UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

VARIABILIDADE GENETICA DE Pseudoplatystoma
reticulatum DO PROGRAMA DE MELHORAMENTO
GENETICO

Autora: Daniele Menezes Albuquerque
Orientador: Prof. Dr. Ricardo Pereira Ribeiro
Co-Orientador: Prof. Dr. Carlos Antonio Lopes de Oliveira

MARINGA
Estado do Parana
outubro — 2014



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

VARIABILIDADE GENETICA DE Pseudoplatystoma
reticulatum DO PROGRAMA DE MELHORAMENTO
GENETICO

Autora: Daniele Menezes Albuquerque
Orientador: Prof. Dr. Ricardo Pereira Ribeiro
Co-Orientador: Prof. Dr. Carlos Antonio Lopes de Oliveira

Tese apresentada, como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de
DOUTOR EM ZOOTECNIA, no Programa
de Pds-graduacdo em Zootecnia da
Universidade Estadual de Maringa — Area
de concentragdo Producgdo Animal.

MARINGA
Estado do Parana
outubro — 2014



Dados Internacionais de Catalogagédo-na-Publicacao (CIP)

R129g

Albuquerque, Daniele Menezes

Variabilidade genética de Pseudoplatystoma
reticulatum do Programa de Melhoramento Genético /
Daniele Menezes Albuquerque. -- Maringéd, 2014.

52 £. : il. algumas color.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Pereira
Albuquerque.

Co-orientador: Prof. Dr. Carlos Antonio Lopes de
Oliveira.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual de
Maringéd, Centro de Ciéncias Agréarias, Programa de
P6s-Graduacdo em Zootecnica, 2014.

1. Cachara (Pseudoplatystoma reticulatum). 2.
Psicultura. I. Albuquerque, Ricardo Pereira, orient.
II. Oliveira, Carlos Antonio Lopes de, coorient.
IITI. Universidade Estadual de Maringéd. Centro de
Ciéncias Agréarias. Programa de Pés-Graduagdo em
Zootecnica. III. Titulo.

CDD 22.ed. 639.37




UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

VARIABILIDADE GENETICA DE Pseudoplatystoma
reticulatum DO PROGRAMA DE MELHORAMENTO
GENETICO

Autora: Daniele Menezes Albuquerque
Orientador: Prof. Dr. Ricardo Pereira Ribeiro

TITULACAO: Doutora em Zootecnia - Area de Concentracdo Produgio
Animal

APROVADA em 24 de outubro de 2014.

/4

(_Brof. Dr. Jgyme Aparecido Povh Prof. Dr. Nelﬁ@ddo
Lopera 0
:‘\ SN o — ' |

Prof. Df” Vagner de Alencar " Dr-Luig Alexandre Filho
rnaut de Toledo

>

G e

Prof./’f)r. RjcardoPereira Ribeiro
(Orientador)




"O éxito na vida ndo se mede pelo que vocé conquistou, mas sim pelas dificuldades que
superou no caminho™

Abraham Lincoln



Aos meus pais, Evanio e Luciene, que
apesar da distancia, sempre me apoiaram e

estiveram presentes em mente e coracao.

A minha irmd, Daiene, pelo incentivo,
atencdo, fazendo manter o equilibrio nos

momentos dificeis durante a minha jornada.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pois sem Ele n&o teria conseguido o0 meu objetivo.

Ao meu pai, Evanio Ferreira Albuquerque; a minha mae, Luciene Menezes
Albuquerque, e a minha querida irm&, Daiene Menezes Albuquerque, que me deram total
apoio durante toda a minha vida académica, e fizeram com que eu superasse 0s obstaculos,
sendo um pilar nos momentos mais dificeis. Meu agradecimento a minha familia.

A Ana Maria Costa, por toda a paciéncia que teve durante esse tempo, pela
angustia vivida, por todo o apoio incondicional que sempre me deu, mais uma pessoa
especial da minha familia, muito obrigada por ensinar a ser uma pessoa melhor.

Ao meu orientador Ricardo Pereira Ribeiro, pelos incalculaveis ensinamentos que
me repassou ndo somente como um orientador, mas como 0 ser humano que &, um
excelente profissional, responsavel, educador, humilde, competente que ndo mede
esforcos para a educacdo dos seus orientandos e pelo avanco das pesquisas na sua area
de atuacd@o, 0 meu mais sincero muito obrigada pela valiosa orientacao.

Ao meu co-orientador, Carlos Antonio Lopes de Oliveira, pela amizade, confianga
e ensinamentos estatisticos durante todo o doutorado.

A prof.? Dr2, Emiko Kawakami de Resende e Embrapa, pelo apoio financeiro
prestado no custeio pelas viagens realizadas durante o experimento do programa de

pesquisa Aquabrasil.



Aos professores da Banca de Defesa, Dr. Nelson Mauricio Lopera-Barrero, Dr.
Jayme Aparecido Povh, Dr. Vagner de Alencar Arnaut de Toledo, Dr. Luiz Alexandre,
pelas correcdes, sugestdes e analises da tese apresentada.

Aos meus eternos orientadores, prof. Masayoshi Ogawa e Nilton Garcia
Marengoni, que me repassaram valiosos ensinamentos durante todo meu percurso
académico.

A Maria Del Pilar Rodriguez-Rodriguez, Méarcia Matos de Abreu e Herena Naoco
Chisaki Isobe, pelos ensinamentos na area de genética, pelo carinho, pela amizade que
com certeza ira ser para a vida inteira, pelas risadas, companheirismo, casa dividida,
horas de lazer, vocés foram a minha familia durante essa jornada.

A minha amiga e também orientadora Adelaide Marina Schaedler, pela amizade,
ensinamentos e carinho que permaneceram apds 0s projetos realizados em parceria. Sem
0 apoio e torcida nesses anos de convivéncia com certeza a minha jornada teria sido
mais dificil.

Ao bidlogo Jodo Carlos Barbosa da Silva, pela amizade, horas de lazer,
companheirismo, pelas diversas vezes que me cedeu moradia e nas discussdes
filoséficas sobre pesca e aquicultura.

A minha amiga Thamis Meurer, pela ajuda durante os momentos dificeis de
estadia em Maringa.

Aos meus amigos Darci Carlos Fornari e Laura Bota Tonissi, pela ajuda nos
trabalhos realizados na Delicious Fish e amizade durante este tempo vivido.

Aos amigos de Peixegen - Juliana Minardi Galo, Melanie Digmayer, Danilo Streit
Jr., Sheila Nogueira de Oliveira, Graciela Lucca Braccini, Aline Mayra da Silva
Oliveira Zardin, Elenice Souza dos Reis Goes, Dilma Botter, Fernanda Tanamati e

Pedro Castro. Que todos vocés permanecam com essa dedicagdo nos projetos



Vi

desenvolvidos no Peixegen, pois vocés fazem a diferenca no sucesso desse grupo de
pesquisa.

Aos amigos de Pesqae, Fabiana Cavichiolo, Luiz Fernando, Taiany Saravy e
demais participantes do grupo de pesquisa por todo o acolhimento nesse grupo, que me
proporcionaram uma nova familia académica na UFGD.

Aos amigos de uma vida inteira Marina, Paulo Justino, Flavia, Marcelo, Paulo
Rogério, Wanessa, Ana Paula, Patricia, Frederico, Wictor, Santiago, Vitor, Enio, Aline,
Carla Luciana, Jones Santander, Ilson Mahl, Eduardo Sanches, Daniele Rossetto, Oscar
Pacheco, Lilian, Antdnio Neto, Irene e Norma Ogawa, Elaine Celestino, Jodo Paulo
Machado, Fabiano e Maria José.

A familia Kappes, por me ter recebido como se fosse da familia, por toda a
amizade, carinho e torcida durante esses anos de convivéncia ao longo do percurso de
mestrado e doutorado. Meu carinho por vocés é muito grande.

Aos professores Lauro Daniel Vargas, Eliane Gasparino, Ricardo Vasconcelos e
demais integrantes da banca de qualificacdo e defesa, pelas contribuicdes e sugestdes
gue enrigueceram o presente trabalho.

Ao Programa de P6s-Graduacdo em Zootecnia e Departamento de Zootecnia da
Universidade Estadual de Maringa por proporcionar um ensino de qualidade e
infraestrutura necessaria para realizagao do projeto.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, pela concesséo
da bolsa de estudos.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para que todas as etapas fossem

cumpridas durante o doutorado.



vii

BIOGRAFIA

DANIELE MENEZES ALBUQUERQUE, filha de José Evanio Ferreira
Albuquergue e Luciene Menezes Albuquerque, nasceu na cidade de Altamira no Estado
do Para, em 9 de agosto de 1986.

Em marcgo de 2004, ingressou no curso de Engenharia de Pesca, pela Universidade
Federal do Ceard — UFC Campus do Pici terminando o curso no ano de 2008.

Ingressou no Programa de POs-Graduacdo em Engenharia de Pesca e Recursos
Pesqueiros, pela Universidade Estadual do Oeste do Parand em marco de 2009, no
mestrado com a linha de pesquisa Aquicultura e terminou em janeiro de 2011, sob a
orientacdo do Prof. Ph. D. Nilton Garcia Marengoni.

Em marco de 2011, ingressou no Programa de Pds-graduacdo em Zootecnia, em
nivel de Doutorado, area de concentracdo Producdo Animal — Piscicultura, na
Universidade Estadual de Maringd, sob a orientacdo do Prof. Dr. Ricardo Pereira
Ribeiro e Co-orientacdo do Prof. Dr. Carlos Anténio Lopes de Oliveira.

Ao0s 24 do més de outubro de 2014, submeteu-se a banca examinadora para defesa

de doutorado.



viii

INDICE

Pagina
LISTADE TABELAS ..ottt iX
LISTADE FIGURAS ...ttt nnan e X
RESUMO ...ttt ettt e e e e e e st e e e ne e e nneeeans Xi
ABSTRACT oottt ettt b et e et ne e Xiii
I —  INTRODUGAO GERAL ....ooooveeieeeeeeeeeeeeteee et 1
1.1 Produgdo de Pseudoplatystoma reticulatum ...........ccccooeverencnnnnnnn. 1
1.2 Pseudoplatystoma reticulatum ..., 3
1.3 Melhoramento genético de peixes N0 Brasil ............c.cccccvvevveieiiennn, 6
1.4 Microssatélites aplicados na piscicultura ..........c.cccooevviveiiciiiiennn, 11
RETEIENCIAS ...veiveiieieii et reeee e nne s 15
Il — OBJETIVO GERAL ...ttt 21

Il - VARIABILIDADE GENETICA DE Pseudoplatystoma reticulatum DO
PROGRAMA DE MELHORAMENTO GENETICO .....c..cccovevvvrrernann. 22
RESUMIO . 22
ADSITACT ...t ne et 23
INTFOAUGED ... 24
Material € MELOUOS ........covveiiiiiiiieeee e 25
ResUltados € DISCUSSAD ......cc.eeeriueeriieiiiiesieeie e 27
@0 004 1110 1SS 38
RETEIBNCIAS ... b 38

IV — ANEXO L. 42



LISTA DE TABELAS

Pagina

|- INTRODUCAO GERAL

Tabela 1

Aplicagdes de marcadores moleculares microssatélites em analises de

biologia molecular em peixes NEOtroPICaAIS ........ccovevveivereeiiesieeie e

Il - VARIABILIDADE GENETICA DE Pseudoplatystoma reticulatum DO
PROGRAMA DE MELHORAMENTO GENETICO

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Descricdo de loci utilizados na analise de marcadores moleculares
microssatélites dos cacharas (Pseudoplatystoma reticulatum) oriundos
do projeto de melhoramento genético de espécies aquicolas ...................

Frequéncia alélica dos cacharas (Pseudoplatystoma reticulatum)
oriundos do projeto de melhoramento genético de espécies aquicolas .....

Dados sumarizados de cada populacdo de Pseudoplatystoma reticulatum
analisados do projeto de melhoramento genético de espécies aquicolas ...

Analise de variancia molecular (Amova) distancia genética (DG) e Fsr,
dos individuos oriundos das cinco popula¢fes analisadas provenientes
do projeto de melhoramento de espécies aquicolas ..........cccoceverereririennn.

13

28

30

33



LISTA DE FIGURAS

Pagina

|- INTRODUCAO GERAL

Figural Distribuicdo de areas de oito espécies de peixes neotropicais do género
Pseudoplatystoma conforme ilustrado por Buitrago-Suarez & Burr
(2007) 1.ttt et eere s

Figura2 Exemplar de Pseudoplatystoma reticulatum ...........cccccoovveienincncnnnnnen

11— VARIABILIDADE GENETICA DE Pseudoplatystoma reticulatum DO
PROGRAMA DE MELHORAMENTO GENETICO

Figural Dendograma das cinco populacfes analisadas provenientes do projeto
de melhoramento de eSpécies aqUICOIas ..........cooerereereneriecce e



RESUMO

A producdo de pescado no Brasil atingiu a 18 posi¢cdo no ranking mundial com
1.431.974,4 milhdes de toneladas e um crescimento de 13,2% de 2010 para 2011
ocupando na América do Sul a quarta posicdo na producdo de pecados oriundas da
atividade extrativista. Atualmente, vérias espécies sdo consideradas potenciais na
aquicultura brasileira, destacando-se na regido Centro-Oeste o cultivo de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) pelo seu alto valor comercial. Sdo animais de grande
porte, piscivoros e habitos migratdrios de longa distancia que fazem parte do topo da
cadeia alimentar de bacias hidrograficas. Os cacharas apresentam caracteristicas
zootécnicas viaveis na producdo animal com boa taxa de crescimento e conversdo
alimentar favoravel, biotécnicas de reproducdo em desenvolvimento, com adaptacdo em
varios sistemas de cultivos, além de ja possuirem uma oferta continua de alevinos nas
regides produtoras. Por estas justificativas, esta espécie entrou para o programa de
melhoramento genético de espécies aquicolas, coordenado pela Embrapa tendo como
agente nucleadora a Universidade Estadual de Maringh — UEM. O programa de
melhoramento genético do cachara iniciou em 2008 com a formagdo de 72 familias e
teve seu término em 2013 sob os moldes originais de gestdo. Para monitorar a
variabilidade genética destas familias que fizeram parte do programa de melhoramento
genético, foram utilizadas ferramentas moleculares como os marcadores de DNA. Os
marcadores moleculares de DNA do tipo microssatélites podem auxiliar 0s programas
de melhoramento genético na tomada de decisdes na selecdo e direcionar novos
cruzamentos em uma mesma geracdo, aumentando assim, a eficiéncia e definicdo de
estratégias em melhoramento genético das familias de cachara. Diante desta
problematica, o presente estudo tem por objetivo caracterizar a variabilidade genética de

cinco grupos de Pseudoplatystoma reticulatum, usando marcadores moleculares
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microssatélites pertencentes ao programa de melhoramento genético. Duzentos e onze
individuos coletados aleatoriamente da geragdo F; oriundos de 72 familias foram
analisados num total de 62 alelos observados nos oito loci microssatélites polimorficos
(Pcor01; Pcor05; Pcor08; Pcorl0; Ppu0l1; Ppu04; Ppu09; Ppul0). Verificou-se uma
frequéncia alélica média que variou entre 0,0083 (Pcor08/85/110/118 — MS-I1) e 0,500
(Pcor08/83 — MS-I). A heterozigosidade observada média e o coeficiente de endogamia
foram de 0,684; 0,643; 0,782; 0,728; 0,682; e 0,121; 0,168; 0,034; 0,061; 0,137,
respectivamente para MT-I, MT-Il, MS-1 MT-IIl e MS-Il. Observou-se desvio de
equilibrio de Hardy-Weinberg nas cinco popula¢es na maioria dos loci. Considerando
a diferenciacdo genética, conclui-se que as cinco populacdes analisadas sdo distintas
entre si, que formam dois grupos compostos por trés e duas subpopulacoes,

respectivamente.



ABSTRACT

The fish production in Brazil reached the 18th position in the world rank with
1,431,974,400,000 tons and an increase of 13.2% from 2010 to 2011 in South America
occupying the 4th position in the fish production from the mining activity. Currently,
several species are considered potential in Brazilian aquaculture, especially in the
Midwest Region the cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) production due to its high
commercial value. They are large animals, fish-eating and migratory habits of long
distance that are part of the top of food chain watershed. The cacharas present viable
production characteristics in animal production with good growth rate and favorable
feed conversion, reproductive biotechnologies in development with adaptation in
various cropping systems, and already have a continuous supply of fingerlings in the
producing regions. Because of these reasons, this species entered to the breeding
program of aquaculture species coordinated by Embrapa having as nucleation agent the
State University of Maringa - UEM. The breeding program of cachara started in 2008
with the formation of 72 families and had finished in 2013 under the original
management molds. To monitor the genetic variability of these families that comprising
the genetic breeding program were used molecular tools as DNA markers. The
microsatellite markers can assist breeding programs in decision-making about the
selection and direct new crosses in the same generation, thus increasing the efficiency
and developing strategies for the genetic improvement of cachara families. Considering
this problem, this study aims to characterize the genetic variability of five groups of
Pseudoplatystoma reticulatum using microsatellite molecular markers from the genetic
improvement program. Two hundred and eleven individuals from the F1 generation
derived from 72 families were analyzed in a total of 62 alleles observed in the eight

microsatellite loci polymorphic (PcorO1, Pcor05, Pcor08, Pcorl0, Ppu0Ol, Ppu04,
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Ppu09, Ppul0O). There was an average allele frequency ranging between 0.0083
(Pcor08/85/110/118 - MS-II) and 0.500 (Pcor08/83 - MS-I). The heterozygosity
observed average and inbreeding coefficient were 0.684; 0.643; 0.782; 0.728; 0.682;
and 0.121; 0.168; 0.034; 0.061; 0,137, respectively for MT-I, MT-Il , MS-1, MT-Ill and
MS-II. It was observed deviation of Hardy-Weinberg equilibrium at most loci in five
populations. Considering genetic differentiation, it was conclude that the five
populations examined are different from one another, thus forming two groups made by

three and two subpopulations, respectively.



| - INTRODUCAO GERAL

1.1 Producéo de Pseudoplatystoma reticulatum

A producéo de pescado no Brasil atingiu a 182 posi¢do no ranking mundial com
1.431.974,4 milhdes de ton e um crescimento de 13,2% de 2010 para 2011 ocupando na
América do Sul a quarta posicdo na producdo de pecados oriundas da atividade
extrativista (Brasil, 2013). No ambito da aquicultura, o Brasil é o segundo maior
produtor da América do Sul com uma producéo de 628.704,3 ton (Brasil, 2013).

A aquicultura continental no Brasil, foi responsavel em cerca de 43,91% da
producdo de pescado em 2011 (Brasil, 2013).

Nas regibes Centro-Oeste e Norte, onde os cultivos dos surubins sdo mais
comuns, a producdo oriunda da aquicultura atingiu 75.107,9 e 94.578,0 ton
respectivamente, valor altamente representativo, tendo em vista o perfil e cultura dos
habitantes dessa regido em comparacgdo ao resto dos consumidores brasileiros.

Segundo o Ibama (2007), os bagres obtiveram na ultima estimativa de producao
pesqueira no Brasil um total de 11.168 toneladas o que representa 4,6% de toda
producdo pesqueira extrativista. No entanto, dados do Brasil (2013) relatam que a
producdo de bagres advindos da aquicultura continental atingiu o patamar de 15.872,4
ton em 2011.

Apesar da produtividade de surubins ainda ndo ter superado o patamar de outras
espécies com mercado consumidor nacional estabelecido, estes animais possuem valor
comercial elevado pela sua excelente qualidade de carne com coloragdo clara, boa
textura para processamento para carnes mecanicamente processadas, sabor suave e
presenca de poucos espinhos (Inoue et al., 2009). Na inddstria de beneficiamento, a

carne de surubins pode ser processada na forma congelada do tipo inteiro, postas e filé.



Em relacdo a pesca deste animal, a cachara pelo seu porte avantajado, 0s
pescadores tanto profissionais quanto amadores apreciam este animal na pesca esportiva
e € um atrativo a mais em pesque-pague na regido Centro-Oeste (Benites, 2008).

Contudo, hd uma pressdo negativa dos estogques pesqueiros dessa espécie em
reservatorios e rios por diversos fatores, entre os quais se destacam a pesca predatoria,
formacdo de usinas hidrelétricas, fatores antrépicos, poluicdo dos rios por conta de
venenos agricolas, entre outros. Para amenizar problemas advindos da diminuicdo de
estoques pesqueiros do ambiente natural da espécie, a aquicultura é uma alternativa
viavel, sustentdvel ambientalmente e economicamente para a continua demanda na
producdo deste animal no Brasil. A exploracéo indiscriminada dos estoques pesqueiros
naturais conjuntamente com a crescente demanda por alimentos de alto valor biolégico
tornou a aquicultura e, especificamente a piscicultura continental uma das alternativas
com propensdes mais viadveis para a producgdo de alimentos (Rocha et al., 2013).

Os cacharas apresentam caracteristicas zootécnicas vidveis na producdo animal,
boa taxa de crescimento e conversao alimentar favoravel, biotécnicas de reproducdo em
desenvolvimento, com adaptacdo em varios sistemas de cultivos, além de ja possuirem
uma oferta continua de alevinos nas regides produtoras (Crepaldi et al., 2006).

E comum encontrar em vérias pisciculturas comerciais hibridos do cruzamento de
P. corruscans, P. reticulatum, P. tigrinum com outros bagres a exemplo de Leiarius
marmoratus e Phractocephalus hemioliopterus. O cruzamento de P. reticulatum com
estes animais ddo origem a animais que popularmente sdo denominados de “ponto ¢
virgula”, “cachapira” ou pintado amazonico amplamente comercializados por
frigorificos, restaurantes, pesque-pague como surubins (Benites, 2008).

Diversos produtores alegam que a producédo de hibridos gera maior produgdo em
relacdo a ganho em peso dos animais e possuem um comportamento mais docil nas
fases iniciais em que ha maior mortalidade por canibalismo comparado aos animais
puros (Ponzetto et al., 2010; Vaini et al., 2014).

Outro fator importante a ser considerado é a nutricdo das espécies, animais que
possibilitam maior aproveitamento de alimentos de origem vegetal em inclusdo nas
racOes que favorecem um menor preco por kg de racdo em relacdo a conversdo
alimentar, assim, espécies onivoras sdo espécies alvo na producdo de hibridos pela
menor exigéncia proteica e com alto valor de mercado (Mateo & Rojas, 2005).

As caracteristicas reprodutivas como tamanho de ovécito que possuem uma

correlacdo diretamente proporcional com a taxa de eclosdo bem como o desenvolvimento



larval que requer maiores cuidados no momento em que se alternam alimentos vivos e
substituicdo de dietas artificiais aumentam ainda mais a lista de justificativas acerca da
producao de hibridos em diversas pisciculturas (Crepaldi et al., 2006).

O vigor hibrido ou heterose ja se tornou uma pratica comum de piscicultores aplicadas
em diversas espécies da ordem Characiforme como no cruzamento de Colossoma
macropomum e Piaractus mesopotamicus no qual conseguem aproveitar caracteristicas das
geracOes parentais das duas espécies como alto crescimento e resisténcia a variagdes
climaticas ndo sendo diferentemente utilizadas também na ordem Siluriformes (Hashimoto et
al., 2012). A carne dos hibridos além de ser semelhante aos animais puros existe a
atratividade da cadeia produtiva em relagdo ao custo operacional na producéo que podem
vender animais com alto valor comercial com maior margem de lucro (Crepaldi et al., 2006).

Em resumo, o cachara é um dos principais animais utilizados na hibridacdo que
resultam numa producdo de surubins em todas as regibes em que ele é cultivado. A
necessidade de se implantar programas de melhoramento genético desta espécie possuli
carater inédito e de suma importancia para que se tenham animais disponiveis com
variabilidade genética condizente com o intuito de reduzir a endogamia nas populacgdes
ou em grupos de animais cultivados ao maximo (Ribeiro et al., 2012). Paralelamente,
estoques naturais puros desta espécie estdo cada vez mais escassos, sendo necessario
que os programas de melhoramento genético recorram a nucleos satélites ou
pisciculturas que possuem este material genético ainda sem algum cruzamento para a
formagdo de plantel e familias.

No entanto, o cruzamento indiscriminado com desenvolvimento de hibridos
interespecifico para obter ganhos a partir da heterose sem nenhuma informacdo acerca
de retrocruzamento, ou seja, 0 cruzamento de uma geragdo parental com geragoes
posteriores continua ainda ser um gargalo na producdo de surubins em todas as regides
produtoras (Hashimoto et al., 2012). Varios pesquisadores preocupam-se com 0 escape
destes animais das pisciculturas para 0 meio ambiente e que venham aumentar a

endogamia nas populag6es naturais (Hashimoto et al., 2013).

1.2 Pseudoplatystoma reticulatum

Pseudoplatystoma é um género bastante importante de Pimelodideos da América

do Sul pelo seu alto valor comercial tanto em ambientes naturais quanto em



pisciculturas comerciais. Sdo animais de grande porte, piscivoros e habitos migratorios
de longa disténcia que fazem parte do topo da cadeia alimentar de bacias hidrograficas
(Agostinho et al., 2007).

Sdo representantes do género, trés espécies de Pseudoplatystoma possuindo como
base sua diferenciacdo por meio somente de coloragdo padrdo e morfologia externa
(Ludberg & Littmann, 2003), Pseudoplatystoma corruscans popularmente denominado
de surubim ou pintado tendo sua distribuicdo nas bacias hidrograficas do S&o Francisco,
Parana-Paraguai-Uruguai, Pseudoplatystoma fasciatum “peixe gato listrado, bagre
rayado, surubim, cachara, pintadillo” amplamente distribuido nas bacias do Amazonas,
Magdalena, Orinoco, Parana-Paraguai, Guiana, Suriname e nordeste do Brasil e,
Pseudoplatystoma tigrinum ou “surubim tigre, caparari” distribuido nas bacias do
Amazonas e Orinoco.

Foi proposto o reconhecimento de oito espécies deste género baseado em
caracteres anatdbmicos, numeros de vértebras e distribuicdo geogréafica das diferentes
bacias hidrogréaficas que os animais pertencem (Buitrago-Suaréz & Burr, 2007)
confirmadas posteriormente por analise de DNA mitocondrial conforme relatado por
Torrico et al. (2009) e confirmado por Carvalho-Costa et al. (2011). Desta forma,
dividiu-se Pseudoplatystoma fasciatum nas espécies P. fasciatum (Strictu sensu) restrito
aos rios da Guiana e Suriname, P. punctifer presente nas bacias do Amazonas e nordeste
do Brasil, P. reticulatum distribuido na bacia do Parana-Paraguai e Amazonas Central,
P. orinocoense restrito a bacia de Orinoco e, P. magdalenium situado somente na bacia
do rio Magdalena na Colémbia. A espécie P. tigrinum originou a espécie P. metaense
localizado somente na bacia do rio Orinoco enquanto o P. corruscans permaneceu sua
distribuicéo inalterada (Carvalho-Costa et al., 2011).

Pseudoplatystoma reticulatum comumente conhecido como surubim cachara, é
um bagre da bacia do Paranad-Paraguai e da regido central do Amazonas e renomeado
apos a organizagdo do género Pseudoplatystoma que anteriormente era denominado de
Pseudoplatystoma fasciatum (Buitrago-Suarez, 2006). A espécie que possui coloracdo
prata na regido dorsal, esbranquicada na regido ventral, com listras espagadas negras
perpendiculares ao corpo e trés barbilhdes na regido maxilar para auxiliar os estimulos
quimicos, habitos noturnos com preferéncia em aguas turvas (Crepaldi et al., 2006)
pertence conforme Lundberg & Littman (2003) e Buitrago-Suarez & Burr (2007) ao
reino Animalia, filo Chordata, classe Osteichyes, subclasse Actinopterygii, infraclasse



Teleostei, divisdo Euteleostei, superordem Ostariophysii, ordem Siluriformes, familia
Pimelodidae.

Sua preferéncia alimentar € carnivora, corpo fusiforme com tamanho que pode
atingir mais de 170 cm, olhos pequenos na posicdo dorsal, fazendo parte do topo da
cadeia alimentar em diversos héabitats aquaticos das mais importantes bacias
hidrogréaficas da América do Sul (Reid, 1983).

Possui nadadeiras dorsais e peitorais com espinhos levemente serrilhados, com
um unico ferrdo na porcdo distal de cada nadadeira peitoral e da dorsal as quais pode
ocasionar les@es, liberando um muco chamado de ictiocrinotoxina que consiste em um
material proteico e gelatinoso produzido por células elaboradas de proteinas
denominadas “células-club” (Thulesius et al., 1983). Sua distribuicdo geografica ¢
exclusivamente em agua doce, onde se pode observar em maior abundancia nas bacias
hidrogréaficas sul-americanas especificamente na bacia do Uruguai, Parand/Paraguai,

Séo Francisco e Amazonas.
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Figura 1. Distribuicdo de areas de oito espécies de peixes neotropicais do género
Pseudoplatystoma conforme ilustrado por Buitrago-Suarez & Burr (2007).



Pesquisas realizadas na América do Norte estdo sendo desenvolvidas com o
objetivo de estudar o crescimento, maturacdo e desova de fémeas cultivadas na
Universidade de Ohio, desde 2003, conforme relata Dabrowski et al. (2008). Ou seja,
este peixe possui bastante potencial para ser explorado tanto no continente de origem
como em outros paises que pretendem ter mercado consumidor local para a demanda e
consumo para justificar a producdo desta espécie.

Por ser uma espécie com caracteristicas de realizar longas migrac6es ao longo dos
rios durante a estacdo reprodutiva, esta espécie em ambiente natural € altamente
impactado com a mudanca de ambientes I&nticos para léticos, a exemplo de construcGes
de hidroelétricas em &guas da unido, pela acdo antrdpica, assoreamento ocasionado por
carreamento dos solos oriundos do desmatamento de matas ciliares (Agostinho et al.,
2007).

el

Figura 2. Exemplar de Pseudoplatystoma reticulatum. Fonte: Autor desconhecido.

1.3 Melhoramento genético de peixes no Brasil

Anualmente, a producdo aquicola mundial desenvolve taxas de crescimento com
perspectivas melhores que a producdo pesqueira extrativista. Assim como no ambito
internacional, o Brasil também vem se destacando com producédo de peixes em cativeiro
pelas diversas caracteristicas climaticas, dimensionalidade continental, espécies com
caracteristicas zootécnicas adequadas ao cultivo, entre outros fatores bioldgico e
logisticos (Brasil, 2013). No entanto, o consumo de pescado per capita ndo ultrapassa 0s
11,17 kg habitante ao ano, abaixo do que se é recomendado pela Organizacdo Mundial
de Saude que estabelece um consumo por habitante anualmente de 12 kg (FAO, 2013).

Embora registrando baixo consumo de pescado no mercado interno, este alimento
possui alto valor de mercado sendo bastante importante na balanga comercial brasileira.

Mesmo com importacbes de espécies como salmado, bacalhau e pangasius, as



exportacdes de produtos nacionais como peixes, crustaceos, moluscos congelados se
superam. Tendo em vista a necessidade eminente de producgéo de alimentos por meio da
producdo aquicola brasileira, alto valor agregado do pescado, a producdo continental
tornou-se uma alternativa atrativa e, tem-se destacado por apresentar resultados
superiores as demais cadeias agropecuarias.

Ribeiro & Legat (2008) relataram que apesar do potencial aquicola no Brasil, a
tecnologia de melhoramento genético em animais aquaticos tem sido menor em
comparagdo aos animais terrestres mesmo com uma crescente demanda de alimentos de
origem animal cresc¢a de forma exponencial. Para isso, politicas publicas sdo de extrema
importancia para o desenvolvimento assim como a organizacao do setor para se adequar
aos desenvolvimentos tecnoldgicos e ambientais.

Dada esta importancia a uma cadeia produtiva dentro do cenario mundial e
nacional, dentro do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento foi criada a
Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca da Presidéncia da Republica que
posteriormente foi transformada em Ministério da Pesca e Agquicultura em 2009.
Paralelamente a este contexto politico, a Embrapa buscou estratégias que contribuissem
para o desenvolvimento e o crescimento da aquicultura brasileira e criou a Embrapa
Pesca e Aquicultura com o objetivo de coordenar as iniciativas de pesquisa na
instituicdo e operar como centro de referéncia na geracdo de tecnologias para
aquicultura e pesca.

O Projeto “Bases Tecnoldgicas para o Desenvolvimento Sustentavel da
Aquicultura no Brasil — Aquabrasil” teve ainda inicio em 2008 e teve por objetivo
promover um salto tecnoldgico na aquicultura brasileira, conforme relataram Rocha et
al. 2013. Os autores também estabelecem objetivos que de forma geral buscam
estabelecer e consolidar um programa nacional de reproducdo seletiva para espécies
aquaticas nacionais e trazer para 0s produtores comerciais animais de alto desempenho
produtivo aliado a programas de nutricdo, biosseguranca, boas praticas de manejo,
conservacao ambiental e valor agregado do alimento. Desta forma, importantes espécies
aquicolas produzidas comercialmente no Brasil a exemplo do camardo marinho
(Litopennaeus vannamei) no nordeste brasileiro, tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
em todo mercado nacional e mundial, tambaqui (Colossoma macropomum) e cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) no mercado regional com pretensdes de expansao

nacional e mundial.



Como exemplo de sucesso do programa de melhoramento genético em peixes,
pode-se citar a tilapia do Nilo com a variedade GIFT (Genetically Improved Farming
Tilapia), introduzida no Brasil em 2005 com 600 exemplares de 30 familias oriundas da
Malésia desenvolvida inicialmente pelo ICLARM (International Center for Living
Aquatic Resources Management atual World Fish Center), sendo a Universidade
Estadual de Maringd como agente nucleadora, marcando o inicio de programas de
melhoramento de peixes no Brasil por meio de avancos tecnologicos neste setor de
estudo (Resende et al., 2010).

Paralelamente ao programa de melhoramento da tilapia do Nilo com a variedade
GIFT, que possui participacdo da UEM, o grupo de pesquisa Peixegen vem
desenvolvendo o melhoramento genético de outras espécies de peixes nativos do Brasil,
a exemplo do cachara e tambaqui. Essa rede de pesquisa possui investimentos tanto do
governo federal como da iniciativa privada e, possui nlcleo satélite com um conjunto de
aproximadamente de 10 a 15 centros nas regides Centro-Oeste (Sorriso — MT), Sul
(Camboriu — SC) além de paises como Cuba e Uruguai.

Um dos desafios na implantacdo do programa de melhoramento genético foi o
manejo reprodutivo e a forma de acasalamento que Resende et al. (2010) explicaram
que os animais do nucleo satélite devem ter o intuito de evitar ao méximo a endogamia
e permitir o ganho genético nas diferentes geracdes. De forma que os locais de geracédo
e multiplicacdo de individuos geneticamente superiores a cada geracdo permitam a
producdo para os alevinocultores com um material genético de qualidade. Em virtude
disto, varios nucleos satélites que servem de base para o programa foram escolhidos
para o correto desenvolvimento do programa de melhoramento genético.

Visando a selecdo de animais destinados & reproducdo no programa de
melhoramento da espécie, alguns requisitos deverdo ser considerados, de modo que a
estratégia de selecdo sobre a resposta a selecdo, ao longo das geragdes, priorize 0
acasalamento de individuos geneticamente superiores com manutencao da variabilidade
genética e niveis de endogamia baixos (Resende et al., 2010).

Um dos métodos empregados no melhoramento de peixes é a utilizacdo de selecéo
genética em que se pretende acasalar os individuos geneticamente superiores para
determinadas caracteristicas, causando alteracdes nas frequéncias alélicas envolvidas
em genes de expressdo, aumentando a frequéncia dos alelos favoraveis ou reduzindo a

participacdo dos alelos desfavoraveis (Resende et al., 2010).



Conforme relataram Ribeiro & Legat (2008), o programa de melhoramento
genético deve ter alguns objetivos dentre os quais se pode destacar o estabelecimento e
consolidacdo de um programa nacional de reproducéo através de um método de selecéo
das espécies de interesse econémico, programacao de estratégias de disseminacao e uso
de material genético superior, levando em consideracdo os diferentes sistemas de
producdo, boas praticas de manejo, nutricdo, biosseguranca, conservacdo ambiental e
desenvolvimento de produtos alimenticios de alto valor agregado.

Além desses objetivos, consideracfes acerca do interesse no qual se tem pelo
melhoramento genético de espécies aquicolas deve-se ter em mente, a exemplo do tipo
de sistema de producdo, escolha da espécie, variedade, acasalamento, formulacdo do
objetivo, desenvolvimento dos critérios de selecdo, desenho do sistema da avaliagdo
genética, selecdo de animais para a expansdo, disseminacdo da populacdo melhorada,
monitoramento e comparacao de programas alternativos (Ribeiro & Legat, 2008).

Complementando as informagdes anteriores, Hilsdorf & Orfao (2011) informaram
que ao iniciar programas de melhoramento uma das preocupacdes que se deve salientar
é na formacdo de plantel de reprodutores os quais devem apresentar alta variabilidade
genética permanecendo nas geracdes. Outras informacBes oriundas de marcagdo
individual por meio de pit taggs e caracterizacdo genética tornam-se fundamentais para
0 sucesso no melhoramento, bem como o nimero efetivo de reprodutores por meio das
biotecnologias aplicadas na criopreservacao de sémen e reproducao artificial.

No inicio do programa de melhoramento dos cacharas foram formadas
aproximadamente 73 familias considerando uma avaliacdo de selecdo semelhante ao
que foi realizada com a tilapia do Nilo no programa de melhoramento genético. Os
animais que foram locados em nucleos satélites na regido Centro-Oeste, mais
especificamente nos Estados de Mato Grosso do Sul e Mato Grosso foram analisados
por meio de andlises biométricas em funcdo dos valores genéticos aditivos para o
crescimento considerando o ganho em peso a cada analise biométrica.

Os animais da geracao parental foram constituidos tanto de pisciculturas da regido
Centro-Oeste quanto de populagdes capturadas da natureza. Técnicas de criopreservagdo
de germoplasma no inicio do programa foram de primordial utilidade para que se
fossem utilizadas na composicdo das familias. Como os animais da natureza foram
capturados de diferentes rios, a exemplo do rio Agquidauana, Miranda, Cuiab4,
Cuiabazinho e Paraguai, foi necessario congelar o sémen até a chegada desse material

genético nos nucleos satélites.
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Vale salientar que este trabalho com carater inédito tanto em ambito nacional
quanto mundial, se fez um esfor¢o adicional em relagcdo ao nimero de pessoas altamente
qualificadas para que a logistica do projeto ndo fosse prejudicada. O monitoramento da
variabilidade genética assim como a andlise de diversidade genética do local de origem
em relacdo aos animais para a formacdo dos reprodutores da populagéo inicial foi
avaliado por meio de técnicas de biologia molecular sendo de extrema e vital
importancia para dar inicio ao programa de melhoramento.

Atualmente, o nucleo de selecdo do melhoramento de cacharas esta localizado no
Estado do Mato Grosso com aproximadamente 40 familias da primeira geracdo e, com
analise da segunda geracdo referente a safra 2013/2014. No nucleo satélite foram
formadas ainda na safra 2013/2014, aproximadamente, 17 familias que estdo sendo
avaliadas conforme seus dados biométricos de ganho em peso.

A diminuic¢do do nimero de familias deu-se pela complexa estrutura de formacéo
de dados pelo ambiente. Foram observadas mortalidades em alguns periodos do ano no
qual a explicacdo do ocorrido nesta fase encontra-se em processo de avaliacdo
investigativa. Outros fatores relacionados a diminuicdo das familias dar-se-do pela
dificuldade na determinagédo do sexo na primeira geragdo dos animais. Entretanto, estas
dificuldades tanto pelo nimero de familias que comp&em o programa de melhoramento
quanto dificuldade de determinacdo de sexo, entre outras adversidades referentes ao
manejo serdo diminuidas a medida que futuras geracbes de alto valor genético sdo
acrescentadas.

H& uma perspectiva muito grande em torno do melhoramento genético das
espécies aquicolas, com o acompanhamento da formacéo das familias que estdo sendo
desenvolvidas nos nicleos satélites. E normal no inicio do programa de melhoramento
genético ter alguns desafios a serem superados como mortalidade, ganho em peso,
direcionamento correto do programa entre outros fatores, o que ndo diminui em nada o
carater inédito deste programa. Comparando o tempo de formacdo do programa de
melhoramento genético da tilapia do Nilo com a do cachara ainda € muito recente para
se subestimar o qudo produtivo e lucrativo este programa poderd proporcionar aos
produtores. Vale salientar que a espécie-alvo cachara possui uma produtividade que em
termos de regido Centro-Oeste possui uma tendéncia crescente no mercado interno e
externo. Portanto, faz-se necessaria a manutencdo deste estoque pesqueiro com fins de
melhoramento genético para que se proporcionem avangos tecnoldgicos nesse setor

aquicola.
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1.4 Microssatélites aplicados na piscicultura

Uma ferramenta bastante utilizada que busca a manutencdo da variabilidade
genética, realizando selecdo e novos cruzamentos em uma mesma geracao, aumentando
a eficiéncia e definicdo de estratégias em programas de melhoramento é a utilizacdo de
marcadores moleculares.

Esta técnica permite aos melhoristas avaliar como estd a variabilidade genética
entre e dentro dos grupos ou populagdes, derivacdo genética e migragdo onde se esta
aplicando o melhoramento genético sendo uma ferramenta bastante viavel na tomada de
decisbes quanto a selecao.

Para realizar a selecdo de animais, considera-se seu valor genético aditivo na
maioria das caracteristicas de interesse zootécnico econdmico em que apresenta um
padrdo na transferéncia de genes, influenciado pelas varia¢cdes na interacdo genotipo-
ambiente. Considerando os fatores que influenciam nas caracteristicas do animal, o0s
marcadores moleculares permitem identificar o potencial genético de um animal ou
grupo de animais antes da expressao do seu fenétipo (Regitano & Coutinho, 2001)

Os marcadores moleculares microssatélites sdao elementos repetitivos, formados
por arranjos de repeticfes em tandem curtas de DNA, composto no maximo por dois a
seis nucleotideos de comprimento sdo marcadores bastante polimoérficos dos genomas
(Fergunson et al., 1995; Milach, 1998; Matioli, 2001). O termo microssatélite possui na
literatura varios sinénimos, a exemplo de Simple Tandem Repeats — STR, Simple
Sequence Repeat — SSR, Simple Sequence Lenght Polymorphism — SSLP e Variable
Number of Tandem Repeats — VTNR, sendo originalmente denominado microssatélite
pelos pesquisadores que o descobriram (Litt & Luty, 1989; Tautz, 1989; Weber & May,
1989).

Segundo Chambers & MacAvoy (2000), para as diferentes classes de sequéncias
repetitivas em tandem define-se por marcadores satélites em que 0s segmentos Sao
altamente repetitivos de 100 ou mais nucleotideos formando arranjos uniformes cm 103
- 10" nucleotideos de comprimento, marcadores minissatélites que S0 segmentos
moderadamente repetitivos de 10 a 100 nucleotideos formando arranjos relativamente
uniformes de 102 - 10° pb de comprimento e, microssatélites classificados por segmento
curtos de dois a seis nucleotideos repetidos em arranjos relativamente uniformes em até

102 pb de comprimento.
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Pela sua versatilidade sobre as diversas aplicacbes em estudos voltados a
variabilidade genética, essa ferramenta molecular tornou-se bastante popular pela
utilizacdo em trabalhos em segmentos cromossémicos, identificacdo de individuos e
rastreamento historico na biologia populacional (Chambers & MacAvoy, 2000).

Em relacdo a classificacdo de microssatélites quanto a presenca ou auséncia de
interrupcdo na unidade repetitiva, presenca de mais de um tipo de unidade repetitiva
pode-se utilizar a classificacdo de Goldstein & Schotterer (1999) que considera
microssatélites perfeitos aqueles com um uUnico motivo de repeticdo, ndo sendo
interrompidos ao longo da sequéncia repetida por nenhuma base que altere o padréo da
repeticdo (ex. CACACACACACACA). Microssatélites imperfeitos apresentam uma ou
mais repeticdes que contém uma base que ndo se encaixam na estrutura da repeticao
(ex. CACACACACAGGGCACACA). Microssatélites compostos consistem de dois ou
mais microssatélites adjacentes com motivos repetitivos (ex.
CACACACAGATGATGATGATGAT).

Em peixes, 0s microssatélites predominantes foram descobertos com duas
repeticdes de bases, geralmente pela combinacdo (GT/CA), ou (CT/CA,), conforme
relataram Lee & Kocher (1996) ratificado por Carleton et al. (2002). Segundo Caixeta et
al. (2009), as diferentes repeticdes encontradas de microssatélites sdo repeticdes
perfeitas, quando ndo apresentam nenhuma repeticdo; repeticdes imperfeitas, quando
sdo interrompidas por bases ndo repetidas; repeticdes compostas, quando duas ou mais
repeticGes de microssatélites sdo formadas por apenas uma repeticao.

Comparando este marcador molecular com outros, sd&o as mais diversificadas
vantagens, dentre elas destacam-se a abundancia sobre o genoma, possui natureza
multialélica, necessitam de poucas quantidades de DNA para analises, facil deteccdo
pela reacdo em cadeia de polimerase — PCR com processos de genotipagem via gel,
possui heranca mendeliana e séo expressos como alelos codominantes, alem de ter um
baixo custo por dado gerado (Lima, 1998; Moreira et al., 1999; Caetano, 2009).

Os marcadores microssatélites possuem ampla utilizagdo em estudos de populacdes,
estimativas do tamanho efetivo de uma populacdo, variabilidade genética, bem como na
identificacdo de hibridos e espécies, determinacdo genética do impacto de introdugédo de
uma populacdo e peixes cultivados em determinada area, estabelecimento de relacdes
filogenéticas, identificacdo de populagdes-chave para a conservagdo de recursos genéticos
e construgdo de mapas genéticos (Fergunson et al., 1995). Na area da pesca e aquicultura,

0s microssatélites sdo Uteis na caracterizacdo de material genético, selecdo de
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reprodutores, construcdo de densos mapas de ligacdo, mapeando importantes genes de

interesse econdmico, quantitativos aplicados em programas de melhoramento (Chistiakov

et al., 2006).

Vérias espécies de peixes neotropicais ja foram estudadas com caracterizagéo,

estrutura genética dentre outras finalidades relacionadas com microssatélites, conforme

verificado na Tabela 1.

Tabela 1. Aplicagcbes de marcadores moleculares microssatélites em andlises de
biologia molecular em peixes neotropicais.

Espécie Marcador molecular Finalidade Referéncia
Brycon opalinus Microssatélite Diversidade genética de Barroso et al.
estoques naturais (2005)
Pseudoplatystoma Microssatélite Desenvolvimento e Revadalves et al.
corruscans caracterizacéo de primer (2005)

Oreochromis niloticus
Prochilodus argentus
Brycon moorei sinuensis
Brycon hilarii
Oreochromis niloticus
Arapaimas gigas
Pseudoplatystoma
corruscans

Prochilodus costatus
Rhamdia quelen
Pseudoplatystoma
reticulatum

Piaractus mesopotamicus

Brycon insignis

Piaractus mesopotamicus

Psedoplatystoma punctifer

Oreochromis niloticus

Pseudoplatystoma
reticulatum

Microssatélite

Microssatélite

Microssatélite

Microssatélite

Microssatélite

Microssatélite

Microssatélite

Microssatélite

Microssatélite

Microssatélite

Microssatélite

Microssatélite

Microssatélite

Microssatélite

Microssatélite

Microssatélite

Caracterizagdo genética de
plantéis de piscicultura
Diversidade genética de

estoques naturais
Diversidade genética de
estoques naturais
Desenvolvimento e
caracterizacdo de primer

Caracterizagdo genética de
plantéis de piscicultura
Diversidade genética de

estoques naturais
Diversidade genética de
estoques naturais
Estrutura genética de
populacbes naturais

Caracterizagdo genética de
plantéis de piscicultura
Diversidade genética de

estoques naturais
Estrutura genética de
populacbes naturais
Estrutura genética de
populacbes naturais
Monitoramento de
programas de reproducéo
semi natural
Desenvolvimento e
caracterizacéo de primer

Caracterizagdo genética de

peixes em programas de
melhoramento
Desenvolvimento e
caracterizacdo de primer

Melo et al. (2006)

Hatanaka et al.
(2006)
Lépez (2006)

Sanches & Galetti
(2006)
Moreira et al.
(2007)
Hamoy et al. (2008)

Benites et al. (2008)

Carvalho-Costa et
al. (2008)
Ribolli & Zaniboni-
Filho (2009)
Abreu et al. (2009)

Calcagnotto &
DeSalle (2009)
Matsumoto &
Hilsdorf (2009)
Povh et al. (2010)

Saulo-Machado et
al. (2011)
Rodriguez-
Rodriguez et al.
(2013)
Prado et al. (2014)

A maioria dos trabalhos que utilizaram marcadores moleculares microssatélites é

realizada com o intuito de observar a diversidade genética do género Pseudoplatystoma

em ambientes naturais, sendo observados raros trabalhos que caracterizam animais de
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piscicultura em programas de melhoramento genético. Abreu et al. (2009), analisando
duas populacbes naturais de Pseudoplatystoma reticulatum, verificaram a importancia
destes marcadores na capacidade de identificar e definir populacbes biologicas com
primordial objetivo de conservacao e gestao genéticas de recursos naturais.

Benites (2008), estudando populagdes naturais de Pseudoplatystoma corruscans nas
bacias do Alto Paraguai, Alto e Baixo Parand comprovou que esta ferramenta molecular é
capaz de caracterizar a variabilidade genética proporcionando assim, subsidios para
programas de manejo, conservacao e utilizacdo deste recurso pesqueiro.

Por meio de marcadores moleculares também é possivel identificar populacées de
hibridos de P. corruscans e P. reticulatum. Estes cruzamentos interespecificos tém por
objetivo a producdo em larga escala comercial com desempenho zootécnico diferenciado
de duas espécies com caracteristicas semelhantes as duas espécies onde foram gerados.

Prado et al. (2012), utilizando marcadores moleculares nucleares e mitocondriais
(PCR-Multiplex e PCR-RFLP) para avaliar a frequéncia de hibridos em populacGes
selvagens de P. corruscans e P. reticulatum nos rios Paraguai-Parana, observaram que
ha hibridos nesta bacia geografica e o escape desses animais pode ser possivelmente
originado de populacfes em cativeiros. Contudo, as observacdes destes autores sugerem
e exaltam a importancia de trabalhos acerca da conservacdo genética de estoques de
populacdes naturais para fins de preservacdo destas espécies.

Caracteristicas de interesse na piscicultura como crescimento acelerado,
resisténcia a doencas, adaptabilidade em diferentes regibes com oscila¢fes térmicas,
salinidade da &gua, caracteristicas morfoldgicas mais atraentes podem trazer beneficios
em termos de valor agregado aos hibridos.

Apesar dos varios beneficios dos hibridos, atualmente ndo se tem nenhuma
estatistica concreta da producdo e monitoramento num eventual escape para meio
ambiente, adicionalmente, 0 mercado consumidor por ndo saber diferenciar uma espécie
pura de um cruzamento acaba adquirindo animais com um valor ndo condizente com o
custo final de producdo. Paralelamente, muitos produtores desconhecem as bases
bioldgicas sobre as espécies parentais e utilizam o cruzamento indiscriminado sem a
menor preocupacao acerca da variabilidade genética destas populagdes.

Diante desta problematica, o presente estudo tem por objetivo caracterizar a
variabilidade genética usando marcadores moleculares microssatélites de

Pseudoplatystoma reticulatum pertencentes ao programa de melhoramento genético.
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Il - OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve por objetivo caracterizar a variabilidade genética de
Pseudoplatystoma reticulatum, usando marcadores moleculares microssatélites de

animais pertencentes ao programa de melhoramento de espécies aquicolas.



11 — Variabilidade genética de Pseudoplatystoma reticulatum do Programa
de Melhoramento Genético

Resumo — Objetivou-se caracterizar a variabilidade genética de cinco grupos de
Pseudoplatystoma reticulatum do projeto de melhoramento de espécies aquicolas por
meio de marcadores moleculares microssatélites. foram analisados 211 individuos da
geracdo F; oriundos de 72 familias do programa de melhoramento. Foram observados
62 alelos em oito loci microssatélites polimorficos (Pcor01, Pcor05, Pcor08, Pcorl0,
Ppu01, Ppu04, Ppu09, Ppul0). Verificou-se frequéncia alélica média que variou entre
0,0083 (Pcor08/85/110/118 — MS-I11) e 0,500 (Pcor08/83 — MS-1). A heterozigosidade
observada média e o coeficiente de endogamia foram de 0,684; 0,643; 0,782; 0,728;
0,682; e 0,121; 0,168; 0,034; 0,061; 0,137, respectivamente para MT-I, MT-Il, MS-I,
MT-I1l e MS-Il. Observou-se desvio de equilibrio de Hardy-Weinberg nas cinco
populacbes na maioria dos loci. Considerando a diferenciacdo genética, conclui-se que
0s cinco grupos analisados sdo distintos entre si, formando dois grupos compostos por

trés e duas subpopulacdes, respectivamente.

Termos para indexacdo: cachara, coeficiente de endogamia, frequéncia alélica, genética, SSR.



23

Genetic variability of Pseudoplatystoma reticulatum of breeding program

Abstract — This study aimed to characterize the genetic variability in five populations of
Pseudoplatystoma reticulatum from breeding program of aquaculture species by
microsatellite molecular markers. It was analyzed two hundred and eleven individuals
from the F; generation derived from 72 families. In a total of 62 alleles were observed
in eight microsatellite loci polymorphic (Pcor01, Pcor05, Pcor08, Pcorl0, Ppu01,
Ppu04 Ppu09, Ppul0). There was an average allele frequency ranging between 0.0083
(Pcor08/85/110/118 - MS-II) and 0.500 (Pcor08/83 — MS-I). The average observed
heterozygosity and inbreeding coefficient were 0.684; 0.643; 0.782; 0.728; 0.682; and
0.121; 0.168; 0.034; 0.061; 0.137 respectively for MT-1, MT-Il, MS-1, MT-Ill and MS-
I1. It was observed a deviation from Hardy-Weinberg equilibrium in five populations at
most loci. Considering genetic differentiation, it was conclude that the five populations
examined are different from one another, thus forming two groups made by three and

two subpopulations, respectively.

Index terms: allele frequency, cachara, genetic, inbreeding coefficient, SSR.
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Introducéo

Pseudoplatystoma reticulatum comumente conhecido como surubim cachara, €
um bagre da bacia do Parana-Paraguai e da regido central do Amazonas, possui
barbilhdes na regido maxilar para auxiliar os estimulos quimicos, h&bitos noturnos com
preferéncia em &guas turvas (Crepaldi et al., 2006).

Sua preferéncia alimentar é carnivora fazendo parte do topo da cadeia alimentar
em diversos habitats aquaticos das mais importantes bacias hidrograficas da Ameérica do
Sul (Reid, 1983). Segundo o Ibama (2007), os bagres obtiveram na Gltima estimativa de
producdo pesqueira no Brasil um total de 11.168 toneladas o que representa 4,6% de
toda producdo pesqueira extrativista. Sdo peixes com valor comercial elevado pela sua
excelente qualidade de carne que possui coloracdo clara, sabor suave e presenca de
poucos espinhos e, muito apreciados na pesca esportiva (Inoue et al., 2009).

Os cacharas apresentam caracteristicas zootécnicas vidveis na producdo animal,
desempenho produtivo com conversdo alimentar favoravel, biotécnicas de reproducéo
adaptadas ao cultivo, produzido em varios sistemas de cultivos, além de ja possuirem
uma oferta continua de alevinos nas regiGes produtoras. Com potencial nativo aquicola
para ser uma espécie competitiva com outros peixes, 0 cachara entrou para 0 programa
de melhoramento de espécies aquicolas.

Com o inicio do Programa Adquabrasil “Bases tecnologicas para o
desenvolvimento sustentavel da aquicultura do Brasil”, coordenado pela Embrapa em
2005 e, terminado em 2013 sob os moldes originais de gestdo, a Universidade Estadual
de Maringa - UEM funcionou como entidade nucleadora para o cachara por meio de um
programa de pesquisa da Embrapa que tem por objetivo desenvolver o melhoramento
genético de peixes nativos. Essa rede de pesquisa que possuiu investimentos tanto do
governo federal como da iniciativa privada, possui nucleos nas regides Centro-Oeste
(Sorriso — MT) e Sul (Camborit — SC) e alguns paises como Cuba e Uruguai que
entraram como parceiros em meados de 2007 e 2009.

Como exemplo de sucesso do programa de melhoramento genético em peixes no
Brasil, pode-se citar a tilapia do Nilo, variedade GIFT, introduzida no Brasil em 2005
com 30 familias em que a UEM, em parceria com a Secretaria Especial de Aquicultura e
Pesca - SEAP, atual Ministério da Pesca, teve papel fundamental nos avancos
tecnoldgicos neste setor de estudo. Atualmente, o programa de melhoramento desta
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espécie encontra-se em sua quinta geracao e, entre a primeira até a quarta geragéo, foi
obtido um retorno na taxa de crescimento em torno de 28% (Resende et al., 2010).

Uma ferramenta bastante utilizada que busca a manutencdo da variabilidade
genética, realizando selecéo e novos cruzamentos em uma mesma geragdo, aumentando
assim a eficiéncia e definicdo de estratégias em programas de melhoramento é a
utilizacdo de marcadores moleculares. Os marcadores microssatélites possuem ampla
utilizacdo em estudos de populaces, estimativas do tamanho efetivo de uma populacéo,
variabilidade genética, bem como na identificacdo de hibridos e espécies, determinacéo
genética do impacto de introdugdo de uma populacdo e peixes cultivados em
determinada area, estabelecimento de relacdes filogenéticas, identificacdo de
populacdes-chave para a conservacdo de recursos genéticos e construcdo de mapas
genéticos (Cristiakov et al., 2006).

Diante desta problematica, o presente estudo tem por objetivo caracterizar a
variabilidade genética usando marcadores moleculares microssatélites de
Pseudoplatystoma reticulatum que participaram do programa de pesquisa em rede
denominada “Bases tecnologicas para o desenvolvimento sustentavel da aquicultura no

Brasil — Aquabrasil”.

Material e Métodos

Para compor o projeto de melhoramento genético de espécies aquicolas, casais
silvestres de Pseudoplatystoma reticulatum foram obtidos durante os anos de 2008,
2009, 2010 e 2011 e, mantidos nas estac6es nucleos de trés propriedades dos Estados do
Mato Grosso e duas do Mato Grosso do Sul, com o objetivo de formar
aproximadamente 72 familias por meio de desovas induzidas artificialmente.

Os reprodutores foram mantidos separadamente em viveiros escavados para evitar
0 descontrole da selecdo destas familias formadas. Em todos os individuos foram
implantados microchips (Passive Integrated Transponders — PIT tag) podendo-se obter
informagdes de peso, sobrevivéncia, conversdo alimentar além da possibilidade de
acasalar as amostras de forma aleatoria ao invés de um acasalamento de amostras
selecionadas o0 que resultaria em uma subestimacao da variancia genética da populagéo.

Os animais selecionados foram alojados em uma propriedade vinculada ao projeto
de pesquisa Aquabrasil, localizada no municipio de Sorriso — MT no distrito de

Primavera do Norte.



26

Foram coletadas amostras de 211 animais que vieram originalmente de familias
das propriedades denominadas Mato Grosso | (MT-1), Mato Grosso Il (MT-I1), Mato
Grosso I (MT-111), Mato Grosso do Sul | (MS-I) e Mato Grosso do Sul 1l (MS-I1),
totalizando cinco populacbes a serem analisadas. Amostras de nadadeira caudal de
aproximadamente 0,5 cm?, colocadas em microtubos de 1,5 mL contendo alcool etilico
absoluto para posterior extracdo e amplificacdo de DNA e, transportadas até o
Laboratorio de Biologia Molecular da UEM.

Foi utilizada a metodologia descrita por Lopera-Barrero et al. (2008) para extracao de
DNA. As nadadeiras foram conservadas em microtubos contendo etanol a 98%.
Posteriormente, foram adicionados 550 pL de tampéo lise (50 mM Tris-HCI, 50 mM
EDTA, 100 mM NaCl, 1% SDS) e 7 pL de proteinase K (200 pg mL™). Em seguida, as
amostras foram incubadas em banho-maria a 50°C por 12 h. O DNA foi precipitado com
600 pL de solugéo de NaCl (5M) e centrifugado por 10 min a 12.000 rpm. O sobrenadante
com DNA foi transferido para novos microtubos, precipitados com 700 pL de alcool etilico
absoluto e incubado por 1 h a -20°C. Depois de centrifugado, o DNA foi lavado com 700
uL de alcool etilico 70%, ressuspendido em tampdo TE — 10 mM Tris pH 8,0 e 1 mM
EDTA (80 pL para a nadadeira), sequencialmente tratado com 7 puL de RNAse (30 pg mL"
1) em banho-maria a 37°C por 1 h e estocado em freezer a -20°C.

A gquantificacdo do DNA foi realizada no espectrofotdmetro Shimadzu UV 1601-
E.U. (amplitude de onda 260 nm) e, as amostras foram diluidas para concentracdo de 10
ng/uL. A integridade do DNA foi verificada em eletroforese horizontal usando gel de
agarose 1% a 70 V durante 120 min. A captura da imagem foi obtida por meio do
sistema fotogréafico L-PIX (LOCCUS biotecnologia).

Foram realizadas testes de diferentes temperaturas de anelamento do DNA para 0s
primers (Loci Ppu0l1, Ppu02, Ppu04, Ppu09, Ppul0, Ppul3, Ppul5, Pcor01, Pcor05,
Pcor08, Pcorl10) descritos por Revaldaves et al. (2005) e Saulo-Machado et al. (2011).

O DNA foi amplificado para um volume total de reagdo de 11 pL, utilizando 8,1
puL de Platinum® PCR SuperMix (Life Technologies, Invitrogen, Carlsbad, Calif.,
USA), 0,9 uM de solucdo contendo os primers forward e reverse e, 20 pL de DNA alvo.

O PCR foi realizado nas seguintes condic¢des: 2 min de desnaturacdo a 95°C, 30
ciclos de 2 min a 95°C, 30 s com temperaturas especificas de anelamento para cada
primer (Tabela 1), 30 s a 72°C e uma extensao final a 72°C por 10 min.

Posteriormente, as amostras de DNA foram submetidas em gel de policrilamida a

10% (acrimilamida:bisacrilamida — 29:1) e ureia 6 M, submetidas em solucdo tampao
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TBE 1X (90 mM Tris-Borato, 2mM EDTA) a 180 V (250 mA) entre 5 a 12 h,
dependendo do tamanho de fragmento do alelo do primer em questéo.

A visualizacdo dos alelos microssatélites foi realizada com o gel corado com nitrato
de prata seguindo a metodologia adaptada por Bassam et al. (1991). O gel foi submetido a
solucdo de fixacdo (10% etanol, 0,5% &cido acético) por 15 min, seguidamente por solucao
de nitrato de prata 6mM por 30 min e, posteriormente, feita uma prévia lavagem com agua
destilada por 30 segundos. O gel foi submetido na solucédo reveladora com 0,75 M NaOh
0,22% e formol 40%. Foram capturadas imagens dos géis revelados por meio de camera
digital DSC HX200 SONY. O tamanho dos alelos foi calculado usando o marcador de peso
molecular 100 pb e 50 pb (DNA ladder - Invitrogen®).

O ndmero de alelos, heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), indice de
Shannon, teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram calculados utilizando o
software computacional PopGene 1.31 (Yeh et al., 1999). A frequéncia alélica e o
coeficiente de endogamia (Fs) para cada loci sera calculado com o programa GenePop
1.2 (Raymond & Rousset, 1995). O desequilibrio de ligacdo, diferenciacdo genética e
analise de variancia molecular - Amova foram determinado por meio do programa
Arlequim 3.1 (Excoffier et al., 2005) pelo método da cadeia de Markov. Para evidenciar
a presenca de alelos nulos foi utilizado o programa Micro-checker 2.2.3 (Van
Oosterhout et al., 2004).

Resultados e Discussao

Num total de 11 primers utilizados no experimento, trés ndo amplificaram ou
foram monomorficos nas cinco populagdes estudadas, conforme se observa na Tabela 1.
Os locus microssatélites utilizados nas analises do experimento possuem um alto grau
de polimorfismo, condizentes com outros trabalhos publicados com este mesmo
marcador (DeWoody & Avise, 2000; Benites, 2008; Abreu et al., 2009).

Diferentemente do que foi observado por Saulo-Machado et al. (2011) que
estudando a isolacdo e caracterizagdo polimorfica de marcadores moleculares
microssatélite em seis pimelodideos da Bacia Amazénica, verificaram a amplificacdo
dos primers Ppu02, Ppuld e Ppul5 para Pseudoplatystoma reticulatum sendo
encontrado num total de cinco, quatro e quatro alelos, respectivamente. Possivelmente,
a diferenga desse trabalho com o dos autores citados deve-se a diferenciagdo das

diferentes populacgdes, tendo em vista, a captura de animais de bacias distintas.



Tabela 1. Descricdo de loci utilizados na analise de marcadores moleculares microssatélites dos cacharas (Pseudoplatystoma reticulatum)
oriundos do projeto de melhoramento genético de espécies aquicolas.

Locus Sequéncia 5' - 3' Ta (°C) GenBank Repeticéo Tamanho (pb)
PpuOl-F CAGCATCAGCGGAAAAGTTG 58 HQ317844 (AG)gaa(AG)13aa(AG)s 95-120
Ppu0l-R CAGTGGCGCATTCTGTAATC

Ppu02 - F CAGAACCAGATCCAACGTCA NA HQ317845 (GT)ws -
Ppu02 - R CTCCCTAGACTTCCCATTTCC

Ppu04 - F GGTCTGATATGGAGGTCGTGA 50 HQ317847 (AG)ss 155-255
Ppu04 - R CGGTGTCTCTGGGCTATTTT

Ppu09 - F CAGTGAGCCATACCTTCAGAG 59 HQ317852 (CTAT)s 180-266
Ppu09 - R TGGATGGACAGATAGACAGG

Ppul0-F GTTACCATGACCACTCGTTGC 60 HQ317853 (CA), 94-160
Ppul0-R AGTATTCTTGTGCGTAGCCCC

Ppul3-F ATCAATTCCCAGCCGGAG NA HQ317856 (TG)1s -
Ppul3-R TCTCAGGGGCCATTCTCA

Ppul5-F GGCCAAAGTAACAGGCCA NA HQ317858 (AG)12 -
Ppul5-R GAGCGCCCAAGGTTCAC

Pcor01 - F AAACCCAGGATAACCAGTC 56 AY737063 (TC)sGC(TC),g 125-160
Pcor01 -R CAGCGTGCTACTAACACAAAC

Pcor05 - F GCATAAGATTACACAGAGATTC 56 AY737067 (TC)sCC(TC)s5 85-110
Pcor05 - R CTTGGTGGGGAAACAGGC

Pcor08 - F ACACCATACGCACACACTCG 56 AY737070 (AC)1, 83-118
Pcor08 - R TGAGGTCGGGTGATAAAGGTC

Pcorl0-F TTTAAGACAGCACAGCCTGTGGGG 58 AY737072 (GTCG)45(GT)sCC 50-70
Pcorl0-R AAGACAGCGCCATAGAGTTCTGCC

TA: Temperatura de anelamento; NA: Ndo amplificado

8¢
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O tamanho de pares de bases dos alelos encontrados para 0os primers PpuO1,
Ppu04, Ppu09 e Ppul0 variaram respectivamente entre 95-120, 155-255, 180-226, 94 e
160, diferentemente no qual foi observado por Saulo-Machado et al (2011) que para
esses mesmos primers verificaram 197-221, 279-305,238-270, 211-247 pares de bases.
Abreu et al. (2009), estudando duas populagcbes selvagens de Pseudoplatystoma
reticulatum, verificaram a amplificagdo dos loci Pcor01, Pcor05, Pcor08 e Pcor10 com
numero de alelos observados variando entre dois e dez, respectivamente para Pcorl10 e
Pcor05 diferentemente aos alelos observados no presente trabalho que se verificou a
presenca de, no minimo, quatro e, no maximo, 11 alelos para estes mesmos primers.

Pode-se visualizar na Tabela 2, que foram observados 62 alelos nas cinco
populacdes analisadas, variando entre 4,20 alelos para o primer Ppu0l e 9,00 para o
primer Ppu09. Essa diferenciacdo dos individuos pode ser atribuida a selecdo do
programa de melhoramento genético, podendo resultar numa pressao na deriva genética
nas espécies, que por sua vez, é consequéncia oriunda da padronizacao das populagdes
dos grupos do melhoramento, como corroborado por Rodriguez-Rodriguez et al. (2013)
que, caracterizando a variabilidade genética em trés geracdes de tilapia GIFT com uso
de marcadores moleculares microssatélites, explicaram que presenca de alelos nulos
com baixa frequéncia pode ser resultante da pressdo exercida pela selecdo de programas
de melhoramento genético.

Na populacdo MT-I foi observada baixa frequéncia alélica nos primers Pcor05
com 85 pb; Pcor08 em 87, 97, 109 e 118 pb; Ppu04 com 155, 175, 195, 215 e 235 pb;
Ppu09 em 170, 220, 250 e 260 pb e, Ppul0 em 120 e 150 pb.

Observam-se que a populacdo MT-I11 apresentou baixa frequéncia alélica somente
no loci Ppu09 e Ppul0, sendo observado no fragmento 110 pb numa frequéncia minima
de 0,02. A frequéncia alélica na populacdo MS-I variou entre 0,0179 e 0,500,
respectivamente para Ppu09/266 e Pcor08 no fragmento 83.

Na populagdo MT-I111 foi observada baixa frequéncia em Pcor01/110/150/85 e 90,
Pcor05/110;  Pcor08/85/87/90/92/106/109/118;  Pcor10/62/70;  Ppu01/95/155;
Ppu04/120/155/160/205/215/255; Ppu09/170/260; Ppul0/94/110/120/140 e 160.

Houve alteracdo em todos os loci em relacdo ao alelo de maior frequéncia em
todas as populacbes, onde se pode observar mais de dois alelos alterados por loci
(Tabela 2).
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Tabela 2. Frequéncia alélica dos cacharas (Pseudoplatystoma reticulatum) oriundos do

projeto de melhoramento genético de espécies aquicolas.

Loci Alelos MT-I MT-11 MS-I MT-111 MS-II
Pcor01 110 0,1250 0,0926 - 0,0484 0,0643
125 0,1562 0,3519* 0,4583* 0,2742 0,3929*
140 0,3750 0,2778 0,2917 0,4355*  0,3786
150 0,1562 0,2037 0,1667 0,0968 0,1357
160 0,1875* 0,0741 0,0833 0,1452 0,0286
Pcor05 80 - - 0,0417 - 0,0156
85 0,0667 - 0,1250 0,0603 0,0781
90 0,1333 0,0476 0,2083 0,0862 0,2188
95 0,2333 0,2619 0,3333* 0,1638 0,2891*
100 0,3333* 0,4524* 0,1042 0,4052*  0,1484
105 0,1333 0,1190 0,1458 0,2241 0,1875
110 0,1000 0,1190 0,0417 0,0603 0,0625
Pcor08 83 0,2000 0,2857* 0,5000* 0,1667 0,1750*
85 0,1333 0,0714 - 0,0526 0,0083
87 0,0667 0,0714 0,1190 0,0877 0,1083
90 0,1000 0,0238 0,0714 0,0439 0,1417
92 0,1000 0,2619 0,0952 0,0877 0,1333
94 0,2667* 0,1190 0,0952 0,1930*  0,1417
97 0,0667 0,0952 0,0476 0,1579 0,1000
106 - - 0,0238 0,0789 0,1250
109 0,0333 0,0238 0,0476 0,0439 0,0500
110 - 0,0238 - - 0,0083
118 0,0333 0,0238 - 0,0877 0,0083
Pcor10 40 - - - 0,0238
50 0,4286* 0,3500* 0,1667 0,3667*  0,2143
55 0,3571 0,2500 0,4444* 0,3000 0,2857
60 0,1429 0,3000 0,2778 0,2667 0,3452*
62 - - - 0,0167 -
70 0,0714 0,1000 0,1111 0,0500 0,131
Ppu01 95 0,1250 0,1250 0,2759 0,0678 0,1549
105 0,4062* 0,2292 0,3621* 0,2966 0,2958*
115 0,2188 0,2292 0,2069 0,2542 0,2817
120 0,2500 0,4167* 0,1552 0,3729*  0,2676
155 0,0085
Ppu04 120 - - - 0,0125 -
153 - - - - 0,0094
155 0,0714 0,1333 0,0476 0,0125 0,0377
160 0,1429 0,1333 0,1667 0,05 0,1321
165 0,2143 0,1000 0,2857* 0,1375 0,1887*
175 0,0714 0,2333* 0,1190 0,2375 0,1038
180 0,2857* 0,2000 0,0714 0,2750*  0,0849
195 0,0714 0,2000 0,0476 0,1875 0,1604
201 - - - - 0,0094
205 - - 0,1190 0,0500 0,1321
215 0,0714 - 0,0714 0,025 0,0943
235 0,0714 - 0,0476 - 0,0472
255 - - - 0,0125 -
295 - - 0,0238 - -
Ppu09 170 0,0385 0,0227 - 0,0300 -
180 0,1154 0,0682 0,0357 0,1100 0,0345
190 0,1538 0,1591 0,2321 0,1400 0,2500
210 0,1923* 0,2500 0,1071 0,2300*  0,1379
220 0,0769 0,0909 0,2500* 0,1200 0,1293
230 0,1923* 0,2500* 0,1607 0,1800 0,3017*
240 0,1154 0,0909 0,1071 0,1200 0,0862
250 0,0385 - - - -
260 0,0769 0,0682 0,0893 0,0700 0,0603
266 - - 0,0179 - -
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Ppul0 94 - - 0,0741 0,0164 -
98 0,2667 0,1800 0,1667 0,1557 0,2059
100 0,3000* 0,2600* 0,1667 0,2951*  0,2574*
110 - 0,0200 - 0,0328 0,0515
120 0,0667 0,1400 0,0556 0,082 0,0441
130 0,1333 0,1000 0,1852* 0,1066 0,1397
140 0,1667 0,2200 0,1852* 0,0902 0,1618
150 0,0667 0,0800 0,0926 0,1721 0,1029
160 - - 0,0741 0,0492 0,0368

*Valores com maior frequéncia.

Foram verificadas baixa frequéncia alélica nos loci Pcor01 para a populacdo MT-I1I
com 0,0926 e 0,0741, respectivamente para o tamanho 110 e 160 pb; MS-I com 0,0833
com tamanho de 160; MT-I11 com 0,0484 e 0,0968 para 110 e 150 e MS-Il com 0,0643 e
0,0286 para 110 e 160 pb.

Analisando os dados constantes na Tabela 3, observa-se que houve presenca de alelos
nulos no loci Pcor05 em todas as populactes, Pcorl0 em MT-II, MT-1ll e MS-II, Ppu04
nas populacées MT-111 e MS-11 e Ppul0 observada somente em MT-III.

Foram verificados alelos nulos em Pcor05 em todas as populagbes, PcorlO nas
populacdes MT-Il, MT-1ll e MS-II, Ppu04 em MT-IIl e MS-1I e PpulO para MT-III. A
ocorréncia de alelos nulos é decorrente principalmente pela falta de sequéncia para o
anelamento do primer que pode ser em funcdo de mutacdes pontuais (Dakin & Avise,
2004) e, conforme relataram Kordicheva et al. (2010), € um fendmeno muito comum em
analises de marcadores moleculares microssatélites a presenca de alelos nulos consequentes
de erros de genotipagem.

Num total de 16 amostras analisadas da populacdo MT-I, foram observados apenas
alelos nulos no loci Pcor05. A heterozigosidade observada variou entre 0,267 para Pcor08 e
1,00 para o loci Ppu04, no qual se obteve uma média total de 0,684 (Tabela 3). Verifica-se
que houve diferenca significativa no Equilibrio de Hardy-Weinberg nessa populacéo apenas
em Pcor05 e Pcorl0 em que os valores de Fis de 0,6601 e 0,354, respectivamente,
revelaram uma deficiéncia de heterozigotos. Os resultados positivos de F;s podem indicar
uma possivel deficiéncia de heterozigotos, que por sua vez, atribuem-se ao programa de
melhoramento genético. Como as familias que compdem as populagbes de
Pseudoplatystoma reticulatum do programa de melhoramento foram oriundas de
aproximadamente 72 familias, formadas a partir de cinco regides distintas da regido Centro-
Oeste, possivelmente essa quantidade de familias nesta geracéo interferiu nos parametro de
variabilidade genética. No entanto, vale salientar que, mesmo em estoques naturais

selvagens, a variabilidade genética de Pseudoplatystoma reticulatum pode ser interferida
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por atributos diversos como barreiras geogréficas, diferentes estruturas populacionais, como
referenciado por Abreu et al. (2009) que, estudando duas populagdes de Pseudoplatystoma
reticulatum na bacia do Paraguai, sustentaram esta hipotese.

Considerando os valores obtidos de variabilidade genética do estudo em questéo, o
método de selecdo no qual se empregou neste projeto baseado em acasalamentos
hierarquicos, pedigree, herdabilidade dos animais e selecdo e cruzamento de animais
baseados nos valores genéticos das familias do programa (Ribeiro & Legat, 2008) foram
suficiente para a manutencdo e continuidade do programa de melhoramento genético de
espécies aquicolas. Contudo, a endogamia em estoques em cativeiro é normalmente
esperado e previamente controlado se inicialmente selecionam-se animais de forma correta
para formac&o de reprodutores (Lopera-Barrero et al., 2013) para que esta problematica ndo
prejudique desde o inicio os programas de melhoramento (Hilsdorf & Orfao, 2011), caso
contrério ir4 favorecer o efeito gargalo de garrafa e o tamanho efetivo da populagéo,
conforme salientado também por Melo et al. (2006), Moreira et al. (2007), Lopera-Barrero
et al. (2010) e Lind et al. (2012).

Em animais da populacdo MT-II, observou-se uma heterozigosidade observada com
média de 0,643 em que houve uma diferenca significativa (P<0,01) no equilibrio de Hardy-
Weinberg nos loci Pcor05 e Pcorl10 sendo verificado somente deficiéncia de heterozigotos
nesses loci com um Fis médio para todos os loci de 0,168.

Analisando a populacéo oriunda da propriedade MS-I, verifica-se hum total de 30
amostras, um numero de alelos médios de 6,625 que variou entre quatro e dez alelos
(Tabela 3). Verificou-se que ndo ha presenca de alelos nulos em na maioria dos loci
analisados. Houve diferenca significativa no equilibrio de Hardy-Weinberg somente nos
loci Pcor01, Pcor05 e Ppul0, em que se obteve excesso de heterozigotos para Pcor01 com
valor de -0,057.

A média de heterozigotos observados foi de 0,735 com varia¢cGes minimas de 0,444 e
maxima de 0,964 respectivamente para Pcorl0 e Ppu09. Benites (2008) caracterizou
geneticamente populagdes naturais de P. corruscans advindos da bacia Parand-Paraguai por
meio de marcadores microssatélites e observou valores de heterozigosidade com média de
0,506 e heterozigosidade esperada de 0,689; nota-se, portanto, que mesmo em populacoes
naturais sdo encontrados valores de heterozigosidade menor comparativamente aos
apresentados no presente trabalho que foram de 0,694 e 0,793, respectivamente para Ho e
He (Tabela 3).



Tabela 3. Dados sumarizados nas cinco populacdes analisadas de Pseudoplatystoma reticulatum analisados do projeto de melhoramento genético

de espécies aquicolas.

Loci
Amostras Pcor01 Pcor05 Pcor08 Pcorl0 Ppuol Ppu04 Ppu09 Ppul0 Média
MT-I (n = 16)
NA 5 6 9 4 4 8 9 6 6,375
NE 4,163 4,639 6,25 2,97 3,436 5,765 7,192 4,639 4,882
Alelos nulos Nao sim ndo nao Nao nao nao nao -
Ho 0,813 0,267 0,667 0,429 0,875 1 0,692 0,733 0,684
He 0,784 0,812 0,869 0,714 0,732 0,890 0,895 0,812 0,813
Fis -0,069 0,660 0,206 0,354 -0,234 -0,210 0,196 0,065 0,121
P-HW 0,051™ 0,000023** 0,000407** 0,019493* 0,401203™ 0,951809™ 0,270853"™ 0,390935™ -
MT-II (n =27)
NA 5 5 10 4 4 6 8 7 6,125
NE 3,898 3,291 5,378 3,5088 3,3982 5,5556 5,6608 5,4113 4,513
Alelos nulos Néo sim nao sim nao nao nao nao -
Ho 0,704 0,429 0,714 0,3 0,708 0,667 0,864 0,76 0,643
He 0,758 0,713 0,834 0,753 0,721 0,849 0,843 0,832 0,788
Fis 0,054 0,384 0,123 0,580 -0,004 0,187 -0,049 0,068 0,168
P-HW 0,885™ 0,000001** 0,309555™ 0,000134** 0,407978"™ 0,298444" 0,411022" 0,201722"™ -
MS-I (n = 30)
NA 4 7 8 4 4 10 8 8 6,625
NE 3,032 4,8608 3,4186 3,1765 3,6486 6,438 5,7226 6,8131 4,639
Alelos nulos Nao sim ndo nao ndo nao nao nao -
Ho 0,708 0,542 0,857 0,444 0,862 0,762 0,96 0,741 0,735
He 0,684 0,811 0,725 0,726 0,739 0,865 0,840 0,869 0,782
Fis -0,057 0,318 -0,212 0,351 -0,188 0,098 -0,169 0,132 0,034
P-HW 0,006** 0,000001** 0,11079™ 0,227193™ 0,495035™ 0,125692" 0,282289™ 0,00356** -
MT-III (n = 65)
NA 5 6 10 5 5 10 8 9 7,250
NE 3,36 3,9071 7,9438 3,352 3,3747 5,2033 6,5963 5,8506 4,948
Alelos nulos Nao sim nao sim nao sim nao sim -
Ho 0,871 0,586 0,860 0,5 0,780 0,675 0,86 0,689 0,728
He 0,708 0,751 0,882 0,714 0,710 0,818 0,857 0,836 0,784
Fis -0,24 0,212 0,017 0,287 -0,108 0,164 -0,014 0,170 0,061
P-HW 0,076™ 0,030022* 0,002041** 0,048464* 0,766764"™ 0,000001** 0,091697™ 0,000001** -

€€



MS-11 (n = 73)

NA 5 7 11 5 4 11 7 8 7,250
NE 3,115 5,0289 7,7754 3,7814 3,8103 7,8794 4,9617 5,8532 5,276
Alelos nulos Néao sim nao sim nao sim nao nao -

Ho 0,7 0,438 0,817 0,333 0,817 0,755 0,845 0,75 0,682
He 0,684 0,808 0,879 0,744 0,743 0,881 0,805 0,835 0,797
Fis -0,031 0,454 0,063 0,547 -0,108 0,136 -0,058 0,096 0,137
P-HW 0,629™ 0,000001** 0,0725™ 0,000001** 0,266533™ 0,001155** 0,006881** 0,002272** -

ns: Néo significativo; *: Significativo (P<0,05); **: Significativo (P<0,01); N: Numero de individuos analisados; NA: Nimero de alelos; NE: Numero efetivo de alelos; Ho:

Heterozigosidade observada; He: Heterozigosidade esperada; Fs: Coeficiente de endogamia; P-HW: Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg.
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A populagdo da propriedade MT-11l, num total de 65 amostras, foram observadas
diferengas significativas (P<0,05) nos loci Pcor05, Pcor08, Pcorl0, Ppu04 e Ppulo,
sendo observada também uma deficiéncia de heterozigosidade revelada pelos valores de
Fs positivos que variaram entre 0 minimo de 0,017 e 0 maximo de 0,287.

Num total médio de 7,25 alelos analisados na populacdo MS-II, foi evidenciada
uma deficiéncia de alelos com valores de 0,4539, 0,5468, 0,1356 e 0,0955,
respectivamente, para loci Pcor05, Pcor10, Ppu04 e PpulO.

Pode-se atribuir a diversos fatores o desvio do equilibrio de Hardy Weinberg
(EHW) nas cinco populagdes do referente experimento, dentre 0s quais se destacam a
deficiéncia de heterozigotos por consequéncia da interacdo de diversos fatores, a
exemplo o alto numero de alelos por locus, presenca de alelos nulos, endogamia e,
efeito Wahlund (Romana-Eguia et al., 2005; Povh et al., 2011; Rodriguez-Rodriguez et
al., 2013).

A partir dos resultados observados na Tabela 4, no qual se definiram dez grupos
analisados no modelo de delineamento contra todos por meio de Analise de Variancia
Molecular — Amova, pode-se verificar no grupo constituido pelas cinco populacGes que
houve maior variabilidade dentro das populagcbes com valores de variacdo de
porcentagem de 98,53% (Fst = 0,0147) do que em entre as populacbes em que se
obteve 1,47 % com significancia de P<0,000001.

A diferenciacdo genética em peixes é comumente evidenciada, porém com baixos
valores de Fst, possivelmente pela grande abundancia destes estoques em ambientes
naturais que geralmente possuem alta cosmopolitalidade e que a priori ndo possuem
barreiras ao fluxo génico, conforme salientado por Benites (2008) e justificado por
diversos autores (Hatanaka et al., 2006; Barbosa et al., 2008; Carvalho-Costa et al.,
2008).

Em todas as combinagdes dos grupos analisados verificou-se tambem maior
variabilidade genética dentro dos grupos do que entre 0s grupos, em que a variacdo de
porcentagem nos valores foi acima de 96,02% (Tabela 4). Estes resultados podem ser
corroborados também a partir dos valores de distancia genética (Tabela 4) e
comprovados pelo dendograma das populacdes (Figura 1). Foi evidenciada uma
distancia genética minima de 0,0235 no grupo Il (MT-1 x MS-1) e maxima de 0,1936 no
grupo VIII (MS-1 x MT-111).
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Tabela 4. Andlise de variancia molecular (Amova) distancia genética (DG) e Fsr, dos
individuos oriundos das cinco populacbes analisadas, provenientes do projeto de

melhoramento de espécies aquicolas.

Grau de

Somados Componente Porcentagem

Fonte de variagdo liberdade quadrados de variancia de variacdo ST DG
Todas as populacdes

Entre populacdes 4 24,883 0,04727 1,46992*

Dentro das populaces 417 1056,739 3,16858 98,53008 0,0147

Total 421 1081,623 3,21585 100

Grupo I: MT-1 x MT-II

Entre populacdes 1 0,642 0,00642 1,65

Dentro das populacdes 84 32,230 0,38369 98,35 0,01646 0,0437
Total 85 32,872 0,39012 100

Grupo Il: MT-1 x MS-I

Entre populagdes 1 0,339 -0,00032 -0,09

Dentro das populagdes 90 31,6994 0,35215 100,09 -0,0009 0,1315
Total 91 32,033 0,35183 100

Grupo I1: MT-1 x MT-III

Entre populacBes 1 0,299 -0,00071 -0,21

Dentro das populagdes 160 53,695 0,33559 100,21 -0,0021 0,0235
Total 161 53,994 0,33488 100

Grupo IV: MT-1 x MS-II

Entre populagdes 1 1,240 0,01064 1,54

Dentro das populactes 176 120,007 0,68186 98,46 0,01536 0,0819
Total 177 121,247 0,69250 100

Grupo V: MT-Il x MS-I

Entre populacBes 1 7,211 0,09037 2,79352*

Dentro das populagdes 112 267,773 3,14456 97,20648  0,02794 0,1575
Total 113 274,984 3,23493 100

Grupo VI: MT-11 x MT-IlI

Entre populagdes 1 0,833 0,00648 1,88*

Dentro das populages 182 61,613 0,33853 98,12 0,01879 0,0359
Total 183 62,446 0,34501 100

Grupo VII: MT-Il x MS-II

Entre populagdes 1 0,659 -0,00008 -0,01

Dentro das populages 198 131,636 0,66483 100,01 -0,0001 0,0866
Total 199 132,295 0,66475 100

Grupo VIII: MS-I x MT-III

Entre populagdes 1 11,604 0,12989 3,97451*

Dentro das populages 188 465,505 3,13819 96,02549  0,03975 0,1936
Total 189 477,505 3,26808 100

Grupo IX: MS-I x MS-I11

Entre populagdes 1 0,743 0,00462 1,31

Dentro das populagdes 204 71,282 0,34942 98,69 0,01306 0,061
Total 205 72,024 0,35404 100

Grupo X: MT-I11l x MS-II

Entre populacBes 1 1,031 0,00519 1,6*

Dentro das populagdes 274 87,114 0,31793 98,4 0,01605 0,0917
Total 275 88,145 0,32312 100

Fsr: Indice de fixacdo; Amova: Analise de Variancia Molecular; *: Significativo (P<0,05)

Os resultados obtidos de identidade e distancia genética, baseado no calculo de

Nei (1973), inferem-se que ha forte evidéncia da existéncia de grupos de populagdes,

dentro dos quais as populagdes sdo geneticamente mais relacionadas. Assim, visualiza-
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se uma subdivisdo dos animais em grupos das populacdes MT-1 e MT-III, uma
subdivisdo somente com o grupo MT-I1 e, uma subdivisdo com os grupos MS-I e MS-
Il. A identidade genética para os grupos da subdivisdo MT-I/MT-III foi de 0,9768 com
uma distancia genetica pequena de 0,0235. Paralelamente, 0os grupos genéticos da
subdivisao MS-1/MS-Il possuem uma identidade genética de 0,9408 e moderada
distancia genética de 0,0610. A maior divergéncia observada em todas as populacGes foi

observada entre o0s animais oriundos da populacdo MT-I1l e MS-1 de 0,1936.

1) MT-I
© 1.1746 &
@f 08141 L (oyMT-II
1.1746
4.2008 (4] Mt
— 1.9887
(4) MS-I
®) 3.0511 @
3.1384 (5) MS-II
3.0511
—

Figura 1. Dendograma das cinco populacfes analisadas provenientes do projeto de
melhoramento de espécies aquicolas.

E de suma importancia a caracterizagdo e manutencdo da variabilidade genética
entre as populacBes nas quais estdo inseridas no programa de melhoramento genético.
Animais que compdem a geracao parental destas cinco popula¢tes foram capturados de
diferentes sub-bacias do rio Paraguai e realizadas andlises genéticas previamente para
assegurar a variabilidade e divergéncia genética necessarias para dar-se-a o inicio do
programa de melhoramento genético de Pseudoplatystoma reticulatum. Comprovando
assim, pelos resultados obtidos por meio da diferenciacao e distancia genética das cinco
populagdes, nos quais estdo subdivididas em dois principais grupos, compostos por dois
e trés subpopulacdes (Figura 1).

Estes resultados dardo suporte e servem de indicativos para estratégias de selecédo
de animais do programa de melhoramento genético. Para conservar o numero de
familias ao longo das geracfes e manter a variabilidade genética, evitando assim a
endogamia, estes dados servem de subsidio na realizagdo de cruzamentos entre familias
do mesmo subgrupo (MT-I, Il e 1) e (MS-I e 1) ou mesmo, nos cruzamentos entre 0s

dois subgrupos, conforme descritos na Figura 1.
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Os animais inseridos no mesmo grupo genético devem ser considerados para
composi¢cdo de uma base genética restrita e, na anélise de selecdo para que futuros
cruzamentos entre animais aparentados possam manter a variabilidade genética, gerando
incremento das caracteristicas de interesse zootécnico para as proximas geracdes de
animais geneticamente superiores, conforme enfatizado por diversos trabalhos
(Romana-Eguia et al., 2005; Machado-Schiaffino et al., 2007; Horreo et al., 2008;
Ponzoni et al., 2010; Brifiez et al., 2011; Ponzoni et al., 2011).

A partir dos dados obtidos, podem-se realizar sele¢des direcionadas para a conservacao
da variabilidade genética de Pseudoplatystoma reticulatum das familias dos grupos
geneticos do programa de melhoramento genético, tendo como possivel estratégia o
acasalamento entre individuos dos dois subgrupos ou entre as populacdes analisadas.

Finalmente, considera-se que os marcadores moleculares microssatélites podem
atuar na tomada de decisbes em monitoramento da variabilidade genética das
populacbes em programas de melhoramento genético, auxiliando a manutencdo de
niveis baixos de endogamia, considera-se uma ferramenta de biologia molecular viavel

na aquicultura.

Conclusodes

As cinco populacdes estudadas sdo distintas entre si, e formam dois grupos

genéticos compostos por trés e duas subpopulacdes respectivamente.
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caso de artigos redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no méaximo, 20 péginas, incluindo-se as ilustracdes
(tabelas e figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

- Deve representar o conte(do e o0 objetivo do trabalho e ter no méximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposicoes e as conjuncoes.

- Deve ser grafado em letras minUsculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

- Deve ser iniciado com palavras chaves ¢ ndo com palavras como “efeito” ou
“influéncia”.

- Ndo deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente o nome binario.

- Né&o deve conter subtitulo, abreviacdes, formulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperacgdo do artigo por indices desenvolvidos
por bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial maiuscula, por extenso, separados por
virgula; os dois ultimos sdo separados pela conjungao “e”, “y” ou “and”, no caso de
artigo em portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente.

- O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um ndmero em algarismo
arabico, em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de enderego

do autor.

Endereco dos autores

- S0 apresentados abaixo dos nomes dos autores, o0 nome e 0 endereco postal
completos da instituicdo e o endereco eletrénico dos autores, indicados pelo nimero em
algarismo arabico, entre parénteses, em forma de expoente.

- Devem ser agrupados pelo endereco da instituicéo.

- Os enderecos eletronicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados por
virgula.

Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, na
margem esquerda, e separado do texto por travesséo.

- Deve conter, no méximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposi¢des, conjungdes e
artigos.

- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e os métodos, 0s
resultados e a concluséo.

- N&o deve conter citagdes bibliograficas nem abreviaturas.

- O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do
indicativo.

Termos para indexacao

- A expressdo Termos para indexacdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em
letras minusculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minuscula.
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- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode
possuir duas ou mais palavras.

- N&o devem conter palavras que componham o titulo.

- Devem conter o nome cientifico (s6 0 nome binario) da espécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC : Multilingual
Agricultural Thesaurus ou no indice de Assuntos da base SCiELO .

Introducéo

- A palavra Introducdo deve ser centralizada e grafada com letras minusculas, exceto a
letra inicial,e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizacdo do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos
publicados sobre o0 assunto.

- O ultimo parégrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no
inicio do Resumo.

Material e Métodos
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- A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos
Material e Métodos devem ser grafados com letras minusculas, exceto as letras iniciais.
- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica.

- Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e
indicar os tratamentos, 0 nimero de repeticbes e o tamanho da unidade experimental.

- Deve conter a descricdo detalhada dos tratamentos e variaveis.

- Deve-se evitar 0 uso de abreviagdes ou as siglas.

- Os materiais e 0s métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa
repetir o experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descricdes de técnicas de uso
corrente.

- Deve conter informacéo sobre os métodos estatisticos e as transformacdes de dados.

- Deve-se evitar 0 uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com
letras minudsculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussdo

- A expressdo Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em negrito, com
letras mindsculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.

- As tabelas e figuras sdo citadas seqiiencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em
relacdo aos apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nomes de variaveis e tratamentos abreviados.

- Dados néo apresentados ndo podem ser discutidos.

- Né&o deve conter afirmacOes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no
proprio trabalho ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oracdo do
texto em questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou
figura, ndo é necessaria nova chamada.

- N&o apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.
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- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente
obtido.

Conclusdes

- O termo Conclustes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras
minudsculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o verbo no
presente do indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.

- N&o podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

- Devem ser numeradas e no maximo cinco.

Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minudsculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou
instituicoes).

- Devem conter o motivo do agradecimento.

Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de periodicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser
dos altimos 10 anos e 70% de artigos de periodicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptacoes
descritas a seguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por
ponto-evirgula, sem numeracao.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

- Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.

- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citacao de citagéo.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicacdo, mesmo que aproximada.
- Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERIC ANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004,
Santa Maria. Anais.Santa Maria: UFSM, Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia
Florestal, 2004. p.153-162.

- Artigos de periddicos

SANTOS, M.A. dos; NIC OLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacio de QTL
associados a simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.AS.;
BELTRAO, N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O
agronegocio da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodéo; Brasilia:
Embrapa Informagéo Tecnoldgica, 2001. p.121-160.
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- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do Brasil.
Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; C ruz das Almas: Embrapa Mandioca e
Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa Agropecuéria Oeste. Sistemas de producéo, 6).

- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenoldgico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese
(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletronicas

EMBRAPA AGROPEC UARIA OESTE. Avaliacdo dos impactos econdmicos, sociais
e ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecudria Oeste: relatorio do ano de 2003.
Dourados: Embrapa Agropecuéaria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuaria Oeste.
Documentos, 66). Disponivel em: .Acesso em: 18 abr. 2006.

CitacOes

N&o sdo aceitas citacdes de resumos, comunicagdo pessoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados. - A autocitacdo deve ser
evitada. - Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as
adaptacdes descritas a seguir.

- Redacéo das citagOes dentro de parénteses

- Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maiuscula, seguido de
virgula e ano de publicacao.

- Citacdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maiuscula,
separados pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacéo.

- Citacdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a
primeira letra mailscula, seguido da expressao et al., em fonte normal, virgula e ano de
publicacéo.

- Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a
ordem alfabética dos autores.

- Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autores: 0s nomes destes ndo devem ser
repetidos; colocar os anos de publicacdo separados por virgula.

- Citacdo de citacdo: sobrenome do autor e ano de publicagdo do documento original,
seguido da expressao “citado por” e da citagdo da obra consultada.

- Deve ser evitada a citacdo de citagdo, pois ha risco de erro de interpretacdo; no caso de
uso de citacdo de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de
referéncias.

Redacéo das citacGes fora de parénteses
- Citagbes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientacdes
anteriores, com os anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Formulas, expressdes e equacdes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado
da fonte Times New Roman.

- N&o devem apresentar letras em italico ou negrito, a exce¢do de simbolos escritos
convencionalmente em italico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas sequencialmente, com algarismo arabico, e
apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apos as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.



49

- Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecgalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve
ser claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e
das variaveis dependentes.

- No cabecalho, os nomes das varidveis que representam o conteudo de cada coluna
devem ser grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das
abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional
de Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo
algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da
tabela; dados ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-
rodapé explicativa.

- Na comparacdo de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna
ou na linha, a direita do dado, letras minusculas ou maiusculas, com a indicacdo em
nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do corpo; usa-
los ainda na base da tabela, para separar o conteldo dos elementos complementares.
Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabegalho e do corpo; ndo usar
fios verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela;
ndo fazer espacamento utilizando a barra de espaco do teclado, mas o recurso recuo do
menu Formatar Paragrafo.

- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem
constar nas referéncias.

- Notas de chamada: sdo informacdes de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. S&o indicadas em algarismo arédbico, na forma de expoente, entre
parénteses, a direita da palavra ou do numero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na
coluna indicadora. S8 apresentadas de forma continua, sem mudanca de linha,
separadas por ponto.

- Para indicacdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma
de expoente, a direita do dado, as chamadas ns (n&o-significativo); * e ** (significativo
a5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras

- Sdo consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar
0 texto.

- SO0 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a
documentacdo dos fatos descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em
algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convencdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no
titulo, ou entre a figura e o titulo.



50

- Nos graficos, as designacdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais
maiusculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras ndo-originais devem conter, apos o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as
fontes devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias € obrigatorio, como também é obrigatorio o
crédito para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acdo criativa em sua
elaboracdo. - As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as
figuras devem ser padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como:
circulo, quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
quadrante.

- As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de
informagdes que comprometa o entendimento do gréfico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducéo
grafica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou C orel Draw, para possibilitar a
edicdo em possiveis corregdes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de gréafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e
100%, para cinco variaveis).

- N&o usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolugdo de, no minimo, 300 dpi e ser
gravadas em arquivos extensao TIF, separados do arquivo do texto.

- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

Notas Cientificas

- Notas cientificas sdo breves comunicag6es, cuja publicacdo imediata é justificada, por
se tratar de fato inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir um
artigo cientifico completo.

Apresentac¢do de Notas Cientificas

- A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com
as chamadas para endereco dos autores), Resumo, Termos para indexacdo, titulo em
inglés, Abstract, Index terms, texto propriamente dito (incluindo introducéo, material e
métodos, resultados e discussdo, e conclusdo, sem divisdo), Referéncias, tabelas e
figuras.

- As normas de apresentagcdo da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo ientifico,
exceto nos seguintes casos:

- Resumo com 100 palavras, no maximo.

- Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.

- Deve apresentar, no méximo, 15 referéncias e duas ilustracdes (tabelas e figuras).

Outras informac6es

- N&o ha cobranca de taxa de publicagéo.

- Os manuscritos aprovados para publicacdo sdo revisados por no minimo dois
especialistas.

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modifica¢des nos
artigos e de decidir sobre a sua publicacéo.
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- Sdo de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos.

- Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o
consentimento expresso do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231 e
3273-9616, fax: (61)3340-5483, via e-mail: pab@sct.embrapa.br ou pelos correios:
Embrapa Informacéo Tecnologica Pesquisa Agropecudria Brasileira— PAB

Caixa Postal 040315 CEP 70770 901 Brasilia, DF

Condigdes para submisséo

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da

submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo
estiverem de acordo com as normas seréo devolvidas aos autores.

1. O manuscrito deve ser inédito e ndo pode ter sido submetido, simultaneamente, a
outro

periddico, e seus dados (tabelas e figuras) ndo podem ter sido publicados parcial ou
totalmente em outros meio de publicacdo técnicos ou cientificos (boletins institucionais,
anais de eventos, comunicados técnicos, notas cientificas, etc.).

2. O texto deve ser submetido no formato do Microsoft Word, em espaco duplo, escrito
na fonte Times New Roman 12, tamanho de papel A4, com paginas e linhas numeradas;
e 0 arquivo ndo deve ultrapassar o tamanho de 20 MB.

3. O artigo deve ter, no maximo, 20 paginas e tem que estar organizado na seguinte
ordem: Titulo; nome completo dos autores, seguido de endereco institucional e
eletrébnico; Resumo; Termos para indexacdo; Title, Abstract; Index terms; Introducéo;
Material e Métodos; Resultados e Discussdo; Conclusdes; Agradecimentos;
Referéncias; tabelas e figuras.

4. Os padrdes de texto e de referéncias bibliograficas devem ser apresentados de acordo
com as orientacOes, para a apresentacdo de manuscritos, estabelecidas nas Diretrizes aos
autores, as quais se encontram na pagina web da revista PAB.

5. Mensagens de concordancia dos coautores com o conteldo do manuscrito e sua
submissdo a revista devem ser compiladas pelo autor correspondente em um arquivo do
Microsoft Word e carregadas no sistema como um documento suplementar, no quarto
passo do processo de submisséo.

6. Diante do grande numero de trabalhos recebidos para publicacdo (média de 110 por
més), solicitamos sua concordancia com 0s seguintes procedimentos adotados pela
revista PAB: Os trabalhos séo analisados pela C omissdo Editorial, antes de serem
submetidos a assessoria cientifica. Nessa analise, consideram-se 0s seguintes aspectos,
entre outros: escopo, apresentacao do artigo segundo as normas da revista; formulagéo
do objetivo de forma clara; clareza da redacdo; fundamentacédo teorica; atualizacdo da
revisdo da literatura; coeréncia e precisdo da metodologia; discussdao dos fatos
observados em relacdo aos descritos na literatura; resultados com contribuigédo
significativa; qualidade das tabelas e figuras; e, finalmente, originalidade e consisténcia
das conclus@es. Apos a aplicacdo desses critérios, caso o nimero de trabalhos aprovados
ultrapasse a capacidade de publicacdo mensal, é aplicado o critério da relevancia
relativa. Segundo esse critério, os trabalhos com contribuicdo mais significativa para o
avanco do conhecimento cientifico sdo aprovados. Esse critério é aplicado apenas aos
trabalhos que atendam aos requisitos de qualidade, mas que, por excederem a
capacidade de publicagdo mensal da revista, ndo podem ser todos aprovados. Por esse
mesmo motivo, informamos que ndo aceitamos pedido de reconsideracao.
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Politica de Privacidade

Os nomes e enderegos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para 0s
servicos prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras
finalidades ou a terceiros.

Embrapa Informacdo Tecnologica

Parque Estacdo Bioldgica - PQEB - Av. W3 Norte (final) Caixa Postal 040315 -
Brasilia, DF - Brasil - 70770-901 Fone: +55 (61) 3448-4231 / 3448-4162 - Fax: (61)
3272-4168



