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RESUMO

As cacharas pertencem ao género Pseudoplatystoma, tém como base sua diferenciacao por
meio somente de coloracdo padrdo e morfologia externa, além de apresentarem grande
potencial para a aquicultura pelas suas caracteristicas zootécnicas, organolépticas e de
rendimento de carcaca favoraveis ao atendimento do mercado consumidor, porém seus
estoques naturais vém sofrendo reducdo nos ultimos anos. Para reduzir esse impacto
negativo, estudos voltados a conservacdo estdo sendo realizados e cada vez mais, a
obtencdo de ferramentas genéticas que permitam a discriminacdo de parametros
populacionais ou de estoques se torna de grande importancia. Em fungéo de seu estado de
conservacdo e seu potencial para o cultivo e apesar de pesquisadores terem
desenvolvimento primers microssatélites para a espécie P. reticulam, objetivou-se através
do presente estudo avaliar a transferibilidade de primers heter6logos SSR de espécies dos
grupos Brachyplatystoma Pseudoplatystoma na cachara (P.reticulam). Foram analisadas
amostras de nadadeira caudal de 222 individuos. A extracdo de DNA foi realizada
utilizando protocolo com NaCl. A integridade do DNA extraido foi checada em gel de
agarose 1%. Foram avaliados 11 primers desenvolvidos para as espécies: Brachyplatystoma
rousseauxii, Pseudoplatystoma corruscans, Pseudoplatystoma punctifer. Foi observada
amplificacdo cruzada de trés primers especificos para a espécie B. rousseauxii (BR47,
BR51 e BR61) e cinco primers especificos para a espécie P. punctifer (PPUOL, PPU04,
PPUQ9, PPU10 e PPU15), em P. reticulatum. Trés primers: um de B. rousseauxii (BR38),
um de P. corruscans (PCOR1) e um de P. punctifer (PPU13) ndo mostraram amplificacdo

cruzada na espécie analisada. Os resultados indicaram a possibilidade de uso dos oito
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primers heter6logos amplificados em estudos genéticos em P. reticulatum, os quais
amplificaram o total de 97 alelos, com variacdo de 142pb a 400pb.

Palavras-chave: cacharas, primers, heter6logos.
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ABSTRACT

The cacharas belong to the genus Pseudoplatystoma, their differentiation is based on
standard color and external morphology and presenting great potential for aquaculture due
to their zootechnical, organoleptic characteristics and favorable carcass yield, but their
stocks natural resources have been decreasing in recent years. To reduce this negative
impact, studies on conservation are being carried out and increasingly, then obtaining
genetic tools that allow the population parameters or stocks discrimination becomes of
great importance. Due to its conservation status and its potential for cultivation and
although researchers have developed microsatellite primers for the species P. reticulam, the
objective of this study was to evaluate the transferability of heterologous SSR primers
from groups of  Brachyplatystoma and Pseudoplatystoma species in the cachara (P.
reticulam). Caudal fin samples from 222 individuals were analyzed. DNA extraction was
performed using NaCl protocol. The extracted DNA integrity was checked on 1% agarose
gel. Eleven primers developed for the species were evaluated: Brachyplatystoma
rousseauxii, Pseudoplatystoma corruscans, Pseudoplatystoma punctifer. Cross
amplification of three B. rousseauxii-specific primers (BR47, BR51 and BR61) and five P.
punctifer-specific primers (PPUOL, PPUO4, PPUQ9, PPU10 and PPU15) were observed in
P. reticulatum. Three primers: one from B. rousseauxii (BR38), one from P. corruscans

(PCOR1) and one from P. punctifer (PPU13) did not show cross amplification in the
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analyzed species. The results indicated the possibility of using eight amplified

heterologous primers in genetic studies in P. reticulatum, which amplified a total of 97
alleles, ranging from 142bp to 400bp.

Keywords: cacharas, primers, heterologue



|. INTRODUCAO

A populagdo em todo o mundo continua aumentando com velocidade significativa e a
demanda por alimentos tem que acompanhar, de forma que se faz necessario uma
alimentacdo saudavel. Uma das respostas para essa busca é a producdo de pescado de
qualidade. Saath & Fachinello (2018) afirmam que a adversidade e inseguranca alimentar
atualmente é proveniente da impossibilidade das classes mais pobres de terem acesso aos
alimentos necessarios para se alimentar de forma saudavel e balanceada.

Foi detectado que o consumo per capita por brasileiros é de 3kg de peixes cultivados
profissionalmente, em agua doce (PEIXE BR, 2020). A média mundial de consumo é o
dobro da nossa, deixando claro que no Brasil que tem &guas, espécies e clima para
producéo de peixes de cultivo, essa proteina fantastica ndo deveria ser estranha na mesa das
familias brasileiras.

Entre os anos de 1961 a 2017, a taxa média anual de crescimento do consumo total de
peixe em alimentos aumentou em 3,1%, superando a taxa anual de crescimento da
populacdo mundial (1,6%) e a contribuicdo alimentar do peixe é mais significativa em
termos de proteinas animais de alta qualidade, micronutrientes de importancia fundamental

para dietas diversificadas e saudaveis (SOFIA, 2020)



Conforme Schulter & Vieira Filho (2017) acredita-se que o Brasil tem todos os
elementos necessarios para se tornar grande produtor aquicola, entretanto, serd essencial
ocorrer mudancas institucionais que assumam 0 segmento produtivo e toda cadeia de
producdo, investindo em ciéncia e tecnologia. O Brasil tem disponibilidade hidrica, grande
variedade de peixes nativos, de agua doce para garantir a demanda de investimentos. Em
vista disso, intensificar a producdo de peixes de dguas continentais através de instrumentos
que constituam informaces pertinentes deve ser procurado.

Sabe-se que os marcadores moleculares sdo importantes ferramentas para aquisicéo
de conhecimentos em genética. Para tanto, diferentes técnicas utilizadas em analise de
marcadores de DNA foram acrescentadas com o advento da PCR, possibilitando a
amplificacdo de grande parcela de sequéncia especifica de DNA sem necessidade de
clonagem, comecando com apenas algumas moléculas da sequéncia alvo (Turchetto et al.,
2017).

Estes marcadores sdo muito utilizados para a determinacdo da variabilidade genética,
compreender eventos demograficos passados que influenciou a atual distribuicdo
geogréfica da diversidade genética, uma abordagem filogeogréfica (Segatto et al., 2017).
TONG et al. (2002) destacam a importancia dos marcadores microssatélites na utilizagéo de
uma serie de programas genéticos na producdo de peixes, ou seja, na aquicultura.

A espécie Pseudoplatystoma reticulam (Eigenmann e Eigenmann, 1889) comumente
conhecido como surubim cachara tem grande importancia bioldgica e elevado valor
comercial na América do Sul (Bignotto et al.,, 2009). Apesar da sua relevancia,
conhecimentos sobre a biologia, ecologia, diversidade de populacGes e genética séo
£sCassos.

Diante a estas situacOes, objetivou-se avaliar a transferibilidade de primers
heterologos SSR de espeécies dos grupos Brachyplatystoma e Pseudoplatystoma na cachara

(P. reticulam).



Il. REVISAO DA LITERATURA

1.0. Producéo do pescado no Brasil e no mundo

A producdo mundial de pescado alcangou 0 maximo de 179 milhdes de toneladas em
2018, com a aquicultura representando 46% deste total. O valor total da producdo pesqueira
e aquicola em 2018 foram estimados em US$ 362 bilhdes, dos quais US$ 232 bilhdes
foram provenientes da produgdo aquicola (FAO, 2020). Do total 156 milhdes de toneladas
utilizou-se no consumo humano 20,5 kg per capita.

A aquicultura tem sido responsavel pelo continuo crescimento no fornecimento de
peixe para consumo humano. Entre 1961 e 2016, o aumento médio anual do consumo
global de peixe (3,2%) superou o crescimento da populacéo (1,6%) e excedeu o da carne de
outros animais terrestres de interesse econdmico (2,8%). (FAO, 2018).

Conforme o dado da FAO, até 2030, ocorrerd importante impulso ao atual baixo
consumo de pescado na América Latina e no Caribe, de acordo com um novo
relatorio. Segundo o relatériodo “O Estado Mundial da Pesca e Aquicultura
2018” (SOFIA, sigla em inglés), a regido vera aumento consideravel no consumo total de
pescado: 33% (FAO no Brasil, 2018). A Tabela 1 exibe, com detalhes, a producdo global

pesqueira e na aquicultura, incluindo o consumo aparente.


http://www.fao.org/documents/card/es/c/I9540EN/
http://www.fao.org/documents/card/es/c/I9540EN/

Tabela 1. Producéo e uso de pesca e aquicultura global (milhdes de toneladas® — peso vivo)
em media por ano.

Categoria

1986-1995 1996-2005 2006-2015 2016 2017 2018

Media por ano

Producao
Captura
Interior 6,4 8,3 10,6 11,4 119 12,0
Marinho 80,5 83,0 79,3 78,3 812 844
Total captura 86,9 91,4 89,8 89,6 93,1 96,4
Aquicultura
Interior 8,6 19,8 36,8 48,0 49,6 51,3
Marinho 6,3 14,4 22,8 28,5 30,0 30,8
Total aquicultura 14,9 34,2 59,7 76,5 79,5 82,1
Pesca mundial total e aquicultura 101,8 125,6 149,5 166,1 172,7178,5
Utilizacao?
Consumo humano 71,8 98,5 129, 2 148,2 152,9156,4
Usos ndo alimentares 29,9 27,1 20,3 17,9 19,7 22,2
Populagéo (bilhdes)® 5,4 6,2 7,0 75 75 76
Consumo aparente per capta (kg) 13,4 15,9 18,4 199 20,3 20,5

"Exclui mamiferos aquaticos, crocodilos, jacarés, algas marinhas e outras plantas aquaticas;
’Dados de atualizacdo para 2014 - 2018 sdo estimativas provisorias;*Fonte de nimeros
populacionais: Na¢6es Unidas (2019). Fonte: FAO (2020), modificado.

O Brasil produziu 722.560 toneladas de peixes de cultivo em 2018, com crescimento
de 4,5% sobre as 691.700 toneladas do ano de 2017. Mesmo com as adversidades
enfrentadas pela atividade tais como: o demorado processo de regulamentacdo dos
piscicultores, problemas sanitarios em alguns polos de producdo, processos mercadoldgicos
e climaticos, dentre outros, considera-se o desempenho em 2018 como positivo (PEIXE
BR, 2019).

Em 2019 a produgdo avangou 4,9% e chegou a 758.006 toneladas. Foi o maior indice
entre todas as proteinas animais no pais, reforcando a posicdo de 4° maior produtor de
tilapia do mundo. A espeécie, alias, ja representa 57% da producdo nacional e lidera o
crescimento da producdo, que avancou 31% nos ultimos seis anos. A producdo de peixes de
cultivo saltou de 578.800 t (2014) a 758.006 t (2019) (PEIXE BR, 2020).

Os peixes nativos se mantém fortes, com 38% em 2019, recuando quase dois pontos

percentuais em relacdo aos 39,84% do ano anterior e, apesar de ligeiro recuo na producao



total, Ronddnia se mantém com folga na lideranga (PEIXE BR, 2020). Levantamento da

mesma entidade identificou aumento de apenas 20 toneladas na producdo, atingindo

287.930 t, em 2019, mas, recomendam-se investimentos em infraestrutura (plantas de

processamento, desenvolvimento de novos produtos, etc.), controle sanitéario, logistica e

licenciamento ambiental. A Figura 1 exibe a producdo (em quilogramas) de peixes nativos,

de interesse para 0 consumo humano, no Brasil e nas cinco regiGes no ano de 2018. A

Figura 2 mostra o valor da producdo, em mil reais, no Brasil e regides no ano de 2018.
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Figura 1. Producdo da aquicultura de peixes nativos, em quilogramas, por tipo de produto
no ano de 2018 no Brasil e grande regiéo.
Fonte: https://sidra.ibge.gov.br/Tabela/3940.
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Figura 2. Producéo da aquicultura de peixes nativos, em mil reais, por tipo de produto no
ano de 2018 no Brasil e grande regiéo.
Fonte: https://sidra.ibge.gov.br/Tabela/3940.

No estado do Parana a producdo cresceu 16% em 2018, saltando de 112.000
toneladas para 129.900 e o cultivo de tilapias cresceu acima da média da piscicultura, com
0 Brasil mantendo a 42 posicdo entre os maiores produtores do mundo (PEIXE BR, 2019).
Em 2019, o Parana apresentou espetacular crescimento de 18,7% na producdo de peixes de
cultivo, com 154.200 toneladas, sucesso da atividade no Parana se da pelos bons indices de
produtividade nas propriedades, com boa estrutura das empresas na area de comercializagdo
e logistica (PEIXE BR, 2020). A mesma entidade aponta que a producdo de tilapias
representou 57% de toda a Piscicultura brasileira em 2019. No ano anterior, a espécie
participou com 54,1%. O resultado de 2019 foi 7,96% superior ao de 2018, comprovando a
preferéncia nacional pela espécie. A Figura 3 exibe os maiores produtores de Tilapias em

2019 com destaque ao estado do Parand, na producao.
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Figura 3. Producéo de tilapias, por estado, exibindo os estados com maior produc¢do. Fonte:
PEIXE BR (2020).

Em pesquisa realizada por Brabo (2016) conclui-se que no Brasil, alguns Estados
apresentam cadeias de producdo aquicola em estagios mais avancados de estruturacao,
sendo autossustentaveis no que diz respeito aos insumos béasicos e na capacidade de
beneficiamento, enquanto outros sdo menos competitivos e necessitam de maiores
investimentos. O estado do Pard se enquadra no segundo grupo, mesmo apresentando
condic@es naturais favoraveis para a producdo aquicola (Brabo, 2014).

A Espécie 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, habitos noturnos com

preferéncia em aguas turvas (Crepaldi et al., 2006).



2.0. Producéo de Pseudoplatystoma sp. (cacharas, pintados e surubins)

Pseudoplatystoma é um género amplamente distribuido em grandes rios da Regido
Neotropical, e as principais ocorréncias sdo as bacias Amazénica/Orinoco, Bacia do
Prata/Sub-bacia do Parand e Bacia do S&o Francisco, Magdalena, Rupununi, Essequibo e
Suriname. Notifica-se que as espécies de surubins mais representativas da pesca sdo o P.
corruscans, P. tigrinum e P. punctifer, e foram registrados P. corruscans com 100 kg,
enquanto o P. tigrinum dificilmente ultrapassa 20 kg (Bignotto et al., 2009; Aragéo et al.,
2008; Barthem e Goulding, 1997a; Barthem e Goulding, 1997b; Tavares, 1997; Burgess,
1989; Ferreira et al., 1998).

Surubim é uma denominacdo ampla e popular que engloba peixes de diferentes
géneros da Ordem Siluriformes. Tanto na pesca quanto na aquicultura, os principais
representantes dos surubins sdo as espécies do género Pseudoplatystoma (Silva et al.,
2015). Este género é representado comercialmente pelo pintado (P. corruscans), pelo
cachara (P. reticulatum) (Campos, 2010). Na bacia do rio S8o Francisco, encontra-se
apenas a espécie P. corruscans, conhecida popularmente como surubim ou pintado (Sato e
Godinho, 2003). O pintado (P. corruscans) e o cachara (P. fasciatum), pertencentes a
ordem Siluriformes, também sdo conhecidos como surubins (Rotta, 2003).

O género Pseudoplatystoma Bleeker se fundamenta em trés espécies relatadas ha
muito tempo. Por volta da metade do ano de 2007 foram catalogadas apenas trés espécies
de Pseudoplatystoma, sendo elas P. Corruscans; P. fasciatum e P. tigrinum. Neste interim,
0 cachara era reconhecido como Pseudoplatystoma fasciatum, entretanto, na atualidade
descobriu-se maior variagdo dentro do género Pseudoplatystoma, e novas espécies foram
registradas e distintas, resultando em oito espécies no total. Descobriu-se que o P.
fasciatum, refere-se a um animal exclusivo a regido das Guianas, ocorrendo no Suriname e
Guiana Francesa, incluindo o Rio Essequibo e Rio Suriname e seus afluentes. O cachara
pertencente a regido do Rio Parand e Amazbnia central, sendo endémico do Brasil,
Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai. Desta forma o cachara foi diferenciado do P.
fasciatum e reclassificado como Pseudoplatystoma reticulatum (Buitrago-Suérez e Burr,
2007).

As trés espécies de surubins mais utilizadas para piscicultura sdo o P.corruscans,

P.fasciatum, P. reticulatum e P. punctifer. Os principais hibridos sdo conhecidos por



“Cachapinta” (P. reticulatum x P. corruscans), “Pintachara” ou “Ponto e virgula” (P.
corruscans x P. reticulatum) (Carvalho et al., 2007). A producdo mais expressiva de
surubins em cativeiro ocorreu entre 2010 e 2011, periodo no qual a produgcdo mais que
triplicou (Silva et al. 2015), coincidindo com o inicio da producdo comercial dos hibridos
utilizando géneros de Siluriformes, além de Pseudoplatystoma.

Nas regides Centro-Oeste e Norte, onde os cultivos dos surubins e cacharas sdo mais
comuns, a producdo atingiu 75.107,9 e 94.578,0 toneladas respectivamente. Este valor
expressivo acompanha o perfil e cultura dos habitantes dessas regides em comparagdo ao
resto dos consumidores brasileiros (Albuquerque, 2014). A Figura 4 exibe a produgéo em
cativeiro de espécies do género Pseudoplatystoma e hibridos no Brasil em 2018. Ja a figura
5 mostra os valores obtidos no mesmo ano com a producdo dos cacharas, surubins e
hibridos.

@ Total Fintado, cachara, cachapira e pintachara, surubim
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Figura 4. Producdo (em quilogramas) de cacharas, pintados e hibridos no Brasil e Grande
Regido no ano de 2018.
Fonte: https://sidra.ibge.gov.br/Tabela/3940.
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Figura 5. Valor da producdo (em mil reais) de cacharas, pintados e hibridos no Brasil e
Grande Regido no ano de 2018.
Fonte: https://sidra.ibge.gov.br/Tabela/3940.

Os cacharas e surubins apresentam grande potencial para a aquicultura, possuindo
caracteristicas zootécnicas, organolépticas e de rendimento de carcaca favoraveis ao
atendimento do mercado consumidor, além de que o real desenvolvimento da cadeia
produtiva destes Siluriformes sdo necessarios manejos mais eficientes para a reproducéo,
conhecimentos acerca das suas necessidades nutricionais, bem como da digestibilidade dos
alimentos utilizados na formulacdo de dietas comerciais a fim de melhorar a eficiéncia
alimentar (Honorato et al., 2015; Crepaldi et al., 2006).

Atualmente, em sistemas de producdo ha ocorréncia de que a espécie a ser utilizada é
0 peixe oriundo do cruzamento entre o pintado (Pseudopatystoma corruscans) e do cachara
(Pseudopatystoma fasciatum) dando origem a um hibrido denominado de pintachara ou
simplesmente surubim (Almeida-Filho et al., 2012).

Boehlert (1996) reforca que a atividade da pesca com manejo inadequado degrada as
populacdes selvagens; na distribuicdo etaria, na idade da primeira reproducéo, na estrutura
genética e formacdo das espécies. Ja na aquicultura, a sustentabilidade depende de diversas

variaveis especificas das espécies; manutencdo da variabilidade genética e a integridade
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genética das populacdes, fundamentais para a domesticacdo de novas espécies e 0

melhoramento genético das espécies em cativeiro (Bartley et al., 2009).

3.0. Pseudoplatystoma reticulatum — a cachara

A etimologia do Pseudoplatystoma é originaria do grego, pseudes, significa falso;
platys, plana e estoma, boca. Segundo Lauder e Liem (1983), os cacharas ocupam a
seguinte posicdo sistematica:

Superclasse: Pisces

Classe: Osteichthyes

Subclasse: Actinopterygii

Ordem: Siluriformes

Familia: Pimelodidae

Género: Pseudoplatystoma (Bleeker, 1862)

Espécie: P. reticulatum (C. H. Eigenmann & R. S. Eigenmann, 1889).

O Pseudoplatystoma reticulatum (Eigenmann e Eigenmann, 1889), conhecido como
cachara esta entre os maiores peixes das principais bacias hidrograficas da América do Sul
(Figura 6).

Figura 6. Exemplar de cachara, P. reticulatum. Fonte: Fishbase.
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Os cacharas pertencem ao género Pseudoplatystoma possuindo como base sua
diferenciacdo por meio somente de coloracdo padrdo e morfologia externa (Ludberg e
Littmann, 2003).

Recentemente, dividiu-se Pseudoplatystoma fasciatum nas espécies P. fasciatum
(Strictu sensu) restrito aos rios da Guiana e Suriname, P. punctifer, bacias do Amazonas e
nordeste do Brasil, P. reticulatum, bacia do Parana-Paraguai e Amazonas Central, P.
orinocoense, bacia de Orinoco e, P.magdalenium, na bacia do rio Magdalena na Colémbia.
(Carvalho-Costa et al., 2011). Benites (2008) confirma que a espécie P. corruscans,
distribui-se em rios da América do Sul e em especial no Brasil e Bacias do Alto Paraguai e

Alto Parana.

4.0. Marcadores moleculares microssatélites aplicados na piscicultura

Os marcadores moleculares sdo de primordial importancia para a producdo de
estratégias de manejo e conservacdo, sendo 0s mais importantes da atualidade os
microssatélites, SNPs, Indels e as sequéncias do DNA mitocondrial. O baixo custo constitui
vantagem na utilizacdo dos microssatélites no ato de sua genotipagem que é baseada na
reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) e com posterior
separacdo de fragmentos de DNA de tamanhos diferentes por eletroforese (Hamoy et al.,
2018; Vasemadgi et al., 2010).

Uma ferramenta usada que busca a manutencdo da variabilidade genética de peixes,
realizando selecéo e novos cruzamentos em uma mesma geracao, aumentando a eficiéncia e
definicdo de estratégias em programas de melhoramento € a utilizacdo de marcadores
moleculares. Considerando os fatores que influenciam nas caracteristicas do individuo, o0s
marcadores moleculares permitem identificar o potencial genético de um animal ou grupo
de animais antes da expressdo do seu fenotipo (Albuquerque, 2014; Regitano e Coutinho,
2001). Os estudos genéticos sdo muito relevantes para monitorar as espécies, pois podem
ser a base de programas de conservacéo e produgdo comercial. (Ribeiro et al., 2016).

A diversidade de marcadores moleculares tem sido importante em estudos de
genética de populagdes, populacGes cativas ou estoques, por serem diversificados,
hipervaridveis e polimdrficos, com destaque para os marcadores microssatélites de DNA ou
Repeticbes de Sequéncias Simples (‘“‘Simple Sequence Repeats’’-SSR), que s&o
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marcadores de natureza codominante, baseados na heranga mendeliana, proporcionam
diferenciar individuos homozigotos e heterozigotos, e ndo é possivel com marcadores
dominantes (DeWoody e Avise, 2000; Tautz, 1989; Turchetto et al., 2017). Séo
encontrados com relativa abundancia no genoma, eficientes e de baixo custo, além de
identificados em procariotos e eucariotos (Castro, 2015; Turchetto-Zolet et al., 2017). O
numero de unidades de repeticdo pode ser varidvel entre gendtipos, e torna os SSRs
marcadores altamente polimorficos e adequados para diversos tipos de analises genéticas
(Zanella et al., 2017).

Os marcadores microssatélites tém sido utilizados em estudos de andlise de
parentesco, paternidade, certificacdo de pedigree na genética de populacbes (Tautz, 1989),
sendo utilizados em uma série de programas genéticos na aquacultura (Tong et al., 2002 ),
em uma variedade de peixes (Tong et al., 2005). Em analises populacionais, recomenda-se
a utilizacdo de um numero alto de loci microssatélites para obter informacdes mais
completas e confiaveis (Zane et al., 2002). Para espécies ndo modelos, foram também
reportadas tentativas generalizadas de transferabilidade de marcadores de espécies
taxonomicamente relacionadas (Turchetto et al., 2017).

A maioria dos trabalhos que utilizaram marcadores moleculares microssatélites foi
com o intuito de observar a diversidade genética do género Pseudoplatystoma em
ambientes naturais, possuem ampla utilizacdo em estudos de populagdes, estimativas do
tamanho efetivo de uma populacdo bem como na identificacdo de hibridos e espécies,
sendo observados raros trabalhos que caracterizam animais de piscicultura em programas
de melhoramento genético, além de auxiliar para que uma determinada espécie tenha
capacidade de adaptacdo as constantes mudancas ambientais, oportunizando propostas de
planos de manejo de conservacgéo e de reintroducdes (Abreu et al., 2009, Fergunson et al.,
1995, Hartl e Clark, 2010).

Em meados da década de 1980, com o advento da tecnologia do DNA recombinante e
0 desenvolvimento da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR, um método in
vitro para a amplificacdo de fragmento de DNA possibilitou o desenvolvimento de técnicas

mais eficientes para a caracteriza¢ao de populagdes, por meio da detec¢do do polimorfismo
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genético (Abreu, 2013). O principio da PCR é uma imitagdo de um processo natural de
replicacdo do DNA “in vivo” antes da divisdo celular (Lopera-Barrero, 2007).

Entre as décadas de 1980 e 1990, na evolucdo dos procedimentos da PCR e
sequenciamento de classes de marcadores, desenvolveu-se para examinar e evidenciar de
maneira rapida e barata a variacdo contida na molécula de DNA. Desta forma, os
marcadores foram popularizados por acrénimos (siglas) e em seguida acentuou-se a técnica
para reproduzir locus STR, surgindo diversidade destes loci para diferentes espécies de
diferentes tdxons e taxonomicamente relacionadas. (Rico et al., 1996; Zane et al., 2002). No
geral as pesquisas com o género Pseudoplatystoma que utilizaram marcadores moleculares
microssatélites sdo efetivados com o propdsito de avaliar a diversidade genética em
ambientes naturais.

Em pesquisa, avaliando duas populagfes naturais de Pseudoplatystoma reticulatum,
verificou-se a importancia destes marcadores na capacidade de identificar e definir
populacdes bioldgicas com primordial objetivo de conservacdo e gestdo genéticas de
recursos naturais (Abreu et al., 2009). Apesar das vantagens e utilidades que os marcadores
SSR apresentam, a grande limitacdo reside na necessidade do isolamento e
desenvolvimento de oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para cada espécie,
ou ter disponivel primers de espécies relacionadas filogeneticamente para avaliar
transferabilidade (Zanella et. al., 2017).

5.0. Utilizacéo de primers heterologos na transferibilidade de locos
A utilizacdo dos marcadores moleculares microssatélites € de baixo custo de sua
genotipagem que € baseada na PCR, com posterior separacdo de fragmentos de DNA de
tamanhos diferentes atraves da eletroforese (Vasemagi et al., 2010). A maior dificuldade no
emprego desses marcadores é a presenca de artefatos de PCR como as stutter band ou
“banda fantasma” (Vali et al., 2008) ou alelos nulos, que séo limitages (Turchetto et al.,
2017), dificultando a interpretacdo dos resultados, gerando dados ndo confiaveis sobre a
diversidade genética. As stutter band resulta do escorregamento da Taq durante a
amplificacdo.
Conforme Turchetto et al. (2017), ISSR é uma técnica baseada em SSR em que a

amplificacdo é realizada com um Unico primer consistindo de vérias repeticdes e as
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amplificagOes transcorrem através de uma técnica em que é possivel visualizar em gel de
agarose ou poliacrilamida. Este marcador ainda é utilizado na época atual em varias
pesquisas, particularmente em estudos sobre diversidade genética. A transferéncia de
marcadores ou primers heterdlogos auxilia na comparagdo entre espécies que tenham
aproximagéo taxonomica, permitindo estudos de mecanismos envolvidos em divergéncia
populacional, hibridacdo e especiacdo, bem como padrdo de diversidade em uma
comunidade (Zanella et. al., 2017; Noor e Feder, 2006).

Estudos estdo sendo conduzidos, por pesquisadores, utilizando primers heter6logos
com populagbes naturais e populacGes estoques de piscicultura com o objetivo de
desenvolverem ferramentas eficazes no monitoramento genético de populacGes naturais e
populacdes cativas. Nestes casos, 0s primers heterélogos sdo avaliados em termos de
transferibilidade, isto é, se estes microssatélites estdo ou ndo presentes no genoma do
organismo que se deseja investigar (Rossini, 2010). A distribuicdo da transferibilidade entre
espeécies de loci microssatélites é altamente desigual entre os taxons com perspectivas sobre
possiveis fontes alternativas de marcadores transferiveis de espécies cruzadas (Barbara et
al., 2007).

Habitualmente, o isolamento de novos marcadores microssatélites necessita de
tempo, € oneroso, pois demanda de construcdo de bibliotecas, formacdo de clones até o
desenvolvimento de novos oligonucleotideos iniciadores (Zane et al., 2002). A conservacao
evolutiva de regides de sequéncia Unica (ndo repetitiva) franqueadoras aos microssatélites
no genoma proporciona a utilizagdo de loci microssatélites isolados de uma espécie
filogeneticamente proxima, para amplificar com sucesso 0 DNA de outras espécies de
interesse (Tong et al., 2002; O'Connell e Wright, 1997).

Quando ocorrem amplificagdes com marcadores isolados em outras espécies, chama-
se de amplificagdes cruzadas ou heterélogas. Neste caso, 0s primers microssatelites
isolados de espécies proximas tém maiores chances de amplificacdo e consequentemente
apresentam polimorfismo do que as espécies distantes filogeneticamente. Ecologicamente,
estes loci microssatélites sdo transferiveis entre espécies e géneros, permitindo
amplificacdo cruzada de espécies que divergiram a cerca de 470 milhdes anos (Primmer et
al., 1996; Zane et al., 2002).
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O uso de marcadores heter6logos depende do cuidado e da observacdo do
comportamento do marcador em amostra de individuos da mesma populacdo, pois a
distancia evolutiva pode implicar na perda da informacdo original contida nos sitios de
anelamento de iniciadores (primers), e potencialmente leva a artefatos que impedem a
deteccdo de um ou mais alelos na populacdo (os chamados alelos nulos) (Wang et al.,
2012). Conforme os mesmos autores, uma forma parcial de se resolver esse problema é
encontrar marcadores em Equilibrio de Hardy-Weiberg e estes marcadores inespecificos
necessitam, muitas vezes, de ajuste nas condicbes de amplificagdo na PCR,
particularmente, no tocante a temperatura de anelamento de oligonucleotideos iniciadores.

A elaboracdo de oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para cada espécie
é um dos grandes impasses da utilizacdo destes marcadores, pela alta demanda de trabalho
e altos gastos laboratoriais (Perles et al., 2018). J& Csenscics et al. (2010) afirma que o
advento da NGS (Next Generation Sequencing) tornou mais simples a técnica de
isolamento de microssatélites, facilitando o desenvolvimento de marcadores mesmo em
espécies ndo modelo diminuindo o tempo com bom custo-beneficio.

Quanto mais préxima a relacéo filogenética entre duas espécies, maior a possibilidade
de preservacdo das sequéncias e de amplificacdo cruzada utilizando pares de primers
hierélogos (Silva, 2008). Para tanto é comprovavel que a diferenca nos nimeros de primers
heter6logos com amplificacdo bem sucedida, em estudos realizados, esteja relacionada com
a maior proximidade evolutiva das espécies testadas (Rodrigues, 2014).

Conforme Almeida et al. (2017), embora a confec¢do de primers especificos seja
oneroso e aquelas espécies ndo sequenciadas sejam dificultadas pela inexisténcia de
primers especificos, Mia et al. (2005) afirma que é possivel em alguns casos a transferéncia
de marcadores microssatélites entre espécies ou géneros, observando maior
transferibilidade de loci heterdlogos, quanto mais proximo for relacionado. Portanto,
procederam estudos com cacharas utilizando de primers SSR heter6logos descritos para
pintados, P. corruscans em cacharas (Abreu et al., 2009; Seerig, 2010, Albuquerque, 2014;
Prado, 2014, Almeida et al., 2017; ) corrroborando com as afirmativas de Mia et al. (2005).

Cada espécie necessita de primers especificos e para a espécie Brycon goulding nao
tem disponivel, mas varios estudos tém mostrado que pares de primers para uma espécie

podem ser usados em outras do mesmo género, que sdo conhecidos comumente por
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heter6logos e, portanto, estudos objetivaram caracterizar esses primers para estudos
genéticos dessa espécie (Oliveira et al., 2006; Lopera-Barrero et al, 2016; Castro et al.,
2017).

Em estudos realizados por Souza et al., (2018) com a espécie Brycon gouldingi,
avaliando a transferibilidade de primers microssatélites heter6logos, quatro primers
apresentaram evidéncias de alelos nulos, o que provavelmente inferiu sobre o desvio de
Hardy-Weinberg nos mesmos e sete primers foram validados para a amplificacdo cruzada
em B. gouldingi e poderéo ser utilizados em futuros estudos com essa espécie.

Na conclusdo das pesquisas com a espécie o dourado, Salminus brasiliensis, Rossini
(2010) afirma ndo ser possivel evidenciar uma estruturacdo genética nas populacdes
durante a época reprodutiva, possibilitando acimulo de diferentes populacbes na area
amostrada. Portanto, observaram altos indices de variacdo genética e baixa frequéncia de
alelos privados. Consequentemente, ocorreram desvios significativos no Equilibrio de
Hardy-Weinbergi (EH-W), indicando, um possivel efeito de Wahlund.

6.0. Potencial aquicola da cachara, Pseudoplatystoma reticulam, melhoramento

genético e pesca esportiva

Conforme a EMBRAPA (2015), os peixes do género Pseudoplatystoma, tanto os
inalterados como os hibridos interespecificos, sdo preferidos pela qualidade da carne, valor
de comercializacdo, relevante participacdo na pesca comercial, com potencial o cultivo para
0 consumo humano, para a pesca esportiva ou mesmo como peixe ornamental de interesse
para exportacdo. Este género tem como representante o pintado (P. corruscans), o cachara
(P. reticulatum) e pelo hibrido entre as duas espécies. Com o desenvolvimento de
tecnologias para fins de producdo de alevinos, o cultivo de cacharas vem expandindo
gradualmente (Campos, 2010).

Segundo Ponzetto et al. (2010) e Vaini et al. (2014), aquicultores afirmam que o0s
hibridos sdo mais produtivos (ganho de peso dos animais), mais doceis e precoces se
comparado com o0s animais puros (parentais). Mesmo apresentando caracteristicas

zootécnicas apropriadas, a viabilidade econémica na producdo dos cacharas depende da
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disciplina alimentar dos alevinos ao arragoamento, durante o dia (Barbosa et al., 2011;
Campos, 2010; Ostrensky et al., 2008).

Conforme Resende et al. (2010) a selecdo de animais destinados para a reproducéo
em programas de melhoramento de espécies aquicolas, alguns requisitos deverdo ser
considerados, de modo que ocorra o acasalamento de individuos geneticamente superiores
com manutencdo da variabilidade genética e niveis de endogamia baixos.

O sucesso da piscicultura esta associado ao manejo e manutencdo da variabilidade
genética em reprodutores, e se obtém por cruzamentos planejados que promovem a
melhoria continua da produtividade (Queiroz et al., 2016). Um programa nacional de
melhoramento genético, sob responsabilidade do World Fish Center, foi entdo estabelecido,
para monitorar a variabilidade genética e cruzamento entre e dentro de diferentes estoques
de variadas espécies de peixes com abordagem principal em tilapia (GIFT), além de carpas
(Ponzoni, 2006).

Pesquisas indicaram que o estoque com menor variabilidade genética ao longo das
geracbes pode induzir a endogamia, reduzir a adaptabilidade, a sobrevivéncia das
progénies, além de promover perdas do potencial genético entre as populacdes (Lopera-
Barrero et al., 2010; Povh et al., 2008). Portanto se faz necessario o manejo tecnicamente
orientado para formacdo de um plantel com o direcionamento para o acasalamento.

A identificacdo individual é uma estratégia importante para o estabelecimento de um
historico dos animais utilizados em estudos de melhoramento genético, tanto em processos
experimentais quanto de producdo em escala comercial. A criagdo em cativeiro torna
imprescindivel a utilizagdo de técnicas de marcacao e inducdo a desova, com a obtencéo de
progénies com bom desempenho que possam ser utilizadas para os programas de
melhoramento e consequentes programas de repovoamento (Lopera-Barrero, 2007).

A doutoranda Daniele Albuquerque nos anos de 2013/2014, sob orientacdo do
Professor Dr. Ricardo Ribeiro, do Programa de Po6s-Graduagdo em Zootecnia da
Universidade Estadual de Maringa — PPZ/UEM deram inicio ao programa de
melhoramento de cacharas. Neste contexto, formaram aproximadamente 73 familias
considerando a avaliacéo de selecéo e animais da geracdo parental, foram constituidos tanto
de pisciculturas da regido Centro-Oeste quanto de populagdes capturadas da natureza. Este

trabalho foi realizado em caréater inédito tanto em ambito nacional quanto mundial, fez-se
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um esforco adicional em relacdo ao numero de pessoas altamente qualificadas. O
acompanhamento da variabilidade genética e analise de diversidade genética dos animais
que formaram o plantel de reprodutores da populacdo inicial foi avaliado por meio de
técnicas de biologia molecular. As cacharas, P. reticulam, possuem produtividade na regido
Centro-Oeste e tendéncia crescente no mercado interno e externo. Para tanto, faz-se
necessaria a manutencdo deste estoque pesqueiro com fins de melhoramento genético para
que se proporcionem avangos tecnologicos nesse setor aquicola. Ao analisar duas
populagdes naturais de cacharas, verificaram a importancia destes marcadores na
capacidade de identificar, definindo populagdes bioldgicas com o objetivo fundamental de
conservacao e gestao geneticas de recursos naturais (Abreu et al., 2009).

Conforme Albuquerque (2014) pode-se realizar sele¢bes direcionadas para a
conservacao da variabilidade genética de P. reticulatum das familias dos grupos genéticos,
tendo como possivel estratégia o acasalamento entre individuos das populacfes analisadas.
A pesquisadora afirma que os marcadores moleculares microssatélites podem agir na
tomada de decisbes em monitoramento da variabilidade genética das populacdes em
programas de melhoramento genético, contribuindo na manutencdo de niveis baixos de
endogamia. Dentre os métodos de selecdo a combinacdo mais simples é a de selecdo
individual com a selecdo de familia (Eler, 2017), baseada no peso adequado dos
componentes de média de familia e de desvios dentro de familia. O melhoramento genético
de peixes no Brasil se encontra em fase inicial. As pesquisas com espécies nativas, como 0
tambaqui, Colossoma macropomum e a cachara, P. reticulatum estdo em fase de
implantacdo, juntamente com empresas publicas e privadas (EMBRAPA, 2018).

O primeiro censo aquicola do Brasil, confirma que, entre os estados, Santa Catarina
se destaca com 20% dos produtores do Pais, seguido por Parand com 16%. Surgem 0sS
parques no modelo pesque-pague. As propriedades como o Valle Verde, localizado em
Mandirituba (PR), criado em 2004, tinha na tilapia o seu principal produto (PEIXE BR,
2014). As Figura 7 e 8 exibem exemplos pesqueiros na regido sul e sudeste do Brasil em
época de competicdo. No Brasil acontecem, em épocas determinadas, campeonatos de
pesca esportiva. Existem as etapas classificatorias do Campeonato Brasileiro em Pesqueiros
(CBP) e os estados da regido sul e sudeste sdo mais competitivos, organizados e tém
participacao efetiva.


https://www.brasileiroempesqueiros.com.br/
https://www.brasileiroempesqueiros.com.br/
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Na regido sudeste a aquicultura se caracteriza pelo cultivo de amplo nimero de
espécies, tanto nativas como exoticas, que sdao cultivadas em pequenas propriedades, de
forma semi-intensiva ou intensiva, servindo tanto para 0 consumo humano, como também,
para a pesca esportiva (pesque e pague). A producdo de espécies nativas, como o surubim,
o0 surubim cachara (P. fasciatum) e o dourado (Salminus maxillosus) estdo em alta. Na bacia
do rio Piracicaba este tipo de empreendimento foi responsavel por um faturamento anual
superior a US$ 70 milhdes (Roubach et al., 2003).
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Figura 7. Pesqueiro no Estado do Parana, na cidade de Mandirituba.
Fonte:https://www.fishtv.com/noticias/geral/arena-do-pesqueiro-valle-verde-esta-aberta-
para-0s-treinos.

Figura 8. Pesqueiro no Estado de Sdo Paulo, na cidade de Itu.

Fonte:https://www.fishtv.com/noticias/fish-tv/arena-do-parque-maeda-esta-pronta-para-
receber-o0-campeonato-paulista.


https://www.fishtv.com/noticias/geral/arena-do-pesqueiro-valle-verde-esta-aberta-para-os-treinos
https://www.fishtv.com/noticias/geral/arena-do-pesqueiro-valle-verde-esta-aberta-para-os-treinos
https://www.fishtv.com/noticias/fish-tv/arena-do-parque-maeda-esta-pronta-para-receber-o-campeonato-paulista
https://www.fishtv.com/noticias/fish-tv/arena-do-parque-maeda-esta-pronta-para-receber-o-campeonato-paulista
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Conforme Brabo et al. (2016b), analisando a cadeia produtiva da aquicultura do
nordeste paraense, constatou-se que a comercializacdo do produto ocorre ao longo do ano
nas propriedades para o consumidor final e outros adotam o pesgue-pague como uma
estratégia para escoamento da producdo. O pintado ou cachandia (P.reticulatum x L.
marmoratus) € uma das espécies preferidas e com valor agregado variando de R$ 15,00 a
R$ 20,00/kg com peso entre 1,5 e 2,0 kg. A venda é rotulada como direta quando o
produtor comercializa o peixe sem intermediarios ao consumidor final ou a um cliente
corporativo que pode ter o produto como fonte de renda a partir de um pesque-pague, por
exemplo (SEBRAE, 2020).

A Pesca Esportiva é considerada, nas Cadeias Produtivas, um dos setores da pesca e
estudos sobre biologia e dinamica populacional das principais espécies, seus efeitos sobre a
fauna acompanhante tem sido objeto de projetos no sentido de evitar impactos em
ecossistemas de &guas continentais, subsidiando a formulagdo de politicas publicas para o
financiamento da pesquisa neste setor (EMBRAPA, 2012b).

Comparando a visdo de diversos autores, suas propostas, assim como a problematica
nas pesquisas, o presente estudo teve por objetivo avaliar a variabilidade genética de uma
populacdo de cachara mediante primers heter6logos desenvolvidos para Brachyplatystoma

rousseauxi, Pseudoplatystoma corruscans e Pseudoplatystoma punctifer.
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11 - OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a transferibilidade de primers heterélogos
SSR de espécies dos grupos Brachyplatystoma e Pseudoplatystoma na cachara (P.
reticulam), um peixe de importancia ambiental e comercial com grande potencial para

producdo em pisciculturas.



31

IV. TRANSFERIBILIDADE DE PRIMERS HETEROLOGOS SSR DE ESPECIES DOS
GRUPOS Brachyplatystoma e Pseudoplatystoma NA CAHARA (P. reticulatum)
(Eigenmann & Eigenmann, 1889).

(Semina — Ciéncias Agrarias)

Resumo

Existem espécies de peixes nativas no Brasil que sdo potencialmente viaveis
economicamente para o cultivo, porém seus estoques naturais estdo sofrendo reducdo em
decorréncia da pesca predatoria e degradacdo dos ecossistemas. Para diminuir este impacto,
estudos tém sido intensificados para obtencéo de ferramentas capazes de contribuir para a
preservacdo desses recursos genéticos. Os marcadores microssatélites (SSR’s) sdo
referéncia no monitoramento genético, mas quando se trabalha com espécies que nao tém
genoma sequenciado se faz necessario a utilizacdo de primers ndo especificos ou
heter6logos. Apesar de ja ter sido desenvolvido primers microssatélites para a espécie
Pseudoplatystoma reticulam, objetivou-se através do presente estudo avaliar a
transferibilidade de primers heter6logos SSR de espécies dos grupos Brachiplatystoma e
Pseudoplatystoma na cachara (P. reticulam). Foram analisadas amostras de nadadeira
caudal de 222 individuos da espécie em estudo. Do conjunto de 11 primers microssatélites
testados, 03 ndo apresentaram resultados satisfatérios de transferibilidade (apresentou
monomorfismo ou ndo exibiu fragmentos). A extracdo de DNA de nadadeira caudal de
cada individuo foi realizada utilizando o protocolo com NaCl, e a integridade do DNA
extraido foi checada em gel de agarose 1%. Os primers hier6logos produziram o total de 97
alelos, com variacdo de 142pb a 400pb e o nimero por locus variou entre dois (BR47) a
dezesseis (BR51 e PPU09) com meédia de 12,250. A média do numero efetivo de alelos
(Ne) e riqueza alélica (Ra) foram 8,177 e 12,053, respectivamente. Os valores médios
esperados de heterozigosidade (He) foram superiores aos observados (Ho), e resultou em
deéficit heterozigotico, conforme demonstrado pelo coeficiente de endogamia (Fs) que

apresentou valores positivos (> 0,00) e os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (HW)
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foram significativos (<0,05). O Contetdo de Informacdo Polimérfica (PIC) variou entre
0,343 (BR47) e 0,919 (PPUO09). Por fim, oito primers foram validados para a amplificacdo
cruzada de P. reticulam, podendo ser utilizados em futuros estudos com a espécie em
questdo e até mesmo outras da mesma familia ou ordem que ndo possuam iniciadores
moleculares validados.

Palavras-chave: Cachara, Caracterizacéo, Heter6logos, Primers, Transferibilidade.
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TRANSFERABILITY OF HETEROLOGOUS SSR PRIMERS FROM GROUPS OF
Brachyplatystoma and Pseudoplatystoma SPECIES IN THE CACHARA (P. reticulam).
(Eigenmann & Eigenmann, 1889).

Abstract

There are native fish species in Brazil that are potentially economically viable for
cultivation, but their natural stocks are being reduced due to predatory fishing and
ecosystem degradation. To reduce this impact, studies have been intensified to obtain tools
capable of contributing to the preservation of these genetic resources. Microsatellite
markers (SSR’s) are a reference in genetic monitoring, but when working with species that
do not have a sequenced genome, it is necessary to use non-specific or heterologous
primers. Although microsatellite primers for the species Pseudoplatystoma reticulam have
already been developed, the objective of this study was to evaluate the transferability of
heterologous SSR primers from groups of Brachiplatystoma and Pseudoplatystoma
species in the cachara (P. reticulam). Caudal fin samples from 222 individuals of the
species under study were analyzed. From the set of 11 microsatellite primers tested, 03 did
not present satisfactory transferability results (showed monomorphism or did not exhibit
fragments). The caudal fin DNA extraction from each individual was performed using the
NaCl protocol and the extracted DNA integrity was checked on 1% agarose gel. The
hierologous primers produced a total of 97 alleles, ranging from 142bp to 400bp and the
number per locus ranged from two (BR47) to sixteen (BR51 and PPU09) with an average
of 12,250. The average effective number of alleles (Ne) and allelic richness (Ra) were
8.177 and 12.053, respectively. The expected average values of heterozygosity (He) were
higher than those observed (Ho), which resulted in a heterozygous deficit, as shown by the
inbreeding coefficient (Fis) which presented positive values (> 0.00) and the Hardy-
Weinberg (HW) equilibrium deviations were significant (<0.05). Polymorphic Information
Content (PIC) ranged from 0.343 (BR47) to 0.919 (PPUO09). Finally, eight primers were
validated for cross-amplification of P. reticulam and may be used in future studies with the
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species in question and even with others of the same family or order that do not have
validated molecular primers.

Key words: Cachara, Characterization. Heterologues. Primers. Transferability.

Introducéo

Conforme a Associagdo Brasileira da Piscicultura (Peixe BR), a producdo brasileira de
peixes para 0 consumo humano atingiu 758.006 toneladas em 2019, com crescimento de
4,9% sobre o0 ano anterior (722.560 t) e os peixes nativos enfrentaram muitas dificuldades
com a producdo permanecendo estadvel, aumentando apenas 20 toneladas, atingindo
287.930 t (38%) (PEIXE BR, 2020). CARLSON (2014) relata que a piscicultura vem
revelando grande crescimento, oferecendo proteina animal de alta qualidade e baixo custo.

A cachara, Pseudoplatystoma reticulatum é um peixe originario dos rios Parana e
Amazonas, apresenta caracteristicas econdmicas e zootecnicas desejaveis como: alta taxa
de crescimento e boa conversdo alimentar, possui carne de excelente qualidade, tem, sabor
suave e auséncia de espinhos no muasculo (CREPALDI et al., 2006; EMBRAPA, 2009).
EMBRAPA (2015). Buitrago-Suarez e Burr (2007) analisaram espécimes do género
Pseudoplatystoma com base na forma do corpo, padrdo de coloracdo, anatomia do
esqueleto além do nimero de vértebras, sendo quatro espécies encontradas no Brasil, P.
tigrinum e P. punctifer, no rio Amazonas, P. reticulatum, no rio Parana e P. corruscans nos
rios Parana e Sao Francisco (DANTAS, 2010).

O advento da técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), na década de 1980,
provocou verdadeira revolugdo nos estudos genéticos, tornando possivel a analise de um
grande nimero de amostras de maneira mais rapida e pratica. Entre os marcadores baseados
em PCR, podendo citar, por exemplo: RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA),
ISSR (Inter-simple sequence repeats), SSR (Simple Sequence Repeats), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism). (ALMEIDA et al., 2017; TURCHETTO et al., 2017).
Dessa forma, inimeros marcadores de analise do DNA baseados na PCR foram
desenvolvidos para avaliar a genética de um animal, de uma populagdo ou de uma
comunidade (LOPERA-BARRERO, 2007). Sao classificados de codominantes, possui a
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capacidade de identificar individuos heterozigotos, realizar analise de paternidade, séo
multialélicos formados por séries de sequéncias curtas de DNA repetidas em fila
(SEGATTO, 2017; TURCHETTO et al., 2017; HAMOY, 2018).

Uma importante vantagem na utilizacdo dos microssatélites é o baixo custo de sua
genotipagem e com posterior separagédo de fragmentos de DNA de tamanhos diferentes
através da eletroforese (VASEMAGI et al., 2010). A maior dificuldade no emprego desses
marcadores € a presenca de artefatos de PCR como as stutter band ou “banda fantasma”
(VALLI et al., 2008) ou alelos nulos, que sdo limitagdes (TURCHETTO et al., 2017),
dificultando a interpretacdo dos resultados, gerando dados ndo confidveis sobre a
diversidade genética. As stutter band resulta do escorregamento da Taq durante a
amplificacdo.

O desenvolvimento de iniciadores espécie-especificos para a amplificacdo de alelos
tornou-se caro e demorado, mas a popularizagcdo de novas tecnologias de sequenciamento
apos 2010, facilitou a geracdo de grande numero de sequéncias com tempo e custo
reduzidos (ABDUL-MUNEER, 2014; SEGATTO, 2017). A conservacdo de regides
flanqueadoras de sequencias de microssatélites entre espécies intimamente relacionadas
tem sido relatada por varios pesquisadores (ABDUL-MUNNER et al., 2011; SUDHEER et
al., 2011; YASODHA et al., 2005; KIM et al., 2004).

Desta forma, surgem duas solucBes para o problema acima: a elaboracdo de primers
microssatélites especificos para a espécie em estudo ou a busca de primers entre outras
espécies relacionadas (primers SSR heter6logos). Em estudos com o género
Pseudoplatystoma sp., alguns estudos foram bem-sucedidos na busca e transferéncia de
primers entre espécies (ABREU et al., 2009; SEERIG, 2010; ALBUQUERQUE, 2014;
ALMEIDA et al. 2017), obtendo sucesso na amplificacdo cruzada em P. reticulatum.

Devido ao numero reduzido de pesquisas sobre a espécie em questdo, apesar de ja ter
sido desenvolvido primers especificos para a cachara (PRADO et al., 2014), existem
poucas informacdes sobre o uso de transferibilidade de primers heter6logos entre a espécie
P. reticulatum e outras espécies relacionadas. Diante dessas circunstancias, objetivou-se
avaliar a transferibilidade de primers heterdlogos SSR de Brachyplatystoma rousseauxi,

Pseudoplatystoma corruscans e Pseudoplatystoma punctifer na cachara (P. reticulatum).
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Materiais e Métodos

As amostras foram obtidas de estoque comercial de cacharas da regido de Coxip6 do
Ouro — Cuiabd/MT, Piscicultura Bom Futuro, Unidade Coxip6 da Ponte, sob as
Coordenadas Geograficas: 15°27°34.14”S e 55°59°10.43”0. Cortaram-se amostras de
barbatanas caudais de 222 espécimes de P. reticulatum a partir de um estoque de

reprodutores.

Fragmentos de nadadeira caudal foram coletados, armazenadas em microcubos de 1,5
ml contendo &lcool 95% e transportadas, via terrestre, para a Universidade Estadual de
Maring4 - UEM. Em seguida, foram lavadas, acrescentado alcool etilico 70% e estocado
em freezer a -20°C até o processamento. As andlises foram realizadas no Laboratério de
Biologia Molecular do Nucleo de Pesquisas (PeixeGen) localizado no Departamento de
Zootecnia da Universidade Estadual de Maringa.

Foi utilizada a metodologia descrita por LOPERA-BARRERO et al. (2008) para
extracdo de DNA. Os fragmentos de nadadeira (0,5cm?) foram conservados em microcubos
de 1,5 ml. Adicionou-se 550 uL de tampado lise (50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 100 mM
NaCl, 1% SDS) e 10 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 solugdo
de NaCl (5M) e centrifugado por 10 min a 12.000 rpm. O sobrenadante com DNA foi
transferido para novos microcubos, precipitados com 700 uL 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 tampéo TE — 10 mM Tris pH 8,0 e 1 mM EDTA (80 pL
para a nadadeira), sequencialmente tratado com 7 uL de RNAse (30 pg mL™) em banho-
maria a 37°C por 1 h e estocado em freezer a -20°C.

A quantificacgdo do DNA foi realizada no espectrofotémetro Nanodrop 1000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) (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,
utilizando o DNA ladder de 100 pares de base (pb) DNA ladder (Invitrogen). A captura da
imagem foi obtida por meio do sistema fotografico L-P1X (LOCCUS biotecnologia).
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Inicialmente os testes de amplificacdo foram realizados com cinco amostras e repetidos
com o restante destas ao serem encontrados locus com amplificacdo nitida. Foram
avaliados o total de 11 primers heter6logos cujas informacdes estdo exibidas na Tabela 1.

O DNA foi amplificado em volume de reagéo de 16 pL, utilizando 1X tampé&o Tris-
KCI, 2,5mM de MgCl,, 0,8uM de primer, 0,4mM de dNTP, uma unidade de Platinun Taq
DNA Polimerase e 30ng de DNA alvo. As reacdes foram amplificadas em termociclador
Applyed Biosystens Veriti. Inicialmente o DNA foi desnaturado a 94°C por quatro minutos
e em seguida realizou 35 ciclos, cada um consistindo em: 30 segundos de desnaturacdo a
94°C, 30 segundos de anelamento (temperatura especifica de cada primer) e um minuto de

extensdo a 72°C, apds, realizou a extensdo final a 72°C por 10 minutos.
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Tabela 1. Caracteristicas dos primers heter6logos utilizados na analise de marcadores moleculares microssatélites em amostras de
cacharas (P. reticulatum).

Primer Sequéncia 5' - 3' Ta (°C) GenBank Espécie Referéncia
BR38-F AGTTCCTTCTCGTTCCCCTTC 62 AM GQ903737

BR38-R  ATCTCCCACTCTCTCTGGCTC

BR47-F  TCAGTGTGTGTGTGACTGTTG 59 GQ903739 Brachyplatystoma rousseauxii  Batista et al.,2009
BR47-R  GCTCCTCTTGTTTCACTTTC

BR51-F GTTACACATGGTCGCTGGTG 60 GQ903743

BR51-R  GTTCATTCTCTTCGGCTTCG

BR61-F CTGTCGAAAACATGAGGCAG 65 GQ903749

BR61-R  GACATCAGAGCGAAGCACAC

PCOR1-F AAACCCGAGGATAACCAGTC 55/66 NA  AY737063 Pseudoplatystoma corruscans ~ Revaldaves et
PCOR1-R CAGCGTGCTACTAACACAAAC al.,2005
PPUO1-R CAGCATCAGCGGAAAAGTTG 58/68 HQ317844

PPUO1-F CAGTGGCGCATTCTGTAATC

PPU04-R GGTCTGATATGGAGGTCGTGA 58/68 HQ317847

PPUO4-F CGGTGTCTCTGGGCTATTTT

PPU09-R CAGTGAGCCATACCTTCAGAG 60/68 HQ317852 P. punctifer Saulo-Machado et
PPU09-F TGGATGGACAGATAGACAGG al., 2010
PPU10-R GTTACCATGACCACTCGTTGC 50/68 HQ317853

PPU10-F AGTATTCTTGTGCGTAGCCCC

PPU13-R ATCAATTCCCAGCCGGAG 60/68 NA  HQ317856

PPU13-F TCTCAGGGGCCATTCTCA

PPU15-R GGCCAAAGTAACAGGCCA 60/68 HQ317858

PPU15-F GAGCGCCCAAGGTTCAC

AM apresentou monomorfismo; NA ndo amplificou.
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O conjunto contendo 8L dos produtos amplificados mais 4 puL de tampdo de corrida
(40% de sacarose e 0,25% de azul de bromofenol) foi submetido a eletroforese vertical em
gel de poliacrilamida 10% (acrilamida: bisacrilamida - 29:1) e ureia 6 M, conduzidas em
solugéo tampédo TBE 0,5X (90 mM Tris-Borato, 2 mM EDTA) a 180 V (250 mA) durante
420 minutos (sete horas).

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 20 min, seguidamente por solucéo
de nitrato de prata 6mM por 30 min e, posteriormente, procedeu-se uma prévia lavagem
com &gua 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 e em seguida guardados para anélise. O tamanho dos alelos foi calculado
usando o marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder - Invitrogen®).

O gel foi documentado e submetido ao programa Adobe Photoshop CC (versdo de 64
bits), e foi alinhado. Os alelos microssatélites foram calculados usando escada de DNA de
100 pb. Os alelos microssatélites observados nas amostras de P. reticulatum com o0s
primers heter6logos, foram organizados em matriz de dados e posteriormente submetidos a
analise estatistica. Os primers que apresentaram padrdes de amplificacdo satisfatdrios
foram selecionados para a andlise populacional e posterior célculo dos parametros
genéticos.

As frequéncias alélicas, o tamanho dos alelos, o nimero de alelos (Na), o numero
efetivo de alelos (Ne), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), o
coeficiente de endogamia (Fis), indice de Shannon (1) e o teste de equilibrio de Hardy-
Weinberg (HW) foram calculados para cada locus utilizando o software computacional
GenAlex versao 6.5 (PEAKALL & SMOUSE, 2012).

O contetdo de informagéo polimorfica (PIC) foi calculado através do software Cervus
versdo 3.0.7 (KALINOWSKI et al., 2007), e a riqueza alélica foi obtida pelo o programa
FSTAT 2.9.3 (GOUDET, 2005). A presenca de alelos nulos (p<0,05) foi testada pelo
programa Micro-Checker (OOSTERHOUT et al., 2004). De acordo com a escala proposta
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por BOTSTEIN et al. (1980), os loci podem ser altamente (PIC > 0,500), moderados (0,250
< PIC < 0,500) ou pouco informativos (PIC < 0,250).

Resultados

Depois de eliminar os primers heter6logos que ndo amplificaram (NA) ou se
caracterizaram como monomorfico (AM), mostrando pouca especificidade, ndo foram
utilizados no presente estudo. Oito pares de primers apresentaram resultados satisfatorios
de transferibilidade, amplificaram na populacdo de cacharas: trés originarios de B.
rousseauxii (BR47, BR51 e BR61) e cinco originarios de P. punctifer (PPU0L, PPUO04,
PPUQ9, PPU10 e PPU15) (Tabela 1).

O numero de alelos por locus variou entre dois (BR47) a dezesseis (BR51 e PPUQ9),
respectivamente. Os tamanhos dos alelos microssatélites produzidos nas analises tiveram
variacdo de 142pb (BR47) a 400pb (PPU15). Apds aplicar o software Micro-checker na
planilha de dados, observaram-se evidéncias de alelos nulos em todos os loci.

A média do namero efetivo de alelos (Ne) e riqueza alélica (Ra) foram 8,177 e 12,053,
respectivamente, variando entre 1,784 (BR47) e 13,242 (PPUQ9) e 2,000 (BR47) e 16,000
(PPUO09), respectivamente (Tabela 2). Alelos de baixa frequéncia (< 0,100) foram
observados em quase todos os loci para os iniciadores heterélogos utilizados.

Os valores médios esperados de heterozigosidade (He) foram superiores aos observados
(Ho), e resultou em déficit heterozigético, conforme demonstrado pelo coeficiente de
endogamia (Fs) que apresentou valores positivos (> 0,00) (Tabela 2). Os desvios do
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EH-W) foram significativos (< 0,05), e foi provavelmente
influenciado pelo déficit heterozigotico ou pela presenca de alelos nulos (p <0,05) ou uma
combinacdo de ambos. Por fim, o Conteido de Informacdo Polimérfica (sigla em inglés,
PIC), que determina a representatividade do marcador molecular heterélogo, variou entre
0,343 (BR47) e 0,919 (PPU09), com valor médio de 0,806 (Tabela 2).
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Tabela 2. Relagdo de primers heter6logos amplificados com sucesso em amostras de
cachara (P. reticulatum) e parametros genéticos.

Primer Na (pb) Ne Ra Ho He EH-W Fs PIC

BR47 2 142-162 1,784 2,000 0,299 0,439 0,000 0,320 0,343
BR51 16 221-383 10,650 15,685 0,640 0,906 0,000* 0,294 0,898
BR61 11 224-280 6,053 10,975 0,524 0,835 0,000 0,372 0,814
PPUO1 15 200-225 7,840 14,933 0,419 0,872 0,000* 0,519 0,862
PPUO4 11 200-327 7,734 11,000 0,765 0,871 0,000 0,122 0,858
PPUO9 16 209-300 13,242 16,000 0,456 0,924 0,000* 0,506 0,919
PPU10 13 200-240 9,562 12,958 0,604 0,895 0,000 0,325 0,886
PPU15 13 300-400 8,949 12,879 0,468 0,883 0,000* 0,471 0,872

Média 12,250 212-290 8,177 12,053 0,522 0,828 0,000* 0,366 0,806

Na, numero de alelos; pb, tamanho de fragmento em pares de base; Ne, nimero efetivo de
alelos; Ra, riqueza alélica; EH-W, Equilibrio de Hardy Weinberg (valores de p); Fis,
coeficiente de endogamia; PIC, conteudo de informacdo polimorfica. *Significativo ao
nivel de 1% (p< 0,01).

Discussao

No presente estudo, a espécie Pseudoplatystoma reticulam apresentou bons resultados
na transferibilidade, com oito dos onze primers heter6logos testados, exibindo amplificacdo
satisfatoria. SUN et al. (2012) relataram que a amplificacdo cruzada de locus
microssatélites tem relacdo direta com a distancia filogenética entre as espécies, sendo
menos eficiente entre familias ou géneros diferentes e é consistente com os resultados deste
estudo, corroborando com outros pesquisadores (CARMO et al., 2015; CASTRO et al.,
2017) que, em busca de primers heterélogos, confirmam que ocorrem as melhores
amplificacbes entre espécies do mesmo género, quando trabalharam com Brycon
orbignyanus.

OLIVEIRA et al. (2006) e ABDUL-MUNEER (2014) e afirmam que os primers
heter6logos podem ser utilizados com sucesso em varias espécies de peixes e a qualidade
da amplificacdo depende do grau de conservacdo genética dos locais de ligacdo do primer
no DNA. Aplicando primers especificos de tambaqui (Colossoma macropomum) em
pirarucu (Arapaima Gigas), VERGUEIRO JUNIOR (2010), ndo obteve amplificagdo em
nenhum produto mesmo apds diversas alteraces nas condigdes da PCR, na concentragdo
de MgCl,, concentragdo nas amostras de cDNA e temperatura de hibridagdo. Por outro

lado, amplificacBes cruzadas foram satisfatoria em seis espécies de Pimelodidae (SOUZA
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et al., 2012) seis espécies do géneros Brycon e um do género Prochilodus (SOUZA et al.,
2018) ao proporem o isolamento e a caracterizagdo de microssatélites de pirarara,
Phractocephalus hemioliopterus e piabanha, Brycon gouldingi, respectivamente.

O numero de alelos (Na) microssatélites para cada primer heterélogo e a variacdo no
tamanho dos fragmentos (pb) produzidos nesta pesquisa, por primers derivados dos géneros
Brachyplatystoma e Pseudoplatystoma, foram similares aos estudos realizados com P.
reticulatum (ABREU et al.,2009; ALBUQUERQUE, 2014; ALMEIDA et al., 2017), P.
punctifer (MACHADO, 2013), Leiarius marmoratus (MANTOVANI, 2018), Rhamdia
quelen (VIRMOND et al., 2017), Brachyplatystoma platynemum (OCHOA et al., 2015) e
com seis espécies da familia Pimelodidae (SAULO-MACHADO et al., 2011). Vale
ressaltar que o menor nimero de alelos relatados em relacdo as pesquisas conduzidas por
BENITES (2008) e PRADO (2014) pode ser atribuido a fatores tais como: caracteristicas
genéticas intrinsecas de cada espécie, estrutura populacional ou diferentes pressdes
(ocorréncia de mutacdes, fluxo génico, etc.) nas regides avaliadas. BENITES (2008) afirma
que o fluxo génico é determinado pelo cruzamento entre individuos nativos ou imigrantes.

Ha pouco tempo, Mantovani (2018) demonstrou que os primers para Brachyplatystoma
rosseauxii, Brycon hilarii e P. punctifer podem ser usados em popula¢des comerciais de
Jundia da Amazénia (Leiarius marmoratus), e, em casais silvestres de P. reticulam também
foi comprovado que primers para P. corruscans e P. punctifer comportaram-se de maneira
satisfatoria (ALBUQUERQUE, 2014). Estes trabalhos exibiram indices de Ho e He
aproximados aos relatados no presente estudo em amostras de uma populacdo cativa,
indicando sua utilidade como ferramenta adequada para estudos de genética populacional.
A variacdo e o numero de alelos, por loci, também foi semelhante ao relatado na
amplificagdo cruzada em Randhia quelem e P. reticulatum em alguns primers heter6logos
tais como: PC17, PC97, Pcorl e Pcor2; Pcorl, Pcor5, Pcor8, Pcorl0O, Pcor2l, Pcor23,
Pcor28, respectivamente (VIRMOND et al., 2017; ABREU et al. 2009). No entanto, o
nimero de alelos foi menor em relagdo aos encontrados em pesquisas que utilizaram
primers especificos de P. corruscans em P. reticulatum (PRADO, 2014), contrario aos
estudos de SEERIG (2010) que obteve numeros menores de alelos (média de 5,9)
utilizando primers especificos em pintado, P. corruscans e em cacharas, P. reticulam.

PENHA (2019) comprovou que além do género Brycon, Prochilodus e Colossoma também
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apresentam flexibilidade na transferéncia de primers microssatélites em B. falcatus,
apresentando amplificacdo cruzada satisfatoria.

Os baixos valores de nimeros efetivos de alelos (Ne) em relacdo a riqueza alélica (Ra), ,
foram consistentes com a baixa frequéncia em todos os loci, com excecdo ao BR47
(Ra=2,00), diferente das pesquisas de PENHA (2019) que Ra se comportou com média de
2,507, confirmando que os alelos foram informativos quando o mesmo verificou em
populacdo de Brycon falcatus a viabilidade de primers heter6logos originarios de B.
opalinus, B. hilarii, B. orbignyanus, Prochilodus argenteus e Colossoma macropomum. No
entanto na pesquisa de VIRMOND et al. (2017) dois primers Pcor2(8,850) e PC17(9,813)
os valores de Ne se aproximaram de nossa pesquisa em PPU10(9,562) e PPU15(8,549).

Na presente pesquisa, 0 Conteudo de Informacdo Polimorfica (PIC) de BOTSTEIN et
al. (1980), sete locos heterdlogos foram classificados como altamente informativo (BR51,
BR61, PPUO1, PPU0O4, PPU09, PPU10 e PPU15) ou moderadamente informativo (BR47).
Nas pesquisas realizadas por CASTRO et al. (2017) e SOUZA et al., (2018) em busca de
primers heter6logos com o género Brycon, obtiveram PIC altamente informatico nos loci
(Bh1l3 e BC48-10) e BoM13, respectivamente. Enquanto o conteldo de informacao
moderada foi comum para o locus BoM5.

O desvio do equilibrio de Hardy Weinberg (H-W) foi evidente nos oito loci utilizados
no presente estudo. Conforme ZHIVOTOVSKY et al. (2015) pode ser justificado pela
presenca de alelos nulos, uma vez que pode resultar em superestimacdo de homozigotos,
levando ao aumento na estimativa do coeficiente de endogamia (F;s). O excesso de
homozigotos apresentados nos loci pode ser pela segregacédo de alelos nulos na populagéo.
Outros testes podem ser feitos nestes marcadores para avaliagdes das causas destes desvios
de H-W. Concede-se a possibilidade de diversos fatores ao desvio do Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EH-W) na populagdo amostrada. Dentre estes pode-se destacar o déficit de
heterozigotos por inferéncia da influéncia de inimeros fatores. Um destes é o alto numero
de alelos por locus, presenca de alelos nulos, endogamia e efeito Wahlund (proporc¢éo de
heterozigoticos inferior a expetativa do modelo de Hardy-Weinberg).

No presente estudo, os valores de diversidade genética estimados por heterozigosidade
observada (Ho) e esperada (He) e numero de alelos (Na), por loci, recomendam que 0s

primers heterdlogos podem ser utilizados em avaliagcbes genéticas em populacbes de
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cacharas (P. reticulam). Estudos recentes utilizando populagdes naturais de cacharas e em
populaces cativas, o Jundia (R. quelen), indicaram resultados semelhantes de Ho, He e Na
(PRADO, 2014; VIRMOND et al., 2017), deste modo, reafirmando a aplicabilidade dos
primers testados, ao contrario de MANTOVANI (2018) e SOUZA et al. (2018), que
trabalhando com Jundia da Amazénia (L. marmoratus) e uma populagdo de B. gouldingi no
rio Araguaia, os valores de Ho, He e Na se comportaram abaixo dos encontrados no
presente estudo. Conforme os resultados de SOUZA et al. (2018), a baixa diversidade
genética pode ter sido atribuido pela intensificacdo da acdo antropica no rio Araguaia
(sobre pesca e fragmentacéo de habitat), diferente de VIRMOND et al., (2017) em que 0
manejo reprodutivo adotado em suas pesquisas se mostrou adequado, uma vez que garantiu
a manutencédo da variabilidade genética das populacdes, valores estes similares ao presente
estudo

Conforme FRANKHAM et al. (2008) e ASHIKAGA et al. (2015), as populacbes
naturais estdo sujeitas as forgas tais como: mutacdo, selecdo, deriva e migracdo genética,
levando a perda ou ganho de diversidade genética, assim como aos fatores relacionados as
caracteristicas genéticas intrinsecas de cada espécie, estrutura populacional ou diferentes
pressdes seletivas nas regides avaliadas.

Uma relacdo de estudos sobre o desenvolvimento de loci microssatélites utilizando
espécies da ordem de siluriformes (P. corruscans, B. vaillantii, Zungaro jahu, B.
rousseauxii, P. punctifer, Phractocephalus hemioliopterus, Trichomycterus areolatus) e
seus respectivos pesquisadores (REVALDAVES et al., 2005; RODRIGUES et al., 2009;
CARRILLO-AVILA et al., 2009; BATISTA et al.,, 2010; SAULO-MACHADO et al.,
2011; SOUZA ET AL., 2012; MUNOZ-ROJAS et al., 2012), buscando a utilizacio de
primers heter6logos na amplificacdo cruzada de espécies taxonomicamente relacionadas
apresentou valores médios de Na e He (11,8 e 0,813; 11,33 e 0,789; 6,75 e 0,659; 9,87 e
0,706; 7,4 e 0,592; 50 e 0,660; 4,40 e 0,580), respectivamente. Resultados estes
compativeis com o presente estudo.

A amplificacdo cruzada de marcadores de microssatélites demonstrou ser uma étima
ferramenta para estudos genéticos em cacharas, Pseudoplatystoma reticulam. Apesar de
PRADO et al. (2014) terem desenvolvido primers microssatélites polimérficos que exibiu

variacdo alelica suficiente para ser aplicado com sucesso em estudos genéticos dessa
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espécie, fez-se necessério a presente investigagdo. Os mesmos autores confirmam que a
espécie em questdo ndo foi avaliada quanto & UICN (Unido Internacional para Conservagdo
da Natureza). Neste contexto, constatou que o uso de iniciadores heterdlogos em cacharas é
executavel e estudos complementares devem surgir para atestar a efetivacdo desses
marcadores, especialmente no que diz respeito a possibilidade de amplificacdo cruzada
entre espécies ou até o avanco de outros primers especificos para cada espécie.

Concluséao

A amplificagdo cruzada de oito primers originados de dourada, Brachyplatystoma
rousseauxii (BR 47, BR 51 e BR 61) e surubim, Pseudoplatystoma punctifer (PPU 01, PPU
04, PPU 09, PPU 10 e PPU 15) foram validados para cachara, Pseudoplatystoma
reticulatum. Esses marcadores microssatélites podem ser Gteis para testar a diversidade

genética e estrutura populacional da espécie em questéo.
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V. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

¢ Os iniciadores do tipo microssatélites, mesmo sendo heterélogos, mostraram-se
eficientes no estudo da caracterizacdo genética em populacdes de cacharas,
Pseudoplatystoma reticulatum.

¢ Os primers heterélogos originados de Brachyplatystoma rousseauxii, apesar de
ndo sendo do mesmo género da espécie em estudo, mostraram-se eficientes para espécie
taxdnomicamente relacionada (Ordem Siluriformes).

¢ Os primers heter6logos originados de Pseudoplatystoma punctifer, sendo do
mesmo género da espécie em estudo, mostraram-se eficientes para espécie
taxdnomicamente relacionada (Género Pseudoplatystoma). Esses primers heter6logos sao
ferramentas eficientes para andlise da diversidade e estrutura genética de populacdes do
género Pseudoplatystoma das bacias Paraguai e Parana.

e A amplificagdo cruzada de oito primers originados de espécies diferentes foi
validada para Pseudoplatystoma reticulatum.

¢ Os resultados adquiridos com esses iniciadores do tipo microssatélites podem
fornecer dados geneéticos importantes para planos de manejo e conservacdo de cacharas,

testar a diversidade genética e estrutura populacional da espécie em questao.
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topicos: Titulo; Titulo em inglés; Resumo com Palavras-chave (no maximo seis palavras);
Abstract com Key-words (no maximo seis palavras); Introducdo; Material e Métodos;
Resultados e Discussdo com as conclusdes no final ou Resultados, Discussdo e Conclusées
separadamente; Agradecimentos; Fornecedores, quando houver e Referéncias Bibliogréficas.
Os topicos devem ser escritos em letras maitsculas e minusculas e destacados em negrito, sem
numeracdo. Quando houver a necessidade de subitens dentro dos topicos, 0s mesmos devem
receber numeros ardbicos. O trabalho submetido ndo pode ter sido publicado em outra revista
com o0 mesmo conteldo, exceto na forma de resumo de congresso, nota prévia ou formato
reduzido.



Na primeira pagina do manuscrito devem constar as seguintes informacoes:

1.Titulo do trabalho: O titulo, acompanhado de sua tradugdo para o inglés, deve ser breve e
suficientemente especifico e descritivo, contendo palavras que permitam ao leitor ter uma idéia
do conteudo do artigo.

2. Nomes dos autores: Deverdo ser escritos por extenso, separados por ponto e virgula, logo
abaixo do titulo do trabalho. A institui¢do, os 6rgdos de fomento e a identificacdo dos autores
deverdo ser feitos por insercdo numérica de notas de rodapé ao final do titulo e dos nomes. O
autor para correspondéncia com endereco completo, telefone, fax e E-mail devera ser destacado
com um asterisco sobrescrito junto ao seu nimero de identificacéo.
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A partir da segunda pagina do manuscrito a apresentacdo do trabalho deve obedecer a seguinte

ordem:

1.Titulo do trabalho, acompanhado de sua traducéo para o inglés.

2.Resumo e Palavras-chave: Deve ser incluido um resumo informativo com um minimo de 150
e um maximo de 300 palavras, na mesma lingua que o artigo foi escrito, acompanhado de sua
traducdo para o inglés (Abstract e Key words).

3. Introducéo: Deverd ser concisa e conter revisdo estritamente necessaria a introducéo do tema
e suporte para a metodologia e discusséo.

4. Material e Métodos: Podera ser apresentado de forma descritiva continua ou com subitens, de
forma a permitir ao leitor a compreensdo e reproducdo da metodologia citada com auxilio ou
ndo de citagcdes bibliograficas.

5.Resultados e discussédo com conclusdes ou Resultados, Discussdo e Conclusdes: De acordo
com o formato escolhido, estas partes devem ser apresentadas de forma clara, com auxilio de
tabelas, graficos e figuras, de modo a ndo deixar davidas ao leitor, quanto a autenticidade dos
resultados, pontos de vistas discutidos e conclusdes sugeridas.

6.Agradecimentos: As pessoas, instituicbes e empresas que contribuiram na realizagcdo do
trabalho deverdo ser mencionadas no final do texto, antes do item Referéncias Bibliogréficas.
Observagdes:

Quando for o caso, antes das referéncias, deve ser informado que o artigo foi aprovado pela
comissdo de bioética e foi realizado de acordo com as normas técnicas de bioseguranca e ética.
Notas: Notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um simbolo sobrescrito,
imediatamente depois da frase a que diz respeito, como notas de rodapé no final da pagina.
Figuras: Quando indispensaveis figuras poderdo ser aceitas e deverdo ser assinaladas no texto

pelo seu nimero de ordem em algarismos ardbicos. Se as ilustragdes enviadas ja foram
publicadas, mencionar a fonte e a permissdo para reproducao.

Tabelas: As tabelas deverdo ser acompanhadas de cabegalho que permita compreender o

significado dos dados reunidos, sem necessidade de referéncia ao texto.

Grandezas, unidades e simbolos: Devera obedecer as normas nacionais correspondentes

(ABNT).

7.CitacOes dos autores no texto: Deverd seguir o sistema de chamada alfabética escrita com

letras mailsculas seguidas do ano de publicacéo de acordo com 0s seguintes exemplos:
Os resultados de DUBEY (2001) confirmam que o.....

De acordo com SANTOS et al. (1999), o efeito do nitrogénio.....

Beloti et al. (1999b) avaliaram a qualidade microbioldgica.....

...... e inibir o teste de formacéo de sincicio (BRUCK et al., 1992).

...... comprometendo a qualidade de seus derivados (AFONSO; VIANNI, 1995).

8. Referéncias Bibliograficas: As referéncias bibliogréficas, redigidas segundo a norma NBR
6023, ago. 2000, da ABNT, deverdo ser listadas na ordem alfabética no final do artigo. Todos
0s autores participantes dos trabalhos deverédo ser relacionados, independentemente do nimero
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de participantes (Unica excecdo a norma — item 8.1.1.2). A exatiddo e adequacdo das
referéncias a trabalhos que tenham sido consultados e mencionados no texto do artigo, bem
como opinides, conceitos e afirmacdes sdo da inteira responsabilidade dos autores.

As outras categorias de trabalhos (Comunicacdo cientifica, Relato de caso e Revisdo) deverdo
seguir as mesmas normas acima citadas, porem, com as seguintes orientacfes adicionais para
cada caso:

Comunicacao cientifica

Uma forma concisa, mas com descricdo completa de uma pesquisa pontual ou em andamento
(nota prévia), com documentacdo bibliografica e metodologia completas, como um artigo
cientifico regular. Devera conter os seguintes topicos: Titulo (portugués e inglés); Resumo com
Palavras-chave; Abstract com Key-words; Corpo do trabalho sem divisdo de topicos, porém
seguindo a seqliéncia

— introducdo, metodologia, resultados (podem ser incluidas tabelas e figuras), discussao,

conclusdo e referéncias bibliogréaficas. Relato de caso

Descrigdo sucinta de casos clinicos e patoldgicos, achados inéditos, descricdo de novas
espécies e estudos de ocorréncia ou incidéncia de pragas, microrganismos ou parasitas de
interesse agronémico, zootécnico ou veterinario. Deverd conter os seguintes topicos: Titulo
(portugués e inglés); Resumo com Palavras-chave; Abstract com Key-words; Introdugdo com
revisdo da literatura; Relato do (s) caso (s), incluindo resultados, discussdo e concluséo;
Referéncias Bibliogréficas.

Artigo de revisdo bibliogréafica

Deve envolver temas relevantes dentro do escopo da revista. O nimero de artigos de revisao
por fasciculo é limitado e os colaboradores poderdo ser convidados a apresentar artigos de
interesse da revista. No caso de envio espontaneo do autor (es),

é necessaria a incluséo de resultados préprios ou do grupo envolvido no artigo, com referéncias
bibliograficas, demonstrando experiéncia e conhecimento sobre o tema.

O artigo de revisdo devera conter os seguintes topicos: Titulo (portugués e inglés); Resumo
com Palavras-chave; Abstract com Key-words; Desenvolvimento do tema proposto (com
subdivisfes em tdpicos ou nao); Conclusdo; Agradecimentos (se for o caso) e Referéncias
Bibliogréficas.

Outras informacgdes importantes

é O autor principal deverd enviar, junto com o original, autorizacdo para publica¢do do
trabalho na Semina Ciéncias Agrérias, comprometendo-se a ndo o publicar em outro periddico.

é A publicacdo dos trabalhos depende de pareceres favoraveis da assessoria cientifica “Ad hoc”
e da aprovacao do Comité Editorial da Semina Ciéncias Agrarias, UEL.

é Nao serdo fornecidas separatas aos autores, uma vez que os fasciculos estardo disponiveis no
endereco eletrdnico da revista (http://www.uel.br/proppg/semina).

é Os trabalhos ndo aprovados para publicacéo serdo devolvidos ao autor.

é Transferéncia de direitos autorais: Os autores concordam com a transferéncia dos direitos de
publicacdo do referido artigo para a revista. A reproducdo de artigos somente é permitida com a
citagdo da fonte e é proibido o uso comercial das informagdes.

é As questbes e problemas ndo previstos na presente norma serdo dirimidos pelo Comité
Editorial da area para a qual foi submetido o artigo para publicag&o.

é Os trabalhos devem ser enviados para:

Universidade Estadual de Londrina ou Universidade Estadual de Londrina
Centro de Ciéncias Agréarias Coordenadoria de Pesquisa e P6s-graduagéo
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Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva Conselho Editorial das revistas Semina
Comité Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias Campus Universitario - Caixa Postal 6001
Campus Universitario - Caixa Postal 6001 86051-990, Londrina, Parana, Brasil.
86051-990, Londrina, Parang, Brasil. Informacgdes: Fone: 0xx43 33714105
Informacdes: Fone: 0xx43 33714709 Fax: 0xx43 3328 4320

Fax: 0xx43 33714714 E-mail: eglema@uel.br

E-mails: vidotto@uel.br; csvjneve@uel.br Home page: www.uel.br

Editorial rules for publication in Semina: Ciéncias Agrarias, UEL

The journal Semina: Ciéncias Agrarias is published each trimester to divulge scientific
knowledge of the Agricultural Science Center of the Universidade Estadual de Londrina. The
objectives of the Journal are to publish articles, short communications, case reports, and
reviews related to the Agronomic Sciences, Science and Technology of Nutrition, Veterinary
Medicine, Animal Science, and related areas.

Category of manuscripts

1. Scientific article: maximum of 25 pages, including figures, tables and references;

2. Scientific communications: maximum of 12 pages, references restricted to 16 citations, two
tables or two figures, or one table and one figure;

3. Case reports: maximum of 10 pages, references restricted to 12 citations, two tables or two
figures, or one table and one figure;

4. Review article: maximum of 35 pages, including figures, tables and references.

Submission of manuscripts

Original scientific articles, communications, case reports, and reviews can be written in
Portuguese, English and Spanish. Three copies must be submitted typewritten in A4 paper
using double spacing, prepared in Word for Windows text editor, with Times New Roman 12
Size typesetting, left and right margins of 2.5 cm, superior and inferior margins of 2 cm, and
with consecutively numbered pages according to the type of paper. Figures (designs, graphs,
and photographs) and tables must be numbered in Arabic typesetting and separated at the end
of the manuscript. Figures and tables must be 8 or 16 cm wide and a maximum of 22 cm tall;
when larger dimensions are submitted due to necessity, these will be reduced due to the
aforementioned dimensions. Tables and figure must be placed in separate pages following the
numeric order cited within the manuscript. Photographs must be identified on the reverse, while
designs and graphs on the bottom corner with their respective text numbers and the name of the
first author. When necessary, the superior part of the figure must be indicated to facilitate
correct placement within the text.

Manuscript preparation

Scientific article

Must describe results of original research in related areas with the following organization of topics:
Title, in Portuguese and

English; Abstract with key words (maximum of six); Introduction; Materials and Methods;
Results and Discussion, with the conclusions at the end, or Results, Discussion and
Conclusions separately; Acknowledgements; Suppliers, when necessary; and References. The
topics must be written in large and small letters, and bold typesetting without numbers. When



there is the necessity to have sub items within the topics, these must be presented in Arabic
numbers. The manuscript submitted for consideration must not be published in the in another
Journal.

The first page of the manuscript must have the following information:

1. Article title: the article with the corresponding translation to Portuguese, must be brief, and
adequately specific and descriptive, with terms that permit the reader to have an idea of the
content;

2. Names of authors: full name(s) must be provided and separated by semicolon just below the
title. The institution, financial agency, and identification of the authors must be provided by
insertion of numeric footnotes at the end of the title and the given names. The address of the
corresponding author must be highlighted by an asterisk and be complete with telephone and
fax numbers and e-mail.
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With effect from the second page of the paper, the manuscript must be written in the following

order:

1.Title of manuscript: with a corresponding translation in Portuguese.

2.Abstract and Key-words: must be informative, consist of 150 and 300 words and be translated
to Portuguese (Resumo e Palavras-chave).

3.Introduction: must be concise and have a review to introduce the topic and support the

methodology and discussion.
4. Materials and methods: may be in the descriptive continuous pattern or with sub items, in
order to permit understanding and reproduction of the described methodology with or without
the help of bibliographic references.
5.Results and discussion with conclusions or Results, Discussion and Conclusions: using the
chosen pattern, these parts must be clear, with the help of tables, graphs, and figures, so that the
reader should have no doubts relative to the authenticity of the results, topics discusses and
suggested conclusions.
6.Acknowledgements: persons, institutions or firms that contributed to the realization of the
manuscript must be mentioned at the end of the text and before the bibliographic references.

Observations:

When pertinent, before the references, it should be informed that the research was approved by
the bioethics committee and was realized in accordance to technical standards of biosecurity
and ethics.

Footnotes: must be indicated by a subscript symbol immediately after the respective sentence
with footnotes at the end of the page.

Figures: when indispensable will be accepted and must de mentioned within the text by a number in
Arabic algorisms. If the illustrations submitted were already published, the permission for

reproduction and source must be informed.

Tables: must have a title that permit the understanding of the meaning of the information,

without consultation of the text.
Units and symbols: must follow the national standards (ABNT) in vigor.

7. Citations in the text: must be in the alphabet system with large letters followed by year of

publication as in the following examples:
The results of DUBEY (2001) confirmed that the ...
According to SANTOS et al. (1990), the

effect of nitrogen ....... Beloti et al.
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(1999b) evaluated the microbiological

quality ....

...... and inhibits the test of syncytial formation (BRUCK et al., 1992).

....... affecting the quality of the derivatives (AFONSO; VIANNI, 1995).

8. Bibliographic references: must be in accordance with the standards NBR 6023, Aug 2000 of
ABNT, and must be listed in alphabetical order at the end of the paper. All participating authors
must be mentioned, irrespective of the number of participants (only exemption of the standard —
item 8.1.1.2). The exactitude of the references consulted and mentioned in the manuscript, as
well as the opinions and affirmations are the complete responsibility of the authors.

Other categories of manuscripts (Scientific communications, Case reports, and Reviews) must

follow the above mentioned rules, but with the following additional orientations for each case:

Scientific communications

Is a concise form, but with complete description, of the intentional or ongoing research (Note),
with bibliographic documentation and complete methodology, as in normal scientific
manuscript. It must have the following topics: Title (English and Portuguese); Abstract with
key words; the rest of the manuscript with division in topics, but following this sequence —
introduction, methodology, results (tables and figures can be included), discussion, conclusion,
and references.

Review article

A review must involve topics that are relevant to the scope of the Journal. The number of
review manuscripts in each fascicule is limited and authors may be invited to submit reviews of
interest to the Journal. In case of spontaneous submissions, it is necessary to include results of
the authors or the group involved, with bibliographic references, demonstrating experience and
knowledge of the topic.

The review article must have the following topics: Title (English and Portuguese); Abstract
with key words (with the corresponding in Portuguese); development of the proposed topic
(with or without subdivisions in topics); Conclusions; Acknowledgements (if necessary); and
References.

Other important information

1.The principal author must submit with a copy of the original manuscript, authorization to
publish the paper in Semina Ciéncias Agrarias, agreeing not to publish same in another Journal.
2. The publication of articles is dependent on favorable approbations by the “Ad hoc” scientific
committee and the Editorial Committee of Semina Ciéncias Agréarias, UEL.

3.Offprints will not be supplied to the authors, since the fascicules will be available online at
the electronic address of the Journal (http://www.uel.br/proppg/semina).

4. Manuscripts not approved for publication will be returned to the author.

5. Transfer of copyrights: The authors agree with the transfer of the rights of publication of the
articles for the Journal. The reproduction of articles is only allowed with the citation of the
source and it is prohibited the commercial use of the information.

6. Problems and doubts not cared within this regulation will be dealt by the Editorial Committee
from the area to which the manuscript was submitted.

7.Manuscripts must be submitted to:




Universidade Estadual de Londrina or
Centro de Ciéncias Agrarias

Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva

Comité Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias

Campus Universitario - Caixa Postal 6001

86051-990, Londrina, Parand, Brasil.

Informagdes: Fone: 0xx43 33714709

Fax: 0xx43 33714714

E-mails: vidotto@uel.br; csvjneve@uel.br
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Universidade Estadual de Londrina
Coordenadoria de Pesquisa e P6s-graduagao
Conselho Editorial das revistas Semina
Campus Universitario - Caixa Postal 6001
86051-990, Londrina, Parana, Brasil.
Informagdes: Fone: 0xx43 33714105

Fax: 0xx43 3328 4320

E-mail: eglema@uel.br

Home page: www.uel.br



