

TA 

400 

 

Universais 

18S 

NS1 

GTAGTCATATGCTTGTCT

C 

 

50ºC 

 

 

350 

 

(Hashimoto 

et al. 

2012b) 
18S 

SiluR 

CCATCGAAAAGTTGATA

GGG 

*Específico para P.corruscans; ˠ Específico para P. reticulatum 
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Reações de PCR-RFLP 

 

A PCR-RFLP foi realizada somente para confirmação de resultados duvidosos 

da PCR multiplex. A reação de PCR de cada gene seguiu com seus respectivos primers 

universais (Tabela 1). Os produtos da PCR foram digeridos com as enzimas de restrição 

(Tabela 2) todas em um volume final de 8µL, sendo 4µL do produto da PCR, 2,7µL de 

água ultra-pura, 0,8µL do buffer da enzima (1X) e 0,5µL da enzima de restrição (10 

U/µL). As reações enzimáticas ocorreram de acordo com a temperatura ideal de cada 

enzima por 1 hora, conforme instruções do fabricante de cada enzima. As reações de 

digestão foram aplicadas em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídio 

(10mg/mL) e visualizadas em fotodocumentador (UVP®,  PhotoDoc-It 55). 

 

Tabela 2 Descrição das enzimas de restrição e do tamanho dos fragmentos em pares de 

bases (pb) gerados pela digestão enzimática. Pc: Pseudoplatystoma corruscans, Pr: 

Pseudoplatystoma reticulatum 

Gene Enzima de 

restrição 

Tamanho do fragmento em pb 

         Pc                    Pr 

Referência 

RAG2 Sau96I    300 e 250            550 Prado et al. 2011 

GLOB HpyAV    186 e 381              569 Hashimoto et al. 2012b 

EF1α BpmI    240 e 560      240, 270 e 290 Hashimoto et al. 2012b 

18S SmaI    163 e 187            350 Hashimoto et al. 2012b 

16S SmI         650              330 e 350 Prado et al. 2011 

 

Identificação visual e identificação genética 

 

O teste exato de FISHER foi utilizado para analisar, estatisticamente, se a 

identificação visual baseada em caracteres morfológicos, descrita pelos pescadores e/ou 

pesquisadores, correspondia à identificação genética-molecular. A análise foi realizada 

a partir de uma tabela de contigência com nível de significância α fixado em 5%.
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Resultados 

 

Do total de 183 exemplares analisados, 123 foram inicialmente identificados 

visualmente (fenotipicamente) como P. corruscans, 44 P. reticulatum e 16 surubins 

híbridos interespecíficos. Porém, na identificação genética, por meio dos marcadores 

moleculares dos genes nucleares RAG2, GLOB, EF1α, 18S rRNA, e do gene 

mitocondrial 16S rRNA, foram identificados 76 como P. corruscans, 16 como P. 

reticulatum, e 91 como surubins híbridos (68 híbridos F1 e 23 híbridos Pós-F1) (Tabela 

3). Ou seja, a identificação visual dos animais não coincidiu estatisticamente (p<0,05) 

com a identificação genotípica. Este resultado mostra que a identificação baseada em 

caracteres fenotípicos  não é o parâmetro mais indicado para caracterizar os animais. 

 Entre os surubins híbridos interespecíficos analisados geneticamente, a maioria 

foi identificada como “Cachapinta” na Bacia Hidrográfica do Paraná, e “Pintachara” na 

Bacia Hidrográfica do Paraguai (Tabela 3). 

Os indivíduos foram considerados “puros” quando apresentaram padrão de P. 

corruscans ou P. reticulatum nos cinco marcadores moleculares utilizados (RAG2, 

GLOB, EF1α, 18S rRNA e 16S rRNA), como “surubim híbrido F1
”
 (“Pintachara” ou 

“Cachapinta”) os que apresentaram padrão de híbrido nos cinco marcadores, e como 

“surubim híbrido Pós-F1
”
 quando apresentaram padrão diferente entre os marcadores 

(Tabela 4). 

A metodologia utilizada para extração do DNA por meio de resina Chelex 5% 

foi eficiente. Esse fato pode ser evidenciado, pelos resultados obtidos a partir da 

quantificação por espectrofotometria, pois o rendimento total do DNA foi de 22,59 

µg/µL. Dessa forma, foi possível extrair um DNA de boa qualidade e em quantidade 

suficiente para a continuidade das análises moleculares. 
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Tabela 3 Comparação entre a identificação fenotípica e genotípica dos indivíduos em 

cada local de coleta 

 Locais de 

Coleta 

Fenótipo / Genótipo Híbridos 

Pc Pr  H-F1 Pós-F1     Cachapinta Pintachara 

 

 

 

 

Bacia do 

Paraguai 

Rio 

Negro 

(N= 17) 

 

8(2) 

 

9(7) 

 

0(7) 

 

0(1) 

 

 

0 

 

 

8 

Rio 

Aquidauana 

(N= 7) 

 

5(2) 

 

2(4) 

 

0(0) 

 

0(1) 

 

0 

 

1 

Rio 

Miranda 

(N=7) 

 

6(5) 

 

1(2) 

 

0(0) 

 

0(0) 

 

0 

 

0 

Rio 

Paraguai 

(N= 2) 

 

1(1) 

 

1(1) 

 

0(0) 

 

0(0) 

 

0 

 

0 

 

 

 

Bacia do 

Paraná 

Rio 

Ivinhema 

(N=49) 

 

27(18) 

 

11(1) 

 

11(22) 

 

0(8) 

 

22 

 

8 

Rio 

Brilhante 

(N= 11) 

 

7(3) 

 

4(0) 

 

0(5) 

 

0(3) 

 

4 

 

4 

Rio 

Dourados 

(N=90) 

 

69(45) 

 

16(1) 

 

5(34) 

 

0(10) 

 

38 

 

6 

TOTAL N= 183 123 (76) 44(16) 16(68) 0 (23) 64 27 

N= número de amostras; Pc= Pseudoplatystoma corruscans; Pr= Pseudoplatystoma 

reticulatum; H F1= Surubim híbrido interespecífico F1; Pós-F1= Surubim híbrido 

interespecífico Pós-F1; Descrição do genótipo entre parênteses; “Cachapinta”=  fêmea 

P. reticulatum  e macho  P. corruscans; “Pintachara”= fêmea P. corruscans e macho P. 

reticulatum 
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Tabela 4 Exemplos de caracterização fenotípica e genotípica resultantes das análises 

Pc= Pseudoplatystoma corruscans; Pr= Pseudoplatystoma reticulatum 

 

Discussão 

 

Toledo-Filho et al. (1994) realizando estudos de identificação genética do pacu 

(Piaractus mesopotamicus), do tambaqui (Colossoma macropomum) e seus híbridos 

recíprocos artificiais “tambacu” e “paqui”, por meio de cinco marcadores 

eletroforéticos, descreveram a necessidade de se analisar, no mínimo, quatro loci 

nucleares. Pois conforme os híbridos F1 intercruzam com outros híbridos F1, ou 

retrocruzam com os parentais, as gerações seguintes (Pós-F1) vão apresentando 

semelhança genética com os híbridos F1 e/ou com os parentais selvagens, podendo ser 

assim confundidos mesmo em análises genotípicas. Por isso, quanto maior o número de 

marcadores moleculares nucleares empregados, maior é a confiabilidade dos resultados 

para identificação dos híbridos Pós-F1. 

Prado et al. (2012a) utilizando um marcador molecular nuclear (RAG2) e um 

mitocondrial (16S rRNA), conseguiram identificar as espécies puras (Pseudoplatystoma

 

Fenótipo 

Marcadores Moleculares  

Genótipo 16S RAG2 GLOB EF1 18S 

Pr Pc Pr Pc Pr Pc Pr Pc Pr Pc 

Pintado  x x x x x x x x x “Pintachara” 

Pintado x  x x x x x x x x “Cachapinta” 

Pintado x  x  x  x  x  P. reticulatum 

Pintado  x  x  x  x  x P. corruscans 

Cachara  x x x x x x x x x “Pintachara” 

Cachara x  x x x x x x x x “Cachapinta” 

Cachara x  x x x x  x  x Pós-F1 

Cachara x  x  x  x  x  P. reticulatum 

Híbrido  x x x x x x x x x “Pintachara” 

Híbrido x  x x x x x x x x “Cachapinta” 

Híbrido  x x  x x  x x  Pós-F1 

Híbrido x  x  x  x  x  P. reticulatum 
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corruscans, Pseudoplatystoma reticulatum) e o híbrido interespecífico F1, não 

distinguindo o híbrido Pós-F1. 

No presente estudo realizado, o emprego de quatro marcadores moleculares 

nucleares (RAG2, GLOB, EF1α, 18S) e um mitocondrial (16S rRNA), possibilitou 

diferenciar geneticamente P. corruscans, P. reticulatum, identificar os híbridos F1 e os 

Pós-F1. Corroborando com os resultados obtidos por Hashimoto et al. (2012b). 

Prado et al. (2012b), por meio de análise citogenética, observou que os híbridos 

F1 e Pós-F1 entre Pseudoplatystoma corruscans e Pseudoplatystoma reticulatum, da 

bacia do Paraná são férteis. Isso porque P. corruscans, P. reticulatum, Híbrido F1 e Pós-

F1 revelaram padrão citogenético com 56 cromossomos distribuídos igualmente. Essa 

homologia na constituição cromossômica das espécies parentais resulta, 

frequentemente, no emparelhamento correto dos cromossomos e segregação durante a 

meiose, produzindo gametas viáveis em híbridos interespecíficos. Esse fato poderia 

explicar a ocorrência de híbridos Pós-F1 encontrados nesse trabalho no ambiente 

natural. 

 Possivelmente a maior frequência de híbridos “Cachapintas” nos rios 

pertencentes à Bacia Hidrográfica do Paraná, seja devido seu escape dos tanques de 

pisciculturas, e/ou de “pesque-pagues”. Isso deve-se ao fato do “Cachapinta” ser o 

híbrido mais comercializado pelas pisciculturas (Porto-Foresti et al. 2011). 

A preferência de matrizes constituídas de fêmea P. reticulatum pelas 

pisciculturas deve-se ao fato do seu período reprodutivo ser maior em comparação ao da 

fêmea P. corruscans (Campos, 2010). Dessa forma, provavelmente, a maioria das 

pisciculturas do Estado do Mato Grosso do Sul-Brasil estejam utilizando esse tipo de 

matriz.
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A principal fonte de dispersão de espécies cultivadas para o ambiente natural é 

por meio dos “pesque-pagues”, pois os escapes são praticamente inevitáveis (Fernandes 

et al. 2003, Porto-Foresti et al. 2008; Prado et al. 2012a; Hashimoto et al. 2012b). 

A presença de híbridos “Pintachara” nos rios da Bacia Hidrográfica do Paraguai 

pode ser supostamente explicada, por meio da hibridação natural entre as espécies 

puras, que mesmo sendo rara, pode acontecer. Segundo Mallet (2005) os exemplos de 

hibridação na natureza são muitas vezes atribuídos à degradação ambiental, como por 

exemplo, um desmatamento ou qualquer outra alteração no habitat natural pode levar 

uma espécie a migrar para outro local onde ela não existia anteriormente, e lá cruzar 

naturalmente com alguma espécie filogeneticamente próxima, gerando um híbrido, que 

talvez não existisse se o homem não houvesse degradado o meio ambiente. 

Considerando que os ambientes em estudo vêm sofrendo esses impactos ambientais é 

possível que algo similar possa ter acontecido com as espécies migradoras de P. 

corruscans e P. reticulatum nos rios da Bacia Hidrográfica do Paraguai. Outro ponto 

importante refere-se à possibilidade de que alguns locais (pisciculturas), presentes nessa 

bacia, estejam realizando hibridação artificial com fêmea P. corruscans. 

No presente estudo, a comparação entre identificação visual e genética 

demonstrou a eficiência da tecnologia dos marcadores moleculares para diferenciação 

genética entre espécies puras e híbridas, fornecendo subsídio para seleção de matrizes 

geneticamente puras em cruzamentos artificiais. Além disso, possibilitou a identificação 

de contaminação genética em ambiente natural, indicando a necessidade de 

gerenciamento de escapes de surubins híbridos interespecíficos das pisciculturas, 

estações de criações e/ou “pesque-pagues”. 

Toledo-Filho et al. (1994) e Hashimoto et al. (2012b) relatam a necessidade da 

aplicação de técnicas moleculares aliadas a métodos visuais para confirmação das
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espécies. Isso por que os híbridos apresentam características morfológicas semelhantes 

à de seus parentais, confundindo sua identificação visual. As técnicas moleculares (PCR 

multiplex e PCR-RFLP) utilizadas no presente estudo, e atualmente empregadas com a 

finalidade de identificar e diferenciar espécies de peixes (Prado et al. 2011; Prado et al. 

2012a., Hashimoto et al. 2012b) demonstraram serem tecnologias rápidas e aplicáveis. 

Embora a hibridação já tenha sido pesquisada, ainda existem inúmeras 

controvérsias sobre esse assunto, principalmente sobre a hibridação interespecífica. 

Questões como, quais as consequências da hibridação entre os parentais selvagens e os 

híbridos, quais as consequências do retrocruzamento no ambiente natural, qual o papel 

da introgressão gênica sobre a evolução dos organismos, e até que ponto a hibridação 

pode determinar a extinção de espécies, ainda precisam ser estudadas (Schwenk, 2008). 

Porém, mesmo com essas controvérsias é evidente a necessidade de implantação de 

projetos de fiscalização e de manejo adequado desses híbridos na piscicultura, conforme 

descrito também por Porto-Foresti et al. (2008), Prado et al. (2012b), Hashimoto et al. 

(2012a; 2012b), a fim de manter a diversidade genética entre as espécies de P. 

corruscans e P. reticulatum. 

Sendo assim, antes de se realizar qualquer estudo de variabilidade genética, é de 

fundamental importância a realização prévia da identificação genética desses 

indivíduos, a fim de identificar os híbridos e não correr o risco de utilizá-los como 

puros. Essa pesquisa forneceu bases científicas para identificar a situação dos surubins 

híbridos interespecíficos nos rios do Estado do Mato Grosso do Sul. Além disso, gera 

subsídios para a realização de pesquisas sobre a variabilidade genética de P. corruscans 

e P. reticulatum no ambiente natural, gerenciamento para seleção de matrizes puras 

tanto em programas de conservação e melhoramento genético dessas espécies, quanto 

em estabelecimento de cruzamentos interespecíficos em pisciculturas. 
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Conclusão 

 

Os surubins híbridos interespecíficos F1 e Pós-F1 resultantes do cruzamento 

entre Pseudoplatystoma corruscans e Pseudoplatystoma reticulatum foram 

identificados geneticamente em rios do Estado do Mato Grosso do Sul (Rio Negro, Rio 

Aquidauana, Rio Ivinhema, Rio Brilhante e Rio Dourados). 

A maioria dos surubins híbridos interespecíficos dos rios da Bacia Hidrográfica 

do Paraná foram “Cachapinta” e na Bacia Hidrográfica do Paraguai todos foram 

“Pintachara”. 

A identificação fenotípica, descrita pelos pescadores e/ou pesquisadores, não 

correspondeu, em sua maioria, com a identificação genotípica, fornecida pelos 

marcadores moleculares. Deste modo, confirma-se a potencialidade das ferramentas 

moleculares para identificação e manejo de matrizes puras para programas de 

conservação e melhoramento genético dessas espécies, monitoramento de híbridos em 

ambientes naturais e seleção de matrizes para cruzamentos em pisciculturas. 
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5 CONCLUSÃO GERAL 

 

Foi possível verificar a existência de surubins híbridos interespecíficos F1 e Pós-

F1 em rios pertencentes ao Estado do Mato Grosso do Sul, por meio das técnicas de 

PCR multiplex e PCR-RFLP dos genes nucleares RAG2, GLOBINA, EF1α e 18S 

rRNA e mitocondrial 16S rRNA. 

Nos rios da Bacia Hidrográfica do Paraná a maioria dos surubins híbridos 

identificados foram “Cachapinta”, indicando a possibilidade de escapes dos tanques de 

pisciculturas, estações de criação e/ou “pesque-pagues”, visto que a matriz utilizada 

para realização do cruzamento interespecífico artificial é preferencialmente de fêmea P. 

reticulatum. Já nos rios da Bacia Hidrográfica do Paraguai os surubins híbridos 

interespecíficos foram identificados como “Pintachara”, levantando o pressuposto da 

ocorrência de hibridação natural entre as espécies P. corruscans e P. reticulatum nessa 

bacia, ou hibridação artificial onde os produtores próximos aos rios dessa bacia 

utilizaram matriz de fêmea P. corruscans para o cruzamento interespecífico. 

Verificou-se que somente a identificação visual baseada em caracteres 

fenotípicos para espécies puras e seus híbridos, não é um método confiável, sendo 

necessário então o emprego de tecnologias moleculares. 

O presente estudo, por meio da utilização dessas técnicas moleculares, fornece 

subsídio para análise de variabilidade genética de P. corruscans e P. reticulatum em 

ambientes naturais, projetos de conservação e melhoramento genético dos parentais 

puros, estabelecimento de programas de fiscalização e manejo adequado destes híbridos 

em pisciculturas, assim como o monitoramento no ambiente natural. 
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