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CAPITULO | — CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO GERAL

A aquicultura é uma atividade promissora que tem ganhado cada vez mais espaco
no agronegocio. Esse desenvolvimento € influenciado por varios fatores como o0 aumento
da demanda pelos consumidores de alimentos nutricionalmente saudaveis como 0s
peixes, e que tem expectativa de aumento de producdo na piscicultura de 581,000
toneladas para 1.097,000 toneladas de 2016 até 2030 (FAO, 2018).

Entre as espécies nativas cultivadas que possuem importancia econémica para
aquicultura continental do Brasil, pode-se destacar os peixes redondos, composto
principalmente pelo pacu, (Piaractus mesopotamicus), a pirapitinga (Piaractus
brachypomus) e o tambaqui (Colossoma macropomum) e seus hibridos (PeixeBR, 2018).

O mercado aquicola tem influenciado a producdo de individuos com melhor custo
beneficio possivel, em virtude da concorréncia entre as diversas cadeias produtivas de
carne existentes no mercado mundial. Uma alternativa economicamente viavel e que
geralmente é empregada por produtores, é através da formacdo de hibridos
interespecificos, em que se busca melhorar caracteristicas de importancia econémica,
como o ganho de peso, resisténcia as oscilagdes ambientais, rusticidade e adaptagdo a
alimentacéo artificial (Prado, 2012).

Essa hibridacdo em peixes redondos tem sido realizada de forma indiscriminada,
e produtores de alevinos tém comercializado animais ndo compativeis com sua
caracterizacdo genética verdadeira, levando os piscicultores ao perigo de usar de forma
indevida, hibridos no lugar dos parentais como reprodutores, indicando alerta sobre o
monitoramento da producdo e comercializacdo destas espécies e seus hibridos
(Hashimoto, 2016).

A identificacdo desses individuos com base na visualizacdo da morfologia é
dificultada pela semelhanca na coloracdo e formato entre as espécies puras e seus
hibridos, podendo ser influenciada pela acdo genica ou por efeitos ambientais (Scribner
etal., 2001; Gomes et al., 2012).

Marcadores moleculares tém sido utilizados com grande precisdo para identificar
animais puros e hibridos simples em peixes. No entanto, o baixo nimero de marcadores
disponiveis, ndo é suficiente para identificar cruzamentos mais complexos, como pos-F1

em que a informacgdo sobre a origem dos cruzamentos é desconhecida (Costa et al., 2017).
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Além disso, marcadores moleculares que amplificam para estas espécies, apresentam
custo relativamente alto, demandam tempo para realizacdo das andlises laboratoriais e
ndo sdo facilmente acessiveis para produtores.

A aplicacdo de métodos estatisticos, podem ser utilizados para classificacdo de
grupos geneticos de animais com base nos caracteres fenotipicos, possibilitando fazer
inferéncias sobre a composicdo genética de animais pés-F1 (Costa et al., 2017). Entre 0s
procedimentos tém-se o modelo de mistura, que busca identificar a combinacéo linear de
varidveis independentes que irdo descrever as categorias da varidvel dependente de
maneira ideal.

Esse procedimento que é frequentemente usado na estatistica, como modelo
probabilistico para representar subpopulacdes dentro de uma populacédo geral, sem exigir
que o conjunto de dados observados identifiquem as subpopulacdes que pertencam a
observagdo individual (Assis, 2017).

A andlise discriminante € outra técnica multivariada que pode ser usada para
predizer ou discriminar a composi¢cdo genética dos animais, € tem o objetivo de
estabelecer as funcbes das variaveis observadas que sejam responsaveis ou possam
explicar as diferencas entre 0s grupos, permitindo assim ao pesquisador examinar se
existem diferencas significativas entre os grupos, em termos de varidveis preditoras e
também avaliar a precisdo da classificacdo (Michelotti, 2018; Hair et al., 2009).

Até o presente momento, trabalhos avaliando a composic¢do genética de pacu,
pirapitinga, tambaqui e seus hibridos utilizando modelo misto de mistura multivariada e
a andlise discriminante, sdo escassos na literatura cientifica. Dessa forma, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar a aplicacdo de modelo misto de mistura multivariada

e analise discriminante na identificacdo da composicao genética de Serrasalmideos.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Caracteristicas das espécies

O Brasil possui aproximadamente trés mil espécies de peixes, dos quais grande
namero com potencial para utilizagdo dentro da piscicultura, a utilizacdo dessas espécies
na piscicultura depende de muitos fatores, tais como adaptacdo dos individuos ao novo
ambiente, saindo do ambiente natural para o fechado, da relacdo custo beneficio e a
aceitacdo de mercado (Pinheiro et, 2014).

Dependendo da regido, o cultivo é predominado por algumas espécies. Na regido

Norte predominam peixes como o tambaqui e o pirarucu. No Nordeste e Sudeste, a
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preferéncia é pela tilapia, espécie mais cultivada no Brasil, no Sul tem predominéncia das
carpas e tilapias e no Centro-Oeste, sdo o tambaqui e pacu (Brasil, 2014).

A producdo em cativeiro de peixes redondos, tem crescido expressivamente nos
ultimos anos no Brasil, sendo 0s peixes nativos com a maior producdo na aquicultura
brasileira (Filho et al., 2016; Brasil, 2011).

2.2 Pacu (Piaractus mesopotamicus)

O pacu (Figura 1) é um teledsteo representante da superordem Ostariophysi, da
ordem Characiformes, familia Characidae e da subfamilia Myleinae. Espécie nativa
largamente encontrada nas bacias do rio Parand, Paraguai e Uruguai, com maior
distribuicdo nas planicies alagadas da regido Centro-Oeste, e no Pantanal do Mato Grosso
(Petrere, 1989).

E um peixe de escamas, com corpo romboide, achatado e robusto, possuindo
coloragéo uniforme, variando do castanho ao cinza escuro, com o ventre amarelado. A
espécie pode chegar até a 50 cm de comprimento (Borges, 2014).

Essa espécie tem habito alimentar onivora com forte tendéncia a herbivoro,
alimentando-se de frutos, detritos organicos, crustaceos, moluscos e pequenos peixes, e
as condicdes ideais para seu desenvolvimento é &gua, de pH ligeiramente &cido e
temperatura em torno de 26°C (Dairiki et al., 2009).

Figura 1 - Pacu (Piaractus mesopotamicus).
Fonte: (Aquishow, 2018).
O pacu se apresenta com grande potencial no uso da piscicultura intensiva,

possuindo caracteristicas importantes como, sabor agradavel de sua carne, baixo custo de

manutencdo, resisténcia a patdgenos, baixa exigéncia quanto a qualidade da &gua, alta
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adaptabilidade ao cultivo em tanques e viveiros, além de estar entre as espécies mais
apreciadas na pesca esportiva (Abimorad & Carneiro, 2008; Jomori et al., 2005).

Segundo os dados mais recentes sobre a producdo de peixes nativos no Brasil, em
2016, foram produzidos em conjunto 13.084,744 toneladas de pacu e o hibrido patinga.
Isso representa aproximadamente 7% da producdo de peixes nativos pela aquicultura
continental (IBGE, 2016).

2.3 Pirapitinga (Piaractus brachypomus)

A pirapitinga (Figura 3), € uma espécie natural dos rios Solimdes, Amazonas,
Orinoco e seus afluentes, e pode atingir 80 cm de comprimento e 20 kg de peso. Essa
espécie possui habito alimentar onivoro e se alimenta basicamente de frutas, folhas,
sementes e microcrustaceos. E considerada espécie rustica, valorizada pela sua carne e de
crescimento rapido, e com isso apresenta excelente condicao para o cultivo em sistemas
de producéo fechados (Fresneda et al., 2004; Lima, 2014; Jorge, 2016).

Figura 2 - Pirapitinga (Piaractus brachypomus).
Fonte: (Fernando, 2011).

Essa espécie possui coloracdo avermelhada na regido peitoral e prateada nas
demais partes do corpo. Apresentam atrativos importantes comercialmente como alto
rendimento de carcaca (86%), carne de qualidade e saborosa, boa aceitacdo pelo mercado
consumidor, além de possuir também coloracdo avermelhada (Mora, 2005; Abad et al.,
2014).

No Brasil, a producgéo da pirapitinga (Piaractus brachypomus) foi de 2.099,685
toneladas, segundo o levantamento do IBGE em 2016. Em relag&o ao ano anterior houve
reducdo de 41,2% da producéo dessa espécie, que pode estar associada a intensificacao
da producédo de hibridos na aquicultura continental (IBGE, 2016; Brasil, 2011). A
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producdo dessa espéecie ndo é restrita as regibes em que sdo endémicas. A espécie foi
introduzida para uso na aquicultura em varios paises da América do Sul (Colémbia, Peru
e Venezuela), e também em paises asiaticos (China, Mianmar, Tailandia e Vietnd) (Flores
nava, 2007; Honglang 2007; Jorge, 2016).

2.4 Tambaqui (Colossoma Macroponum)

A espeécie (Figura 2), conhecida popularmente como tambaqui, pertence a ordem
Characiformes, da familia Serrasalmidae. E um peixe de escamas com corpo romboidal.
Em sua fase adulta apresenta manchas escuras irregulares ventrais e caudais, com dorso
em tonalidade esverdeada, mas pode variar para mais clara ou para escura dependendo da
cor da agua (Lima & Gomes, 2005; Borges, 2013).

Figura 3 - Tambaqui (Colossoma macropomum).
Fonte: (Colares, 2015).

O tambaqui é nativo da bacia amazonica, esta presente no rio Solimdes-Amazonas
e também nos principais rios da bacia do rio Orenoco na Venezuela, cuja reproducao e
criacdo em cativeiro se desenvolveram na regidao amazoénica (Inoue & Boijink, 2011).

De acordo com o dltimo levantamento de aquicultura no Brasil em 2016, o
tambaqui é de longe a espécie nativa mais produzida, com cerca de 132.616,2 toneladas
cultivadas, com aumento de 16% de producdo em relacdo ao ano de 2011. Além disso,
seus hibridos Tambacu e Tambatinga produziram cerca de 44.953,272 toneladas,
demonstrando assim, grande importancia econdémica para a piscicultura nacional (IBGE,
2016; Brasil, 2011). Esta espécie tem como principais qualidades a consisténcia e o sabor
da carne, adaptabilidade ao cativeiro, boa aceitacdo do mercado consumidor, alta
prolificidade, habito alimentar onivoro, além de adapta-se muito bem ao policultivo
tornando essa espécie relevante para a piscicultura no Brasil por apresentar caracteristicas

zootécnicas favoraveis a criagdo e comercializagdo (Santos, 2009).

15



2.5 ldentificacdo dos animais

Outrossim, em geral a identificagdo de diversos animais pode ser feita através de
andlises morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais, embora seja recomendado utilizar
técnicas que agregam maior confiabilidade ao estudo, como por exemplo técnicas
moleculares. Diferentes marcadores moleculares e para diferentes espécies estdo
disponiveis na literatura.

Cada método possui vantagens, desvantagens e diferentes caracteristicas
genéticas, podendo ser marcadores dominantes ou codominantes, de regifes do DNA
nuclear ou mitocondrial, de heranca maternal ou biparental entre outros, deste modo, cada
marcador possui diferentes procedimentos e técnicas de analise de acordo com o objetivo
e técnicas que serdo aplicados (Prado, 2012).

A variabilidade ou diversidade genética é a variedade de alelos e gen6tipos, e
constitui a forca que da as populacbes, capacidade de suportar pressdes ambientais,
diminuindo o risco de extin¢do. A determinacdo da variabilidade genética é importante
para populacfes naturais e cultivadas, visto que essas informages podem mostrar a
relacdo genética entre individuos, populacdes e até mesmo em espécies diferentes
(Santos, 2009).

Existem evidéncias de que muitos estoques estabelecidos, foram modificados em
sua estrutura, composicdo génica e tem se tornado endogémicos, seja pelo desbalanco
entre 0 nimero de machos e fémeas para a formacdo da populacdo base ou selecdo
intencional. Além disso, a reproducdo em cativeiro eleva as chances de acasalamento
entre individuos aparentados resultando na reducdo da variabilidade genética (Norris et
al., 1999; Hallerman, 2003; Melo et al., 2006).

As semelhangas marcadas entre os hibridos e sua espécie-mée, dificulta a
identificacdo destes animais com base na morfologia, ou mesmo seu comportamento ou
ecologia, devido a isso a caracterizacao genética de existéncias que passaram por alguma
forma de manipulacdo artificial tornou-se cada vez mais importante nas exploracfes
piscicolas em que é praticado (Gomes et al., 2012).

A identificacdo de peixes redondos fenotipicamente se torna um desafio, visto
que dependendo do ambiente de cultivo e do nivel de estresse dos animais a sua coloragéo
pode variar, dificultando ainda mais a identificacgho do animal pelo fenotipo,

principalmente quando ha hibridos, assim, técnicas baseadas em marcadores moleculares
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tém possibilitado a identificacdo de erros na classificacdo de peixes na aquicultura
brasileira (Gomes et al., 2012; Hashimoto et al., 2014).

Em suma, a perda de dados é um problema que faz parte do cotidiano da maioria
dos pesquisadores, seja na coleta, tabulacdo e analise. Visto isso, a manipulagéo e
interpretacdo dessas informagdes devem ser feitas de maneira critica e metddica, pois a
utilizacdo de métodos inadequados pode levar a dedugdes imprecisas sobre o conjunto de
dados (Nunes et al., 2009). Dessa forma, pode-se utilizar a imputacdo, em que 0 processo
¢ usado para substituir dados ausentes por estimativas dos mesmos.

Valores podem estar ausentes por varias razdes, dependendo da fonte dos dados,
erros de medic¢des, mau funcionamento dos equipamentos utilizados para obtencgéo e falha
do operador. Esse descarte das amostras ou variaveis que possuem componentes faltantes,
muitas vezes significa jogar fora grande parte dos dados que poderiam ser Uteis para o
modelo (Costa et al., 2017).

Os primeiros estudos sobre imputacdo de dados faltantes foram realizados por
Freeman (1975), em que gerou valores de modo iterativo minimizando a soma de
quadrados do erro. Posteriormente Dempster et al., (1977), propds 0s primeiros estudos
sobre imputagdo multivariada de dados faltantes, o estudo foi elaborado seguindo alguns
principios importantes sendo eles.

1. Imputar os valores ausentes usando modelo apropriado que considera variacéo
aleatoria;

2. Repetir o primeiro passo de 3 a 5 vezes;

3. Executar a andlise desejada em cada conjunto de dados usando métodos de dados
completos e padronizados;

4. Calcular a média dos valores das estimativas de parametros nas amostras de
valores faltantes, a fim de obter uma estimativa pontual Unica;

5. Calcular o erro padrdo calculando a média dos erros padrdo ao quadrado das
estimativas dos dados faltantes. Depois disso, deve-se calcular a variancia do
parametro de valor ausente entre as amostras. E, posteriormente é necessario
combinar os dois valores para calcular os erros padrdes.

Esse método possui varios recursos que podem ser usados, como:

e Obter de estimativas quase que imparciais de todos os parametros do erro
aleatorio;

e Obter boas estimativas dos erros padrao;

e O procedimento pode ser feito com qualquer tipo de dado e nas variadas analises.

17



Porém, é preciso seguir algumas regras antes de aplicar o método de imputagdo
multivariada para dados faltantes, sendo eles:

e Os dados devem estar ausentes aleatoriamente, ou seja, a probabilidade dos dados
estarem, ausentes em determinada variavel pode depender de outras variaveis
observadas, mas nao pode depender de si mesma;

e A segunda condic¢do para a imputacdo multivariada de dados perdidos é que o
modelo usado pelo pesquisador para imputar os valores deve ser apropriado;

e A terceira condicdo é que o modelo usado pelo pesquisador deve corresponder ao
outro modelo usado para a imputacdo multivariada de dados ausentes.

Dessa forma, usando esses modelos para imputar dados composi¢éo génica, séo
substituidos os valores ausentes por valores estimados. A maioria dos métodos de
imputacdo fornecem as probabilidades de predizer os possiveis genotipos de cada
marcador molecular imputado, e estas podem ser utilizadas para prever os valores
gendmicos dos animais nos estudos de associacdo genémica (Marchini & Howie, 2010;
Hayes et al., 2011).

2.6 Modelo de mistura

A importéncia dos modelos de mistura se deve a sua capacidade de representar
subpopulacBes com caracteristicas especificas (nesse caso, caracteristicas genéticas)
dentro de uma populacdo maior, através do modelo probabilistico (Assis, 2017). A
alternativa que recentemente vem sendo muito utilizada quando ha dados faltantes é a
imputacdo por meio de modelos de misturas (Costa, 2015). Ha diversos métodos que
podem ser utilizados para estimar os parametros via verossimilhanca. Sendo o mais
conhecido o algoritmo EM, publicado por Dempster, Laird e Rubin (1977).

Em uma mistura finita com k distribuicfes Gaussianas, considerando para cada
grupo (g =1, 2,..., k), as proporcdes, as méedias e as matrizes de covariancias das misturas

sdo simbolizados por m, u, € ¥ g, respectivamente. O valor da fungdo de distribuicdo

de probabilidade de uma observacao y; € dado por (Mclachlan; Peel, 2000):

k
f(yj | 6) = Z 4 (Y |:“g'Zg)
g=1
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Emque 68 = (m, 1, Y)) € o vetor de parametros do modelo, contendo as proporgdes
das misturas © = my, ... Ty, 0S pardmetros u = pq, ..., U € Y, = N1, ..., 2.k que formam a
probabilidade da funcdo de distribuicdo Gaussiana:

_(y—u)TZz‘l(y—u)

lwX) =W€

Como os k grupos de dados s&o mutuamente exclusivos e exaustivos, a densidade
conjunta dos valores observados de y; € a soma das densidades observadas em cada grupo
ponderadas pelas proporg¢des dos grupos.

Assumindo que os individuos sdo independentes um do outro, o valor da funcgéo
de probabilidade para o conjunto é simplesmente o produto das probabilidades para as

observacoes:

N N n
rvie) =] [roile) =] | (Z 7, | ug,zg)>
j=1 j=1 0

i=

2.7 Algoritmo em no ajuste de modelos de mistura

A abordagem geral para estimar os parametros do modelo que vem sendo utilizada
é 0 método da maxima verossimilhanga, utilizando o algoritmo EM (E: esperanca. M:
maximizacao) proposto por Dempster, Laird e Rubin em 1977 (Dempster et al., 1977).
Este foi estendido para estimar modelos de misturas Gaussianas para conjuntos de dados
com os valores em falta (Ghahramani; Jordan, 1994). Recentemente, modelos de mistura
de Gauss aplicados aos problemas de dados faltantes tém sido estudados extensivamente
(Costa, 2017).

O algoritmo EM € um processo iterativo que melhora as estimativas atuais dos
parametros a cada passo, sendo finalizado quando nenhuma melhoria adicional é obtida.
Comecgando por escolher valores arbitrarios para os parametros do modelo, em cada
interacdo, o algoritmo substitui os valores de classe por seus valores esperados com base
nos pardmetros correntes (Esperanca). Em seguida, atualizar os parametros
(Maximizacgéo), ou seja, maximiza a log-verossimilhanga dos dados completos, dadas as
estimativas dos dados faltantes. Devido as propriedades de ajuste do modelo, essa iteragdo

faz com que ocorra melhoria na estimagdo dos parametros em cada passo (Dempster et
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al., 1977). O procedimento é repetido varias vezes, até que ndo se consiga melhoria

consideravel, ou 0 nimero maximo pré-determinado de iteracdes seja alcangado.

Seja E[a|b](t) o valor esperado de a dado b na iteragdo t. Agora, mais
formalmente, para a mistura de distribuicbes Gaussianas, o algoritmo funciona da

seguinte forma:

a) Inicializagdo: em que n(o),ufo) e Zi(o) assumem valores arbitrariosemt = 1.

b) E-passo: definir os valores esperados:

NG,

Zj

e

—F [Zj | D u.(t_l),zi(t_l)] paracadaj=1, ..., N.

c) M-passo: célculo de ”z , uf e Xfparacadai=1, .., k com estimativas de

©

Z

méaxima verossimilhanca baseada em Y e

O célculo dos valores necessarios para distribuicdes de Gauss é simples, como se
segue (Hunt; Jorgensen, 2003; Mclachlan; Peel, 2000). A esperanca de aj observacédo
pertencer ao grupo g € a probabilidade de y; dado o grupo e os parametros do grupo,

dividido pela soma das probabilidades de y;, em cada grupo:

(i | g Tg)
os = F ] = gnnglugz)
11 Vi K

O vetor médio de cada grupo (g) é a média dos dados para todas as observacdes,

ponderadas pelas probabilidades do grupo:

U Z] 12gj Yj
9= VN
j=1 Zgj

A covariancia de duas variaveis | e m no grupo g é a covariancia das duas variaveis

de todas as observacges, ponderadas pelas probabilidades do grupo:

_ ijzl Zgj (yjl - :ug)(yjm - .ug)
Ogim) = N 7.
j=1 gj
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As proporc¢es das misturas sdo as somas de probabilidades de cada grupo dividido

por N:
= =1 Zyj

N

Dada a soma das estimativas Z;; para cada observacdo, os valores finais dos
vetores Z; dos grupos podem ser usados com a probabilidade de que determinada
observacao pertenca a um determinado grupo, portanto informa o agrupamento desejado.
Ademais, esse processo vai sempre convergir para um méaximo local da log-
verossimilhanga (Mclachlan; Peel, 2000). Nao hé garantia de encontrar o maximo global;
na verdade, em muitos casos, 0 maximo global ndo existe, como certos casos em que se
utilizam distribuices cada vez mais estreitas sobre um ponto que pode alcancar
probabilidades infinitas. Para combater estes problemas, o algoritmo é reiniciado varias
vezes com diferentes valores iniciais, com um numero maximo de iteraces. No final, os
valores mais frequentes (o encontrado mais vezes) ou a melhor (no sentido da
probabilidade, dados observados) das solucBes convergidas € escolhida como a "correta”,

sendo que nem sempre o mais frequente e a melhor solucéo séo iguais.

2.8 Analise discriminante

Analise discriminante se fundamenta em técnicas estatisticas multivariadas e
geralmente € utilizada para discriminar e classificar grupos, € vem sendo comumente
usada com eficacia em diversas areas de aplicagdes com o objetivo de discriminar
populacdes pré-definidas. Essa discriminacdo, forma-se k grupos homogéneos na
amostra, sem o0 conhecimento a priori da alocacdo dos objetos nos grupos (Khattree &
Naik 2000).

Na Analise Discriminante, conhece-se a priori a que grupos pertencem 0s
elementos da amostra, em que uma amostra de cada um dos grupos € coletada e, além de
suas respectivas variaveis observadas considerando cada objeto amostrado. Também €
preciso saber de que populacdo cada amostra provém. Sendo os principais objetivos da
Anélise Discriminante (Lucena, 2012; Hair, 2009):

* Discriminagdo: encontra-se fungdes das variaveis observadas que possam
explicar as diferencgas entre as g populagoes;

* Classificacdo ou alocagdo: determina-se fungdes das variaveis observadas que

permitam classificar novos objetos em alguma das g populages.
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Na pratica, essas funcbes sdo determinadas com base na amostra e sdo utilizadas
para fazer a classificacdo de objetos extra amostra em uma das populac¢Ges (Barroso,
2003).

A funcdo discriminante linear de Fisher visa basicamente determinar a
combinagdo linear das varidveis observadas que apresentam maior poder de
discriminagdo entre os grupos e com a propriedade de minimizar as probabilidades de ma
classificacdo, quando as populacbes sdo normalmente distribuidas com parametros de
média p e varidncia X conhecidas (Fisher, 1936).

Se determinada variavel estd vinculada a um fator é incluida, torna-se menos
improvavel que varidveis adicionais daquele mesmo fator também sejam, pois séo
altamente correlacionadas e tém potencialmente menos poder preditivo adicional do que
as variaveis que ndo estdo naquele fator, pois seu efeito ja esta representado pela variavel
do fator incluida (Hair, 2005). Essa técnica envolvendo dados morfométricos, tem sido
utilizada por alguns pesquisadores, compararam o otolito de peixes e formas de escala
espécies coletadas em cinco locais diferentes (Ibafiez, et al 2017). Ja Silva et al (2009),
investigou os padrdes de variacdo morfoldgica entre populacdes proveniente de diferentes
bacias hidrogréficas. De forma semelhante Yakubu, (2011), usou diferencas
morfométricas para caracterizacdo de duas espécies de peixes através da analise

discriminante.

2.7 FUNCAO DISCRIMINANTE LINEAR DE FISHER

A funcdo discriminante linear de Fisher é uma combinacdo linear de
caracteristicas originais que se caracteriza por produzir separacdo maxima entre

duas populacdes (Varela, 2004).

Considerando que i e £ sd@o parametros conhecidos e respectivamente, 0s
vetores de médias e a matriz de covaridncias comum das populagdes .
Demonstra-se que a funcdo linear do vetor aleatério X que produz separagédo

méaxima entre duas populagdes é dada por (Abreu, 2016):
DX)=L"X=[u—p] 27" X
em que,

X = [X1 X5 ... Xp] e m=[m,m,]
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L = vetordiscriminante;

X = vetor aleatorio de caracteristicas das populacdes;

u = vetor de médias p-variado;

> = matrizcomum de covariancias das populagbes w; € m,;

O valor da fungéo discriminante de Fisher para uma dada observagéo X, é:

D(xo) = [u1 —p2]' - 271+ xg

O ponto médio entre as duas médias populacionais univariadas p1 e 2 €:

1 1 —_— . .
ng[lh—ﬂz] - X7V [uy + uy], ou seja;

m =~ [D () + D(uz)]

A regra de classificacdo baseada na funcéo discriminante de Fisher é:

Alocar x, em ;88 D(xo) = [y —up]' - 271 - xg =m

Alocar x, em 7, se D(xo) = [y —pp]' - 271 - xo <m

Assumindo-se que as populacbes m, e 1, tém a mesma matriz de

covariancias X pode-se entdo estimar uma matriz comum de covariancias S,:

Se = (ny — 1) + (n2 — 1)] St [(n1 — 1) + (n2 - 1)] %2
em que,

S. = estimativa da matriz comum de covariancias X,

n, = numero de observagOes da populagdo i,

n, = numero de observagoes da populagédo mz;

S, = estimativa matriz de covariancias da populacao n;

S, = estimativa matriz de covariancias da populagdo mz;

A funcdo discriminante linear amostral de Fisher é obtida substituindo-se os

parametrospli, [z e T pelas respectivas quantidades amostrais X,,X,e S, :
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em que,

D(x)=L -x=[x—%,] - S;'  «x

funcéo discriminante linear amostral de Fisher;

estimativa do vetor disriminante;

média amostral da populacéo m1;

média amostral da populacéao .
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CAPITULO Il - ARTIGO |
MODELO MISTO MULTIVARIADO NA IMPUTACAO DE COMPOSICAO
GENETICA EM PEIXES REDONDOS

RESUMO

O presente trabalho objetivou-se avaliar modelos multivariados na imputacdo da
composicado genética de peixes Serrasalmidae com base no peso corporal em medidas
morfomeétricas do corpo. Foram adquiridos 96 juvenis de duas pisciculturas comerciais,
sendo 12 de cada grupo genético: pacu, pirapitinga, tambaqui, tambacu, tambatinga,
patinga, paqui e piraqui. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 16 caixas
d’agua em sistema de recirculagdo, sendo duas caixas por grupo genético com densidade
de seis animais por caixa, e foram cultivados até 495 dias de idade, sendo pesados e
submetidos a analise morfométrica. Para confirmacdo da identidade dos animais foram
utilizados dois marcadores nucleares e um mitocondrial. Para os animais que foram
considerados hibridos avancados (pds-F1) pela analise molecular, foi utilizada a
metodologia de modelos mistos de misturas multivariados para imputar a composicao
genética dos animais com base no peso corporal e nas medidas morfométricas. Utilizou-
se a metodologia proposta por Griffing (1956), considerando o0 modelo misto, em que 0s
efeitos ambientais foram estimados através dos EBLUE, e os efeitos genéticos foram
considerados como aleatorios, sendo obtidos os EBLUP dos efeitos gerais e especificos
de combinacGes. Para verificar a concordancia da composi¢cdo genética dos animais
obtida via imputacdo, e a conhecida para as caracteristicas avaliadas e entre estas, foi
realizada a correlacdo de Pearson utilizando o teste de Mantel. Houve diferenca na
correlacdo entre os gendtipos verdadeiros e 0s imputados entre as variaveis utilizadas nos
diferentes modelos (uni e multicarater). Observou-se que com acréscimo de variaveis
morfométricas, elevou-se consideravelmente a correlagdo para a maioria das
caracteristicas, isso devido alta correlacdo genética e herdabilidade dessas variaveis,
melhorando a acuracia de predigdo da composigdo genética desses individuos. Atraves da
imputacdo foi possivel fazer inferéncia sobre a composic¢ao genética dos animais para as

diferentes metodologias e combinacgéo das variaveis.

Palavras-chave: Colossoma Macropomum. Modelo de mistura. Peixes nativos.
Piaractus brachypomum. Piaractus mesopotamicus. Serrasalmideos.
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ABSTRACT

The present research was carried out to impute the genetic composition for missing
pedigree data in Serrasalmideos based on body weight and morphometric measurements.
A total of 96 juveniles were purchased from two commercial fish farms, 12 of each of the
following genetic groups: pacu, pirapitinga, tambaqui, tambacu, tambatinga, patinga,
paqui and piraqui. The animals were randomly distributed in 16 water boxes in a
recirculation system, two boxes per genetic group and six animals per box density, where
they were grown up to 495 days old, being weighed and submitted to morphometric
analysis. Two nuclear and one mitochondrial markers were used to confirm the animals
identity. For the animals that were considered advanced hybrids (post-F1) by molecular
analysis, the mixed models methodology of multivariate mixtures was used to impute the
kinship of the animals based on body weight and morphometric measurements. The
Griffing (1956) methodology was used, considering the mixed model where the
environmental effects were estimated through the EBLUE and the genetic effects were
considered as random, obtaining the EBLUP of general and specific effects of
combinations. In order to verify the genetic composition concordance of animals obtained
via imputation and the known one for the characteristics evaluated and among them, the
Pearson correlation was performed using the Mantel test. There was a difference in the
correlation between the true and imputed genotypes among the variables used in different
models (uni and multicaracter). It was observed that, with the morphometric variables
addition, the correlation for most of the characteristics was elevated considerably, due to
the high genetic correlation and heritability of these variables, and in this way, they had
better explain the genetic composition of these individuals. Through imputation it was
possible to make inferences about animals genetic composition for different
methodologies and variables combination.

Keywords: Colossoma Macropomum. Mixing model. Native fish. Piaractus
brachypomum. Piaractus mesopotamicus. Serrasalmideos.
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1 INTRODUCAO

O Colossoma macropomum, Piaractus mesopotamicus e Piaractus brachypomus
s80 espécies de peixes que possuem caracteristicas nutricionais e sensoriais atraentes para
0 mercado consumidor, sendo cultivadas em diversos paises da América do Sul,
especialmente Brasil, Coldmbia, Peru e Venezuela, bem como em paises asiaticos como
China, Tailandia e Vietna. (Jorge, 2016; Costa et al., 2018). A producdo de hibridos
interespecificos entre essas espécies tem sido muito empregada com objetivo de obter
heterose e complementariedade para as caracteristicas de importancia econdémica
(Mourad et al., 2018).

A dificuldade de identificacdo acurada da composicdo genética dos individuos
destas espécies por meio da visualizacdo morfoldgica vem sendo relatada em varios
trabalhos cientificos (Hashimoto et al., 2014, Costa et al., 2017). Dependendo da
interacdo alélica e dos efeitos ligados ao sexo, materno, paterno e ambiental, os hibridos
podem fenotipicamente assemelhar-se a seus pais, resultando assim em identificacfes

erroneas (Costa et al., 2017).

Marcadores moleculares e mitocondriais tém sido utilizados com grande preciséo
na identificacdo de animais puros e hibridos simples (F1) (Gomes et al., 2012; Hashimoto
et al., 2011, 2014). Entretanto, para animais oriundos de cruzamentos mais complexos,
ou seja, em que pelo menos um dos genitores é um hibrido, ndo é possivel identificar a
composicdo genética do individuo, sendo estes classificados como p6s-F1 (Costa et al.,
2017).

Modelos de misturas finitas tém sido empregados para realizar imputacdo em
diversas areas. A aplicacdo de forma direta, é quando tem-se uma populacdo e esta é
formada por subpopulagdes claramente definidas com suas caracteristicas proprias,
apesar de raramente se saber a qual populacdo pertence cada observacdo. Cada
subpopulacdo € descrita por sua densidade e as ponderacdes das misturas sdo as
probabilidades de cada observacdo pertencer a uma certa subpopulacdo (Luca e
Zuccolotto, 2003). Esses modelos j& mostraram eficacia na classificagdo peixes utilizando

abordagem univariada (Costa et al., 2017).

A analise multivariada possui vantagens em relacéo a univariada por considerar a
covariancia entre as variaveis, resultando em maior precisdo e acuracia nos resultados.

Modelos de misturas mistos multivariados sdo promissores para a imputacdo de
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composi¢cdo genética baseada em fendtipo, especialmente em cruzamentos com pais
desconhecidos. Portanto, objetivou-se avaliar modelos multivariados na imputacdo da
composicado genética de peixes Serrasalmidae com base no peso corporal em medidas

morfomeétricas do corpo.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material biologico e procedimentos experimentais

Os dados utilizados no projeto foram coletados no ano 2012 em um experimento
conduzido na Estagéo de Piscicultura da Universidade Federal de Lavras, por 465 dias,
dividido entre 180 dias para adaptacdo e 285 dias experimentais. O experimento foi
realizado no laboratdrio de recirculacdo de agua, equipado com 16 tanques de agua com
capacidade para 500 litros que consistiu em um biofiltro, sonda pt100, controlador de
temperatura (N540) e uma bomba (1/3 hp).

Para este, 96 juvenis de Serrasalmidae foram adquiridos de duas fazendas
comerciais de peixe no estado de Sdo Paulo, dos seguintes grupos genéticos (espécies e
seus hibridos): pacu, pirapitinga, tambaqui, patinga (Qpacu x Jpirapitinga), paqui
(Ppacu x Jtambaqui), piraqui ({Ppirapitinga x Jtambaqui), tambacu (Ptambaqui x
Jd'pacu) e tambatinga (Qtambaqui x J'pirapitinga).

Os peixes foram colocados em 16 tanques internos (500 L) por um periodo de
aclimatacdo de cinco meses. Durante esse periodo de adaptacdo, 13 peixes morreram,
reduzindo o nimero de 96 para 83 animais. A densidade de estoque foram seis peixes por
tanque, sendo dois por grupo genético. Os tanques foram controlados para que houvesse
trés renovacdes totais a cada hora e a temperatura mantida a 28°C ao longo do periodo de
estudo.

Os peixes foram alimentados ad libitum com alimentos comerciais contendo 32%
de proteina bruta, fornecidos trés vezes por dia (08h as 12h e 16h) até atingir 100 g de
peso corporal, e depois duas vezes por dia (08h e 14h) depois. O oxigénio dissolvido foi
monitorado diariamente e amdnia, nitrito, nitrato e pH a cada trés dias. Aos 180 dias de
idade, os peixes foram contados e os valores foram utilizados como efeitos fixos no
modelo estatistico.

N&o foi necessario nova aprovacdo do Comité de Etica para esse estudo, pois 0s

dados foram obtidos de um banco existente, 0 mesmo foi aprovado pelo Comité de Etica
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em Experimentacdo Animal da Universidade de Lavras, Lavras, Brasil (Protocolo 074/13
de 27 de fevereiro de 2014).

2.2 Avaliacdo morfométrica

No final do periodo experimental, os peixes foram anestesiados com benzocaina
(60 mg L-1), pesados e analisados em termos dos seguintes parametros morfométricos:

e Comprimento padrdo (CP), entre a extremidade anterior da cabeca até o final do
perimetro da nadadeira caudal;

e Comprimento da cabeca (CC), entre a extremidade anterior da cabeca e a borda caudal
do opérculo;

e Altura do corpo (AC), medida a frente do primeiro raio de nadadeira dorsal,

e Largura do corpo (LD), medida na regido do primeiro raio de nadadeira dorsal.

2.3 Anélise molecular

Para determinar o grupo de cada peixe, amostras da nadadeira foram coletadas e
fixadas em alcool 100%, posteriormente o0 material genético foi extraido e purificado com
0 Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega), seguindo as recomendacfes do
fabricante.

Para a identificacao de parentes e hibridos, foram utilizados dois marcadores SNP
(polimorfismo de nucleotideo Unico) de genes nucleares e fragmentos de genes
mitocondriais COI (citocromo ¢ oxidase subunidade I) e CYTB (citocromo B). Os
fragmentos amplificados primeiramente foram visualizados sob iluminag&o UV e depois
analisados os diferentes tamanhos de fragmentos de DNA em gel de agarose a 2% corados
com brometo de etidio (1 ng mL-1), em que foi feito o diagndstico para cada espécie
parental e seus hibridos interespecificos (Hashimoto et al., 2011).

2.4 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada para imputar a composicao genética dos animais
com base em todos os fendtipos medidos (peso corporal e morfometria). No contexto
dialélico, foi aplicado o método proposto por Griffing (1956), adaptado a analise do
modelo misto, em que os efeitos ambientais foram estimados através de EBLUE e o0s
efeitos genéticos foram considerados aleatorios, obtendo os EBLUP dos efeitos de
capacidade de combinacdo geral (CGC) e especificos (CEC). No entanto, todas as
informagdes sobre os parentais estdo disponiveis, assim, a anélise dialélica foi realizada

pelo modelo de mistura mista normal, que imputa as matrizes de incidéncia para os efeitos
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aleatorios (CGC e CEC) quando a composicao genética do animal é desconhecida. Para
fazer inferéncias sobre a composicdo genética dos animais amostrados, considera-se a
matriz de incidéncia imputada da CGC porque representa o efeito genético aditivo no
modelo. O efeito reciproco nédo foi considerado no modelo. O modelo misto multivariado
segue abaixo:

Y= XB+ E[Z;]ay + E[Z,]d + ¢

Em que: Y é o vetor ou matriz das variaveis fenotipicas (peso corporal e medidas
morfométricas), X é a matriz do efeito fixo que incluem o nimero de peixes em cada
tanque; Z, e Z, sdo as matrizes CGC e CEC; B ¢ o vetor de efeitos fixos; e a; e d séo 0
efeito aleatdrio relacionado a CGC e CEC, respectivamente. Os efeitos aleatorios (o, e
d) foram assumidos como a; ~ MVN (0, ¢?), e d; ~ MVN(0, ¢2), e 0s residuos
aleatorios € foram assumidos como sendo normalmente distribuidos, ndo correlacionados
e tém variacdo homogénea. Se todos os pedigrees sdo conhecidos, entdo Z; e Z, carregam
informacdes completas, mas, como alguns genitores estavam faltando, tem que imputar
Z, e Z, com base na expectativa do gendtipo.

A funcéo de verossimilhanca total pode ser descrita da seguinte forma:

N
el =] [» o510
j=1

Em que:
b+ E[Z,la, + E[Z,],d c? é o vetor dos parametros do modelo.

Os modelos mistos multivariados de misturas normais considerados g como
denotando grupo genético (g = 1, 2, ..., 6), n; como a maximizagéo das proporgoes
(presuncéo inicial, um dado animal pertence a determinado grupo), y, como vetor medio
e g2 como a variancia do erro. A probabilidade total para os dados pode ser representada
pela seguinte equacao:

n

L(01) =1ﬁp(yj|e) [

i=k+1

l
an (yjlugaz)
g=1
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Em que: my(my,..., ) = % , OU seja, a probabilidade inicial de um individuo com
composicdo genética desconhecida pertencente a qualquer cruzamento € 1/6 e ug (¢, ...,
Ug) S80 0s valores genotipicos relacionados ao cruzamento g-ésimo.

Os valores observados foram agrupados em produtos de sequéncias, em que 0
contador variou de j para k. Os dados faltantes sobre a composi¢do genética foram
agrupados no contador variando de i para n, onde i = k + 1. A expectativa da j-ésima
observagdo pertencente ao grupo g € dada pela probabilidade condicional de y;, dado o
grupo e seus parametros, normalizados pela soma das probabilidades de y;. Portanto, €

uma variavel multinomial:

2
7 (e 9?)
Z'f:l 1 (V) i, %)

Z2jg = E|Zgi]

O vetor médio de cada grupo (g), ou seja, a média dos dados para todas as

observagdes, ponderada pelas probabilidades do grupo, foi estimada por:
Wy = E[Z1]oy + E[Z;] d

Esta parte relacionada ao modelo misto refere-se a expectativa do valor genotipico
sob o cruzamento g-ésimo. Por exemplo, se o j-ésimo individuo apresentar uma
probabilidade de Z,;; = 0.9 a serem alocados no primeiro grupo (fundo genotipico puro),
entéo, E[Z;;; =2 * 0,9, em que 2 € o nimero de alelos obtidos a partir de um genotipo
puro.

Portanto, o BLUP empirico para CGC e CEC sdo dados, respectivamente, por:
2

& = <E[Z1] "E[Z;] + %) _15[21]'()’ —XB — Z3q)

a

> 15 0-2 _1 ) ! A
d= (zz 2, + U—Z) 2, '(y — XB — E[Z,]4,)

a

O programa foi formulado usando PROC IML do SAS v. 8.0. Os componentes de
variancia foram estimados por RNs (REML) usando um critério de convergéncia igual a
1 x 10-5 (Patterson & Thompson, 1971). Conforme descrito acima, utilizando a matriz
de incidéncia CGC (parte aditiva do modelo), que foi obtida utilizando a imputacéo do
peso corporal das observacOes e agrupa os animais com semelhancas de segregacéo.

O teste da razéo de verossimilhanca foi realizado para verificar as diferengas entre
frequéncias esperadas e observadas, de acordo com o tipo de cruzamento observado,

como animais puros, hibridos de cruzamento simples ou hibridos cruzados de trés vias,
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entre outros. A validacdo cruzada foi realizada usando o processo leave-one-out para
imputar a composi¢do genética de cada peixe com base no peso corporal e outros tragos
morfométricos analisados.

Entdo, foi possivel realizar associacéo entre o genotipo verdadeiro e o genotipo
imputado pela correlacdo de Pearson usando o teste de Mantel, com o pacote vegano 2.0-
10 e a verséo de software R 3.1.0.

Para a validacdo cruzada, apenas 0s genotipos apresentando pedigree conhecido

foram utilizados e a probabilidade total foi dada por:

k-1 l
L(o|Y) = ﬂp(y,- |6) Z g (Vi | g0?)
j=1 g=1
3 RESULTADOS

O processo leave-one-out foi utilizado para comparar a predicdo da composi¢do
genética de animais dos diferentes modelos e caracteristicas (peso corporal e nas medidas
morfométricas) com composicao genética conhecida. Observou-se que houve diferenca
no coeficiente de correlacdo entre os gendtipos verdadeiros e 0s imputados entre as
variaveis utilizadas nos diferentes modelos (uni e multicarater), conforme Tabela 1.

No modelo unicarater observou-se que as correla¢es foram de baixa a moderada,
variando de 0,24 a 0,43, para 0 LD e o CC, respectivamente. No modelo bicaréater
verificou-se que as correlages foram moderadas, variando de 0,3 a 0,68, para as variaveis
PESO-AD, CP-AD, respectivamente. Para 0 modelo tricarater, constatou-se que as
correlacdes foram de moderada a alta, variando de 0,6 a 0, 79, com o menor valor para o
modelo com PESO, CP e LD e 0,79 para os modelos PESO-CP-CC e CP-CC-AD. Os
modelos tetra e 0 pentacarater apresentaram correlagdes altas ente o genétipo imputado e
0 verdadeiro.

Por conseguinte, de maneira geral, verificou-se correlagdes médias moderada para
as metodologias utilizando o modelo uni, bi e tricarater e correlagdes médias altas para
0s modelo tetra e pentacarater.

Nas Tabelas 2, 3 e 4, sdo apresentadas as correlagcdes lineares Pearson atraves do
teste de mantel entre as matrizes desconhecidas e imputadas utilizando as diferentes
metodologias (unicarater, bicarater, tricarater, tetracardter e pentacarater) com as
combinagdes das varidveis. Na tabela 5 a média das correlagbes de mantel entre as

combinag0es das metodologias.
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Considerando todas as correlagoes, 16,36% foram fraca (r < 0,3), 64,54%

moderada (0,3 < r < 0,7), sendo que a maioria foram encontradas nos modelos bicarater

e tricarater. Os 19,1% restantes, apresentaram alta correlacdo (r > 0,7), apesar da maior

parte ser identificada no modelo unicarater.

Tabela 1 - Correlacdo de Pearson usando o teste de Mantel entre gendtipo verdadeiro e
gendtipo imputado para cada caracteristica e combinadas.

MODELO
Unicarater Bicarater Tricardter  Tetracardter Pentacarater
GENOTIPO peso peso-cp  peso-cp-cc  cp-cc-ad-Id pes;Ja(EIp(;cc-
IMPUTADO
0,34* 0,65* 0,79* 0,77* 0,80*
cp peso-cc  peso-cp-ad peso-cc-ad-ld -
0,32* 0,48* 0,69* 0,72* -
cc peso-ad peso-cp-ld  peso-cp-ad-Id -
0,43* 0,30* 0,60* 0,71* -
ad peso-1d peso-cc-ad  peso-cp-cc-ad -
0,30* 0,55* 0,49* 0,80* -
Id cp-cc peso-cc-ld  peso-cp-cc-ld -
0,24* 0,67* 0,69* 0,80* -
- cp-ad peso-ad-ld - -
- 0,68* 0,60* - -
- cp-id cp-ad-Id - -
- 0,31* 0,63* - -
- cc-ad cp-cc-ad - -
- 0,57* 0,79* - -
- cc-ld cp-cc-1d - -
- 0,65* 0,68* - -
- ad-ld cc-ad-Id - -
- 0,60* 0,66* - -
Correlago 0,33 0,55 0,66 0,76 0,80
média

CP: comprimento padréo; CC: comprimento de cabeca; AC: altura corporal; LD: largura

corporal; *(P<0,05)

Na Tabela 2, pode-se verificar a classificacdo dos animais desconhecidos de acordo

com a metodologia utilizada, sendo observado que de acordo com a metodologia, 0

animal pode ser classificado de forma diferente.

Com base na significancia de cada correlagdo foi possivel verificar que apenas

trés correlagdes, ndo foram significativas, sendo que todas a variavel LD estava inserida

no modelo (Tabela 1).
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Tabela 2 — Correlacdo de Pearson usando o teste de Mantel entre a matrizes
desconhecidas e imputadas no modelo unicarater mediante uso de dados morfométricos.

Modelo Variaveis Unicarater
cp cc ad Id
peso 088* 070 0,85 o3
Unicarater P i 0,55* 0,70* 0,76*
cc - 0,73* 0,46*
ad - - 0,58*

CP: comprimento padréo; CC: comprimento de cabega; AC: altura corporal,

LD: largura corporal; *(P<0,05)

Tabela 3 — Correlacdo de Pearson usando o teste de Mantel entre a matrizes
desconhecidas e imputadas no modelo bicarater mediante uso de dados morfomeétricos.

Bicarater
Variavels peso  peso  peso  peso cpcc cpad cpld ccad ccld adld
cp cc ad Id
Unicarater
peso 0,64 037 0,67* 0,76* 0,45* 0,56* 0,53* 0,50* 0,32* 0,53*
cp 0,60* 0,30* 0,63* 0,66* 0,43* 0,53* 0,60* 0,39* 0,30* 0,44*
cc 0,47* 0,58* 0,66* 0,61* 047* 0,37 0,34* 0,68* 0,55* 0,41*
ad 0,49* 041* 0,77* 0,67* 0,30* 0,54* 0,42* 051* 0,33* 0,57*
Id 0,51* 0,24ns 0,46* 0,68* 0,49* 0,42* 0,44* 0,44* 0,29* 0,49*
Bicarater
peso cp - 0,33* 0,48* 0,68* 0,57* 0,44* 0,44* 0,40* 0,33* 0,36*
peso cc - - 0,38* 0,32* 047* 0,17 0,13ns 0,57* 0,51* 0,18*
peso ad - - - 058 0,28 0,64* 0,38* 0,54* 0,40* 0,58*
peso Id - - - - 0/550* 0,45* 0,50* 0,59* 0,48* 0,55*
cp cc - - - - - 0,23* 0,27 0,66* 0,71* 0,19*
cp ad - - - - - - 0,37* 0,34* 0,19* 0,52*
cp ld - - - - - - 0,22* 0,32* 0,50*
cc ad - - - - - - - - 0,73* 0,39*
ccld - - - - - - - - - 0,31*

CP: comprimento padrdo; CC: comprimento de cabeca; AC: altura corporal; LD: largura

corporal; ns: ndo significativo;

*(P<0,05).
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Tabela 4 — Correlagdo de Pearson usando o teste de Mantel entre a matrizes
desconhecidas e imputadas no modelo tricarater mediante uso de dados morfométricos.

Tricarater

Peso peso peso peso peso  peso  cp cp cp cc
c cp cp cc cc ad ad cc cc ad
cc ad Id ad Id Id Id ad Id Id
peso 0,31* 0,60* 0,50* 0,38* 0,49* 0,62* 0,34* 0,43* 0,44* 0,44*
cp 0,29* 0,56* 0,53* 0,35* 0,52* 0,53* 0,36* 0,39* 0,46* 0,30*

cc 0,52* 0,57* 0,43* 0,65* 0,43* 0,52* 0,26* 0,53* 0,47* 0,59*
ad 0,29* 0,57* 0,44* 0,46* 0,43* 0,62* 0,39* 0,30* 0,36* 0,47*

Id 0,24* 0,47* 0,32* 0,33* 0,32* 0,46* 0,15* 0,48* 0,32* 0,26*
pesocp 0,43* 0,89* 0,81* 0,35 0,81* 0,37* 0,29* 0,54* 0,48* 0,28*
pesocc  0,55* 0,45* 0,26* 0,62* 0,25* 0,24* 0,10ns 0,49* 0,44* 0,47*
pesoad 0,34* 0,57* 0,48* 0,55* 0,47* 0,62* 0,52* 0,31* 0,35* 0,50*
pesold 0,35* 0,65* 0,66* 0,45* 0,66* 0,57* 0,39* 0,53* 0,44* 0,50*
cp cc 0,68* 0,58* 0,40* 0,39* 0,40* 0,22* 0,10ns 0,94* 0,82* 0,53*
cp ad 0,23* 0,45* 0,40* 0,24* 0,40* 0,56* 0,81* 0,24* 0,28* 0,26*
cp ld 0,24* 0,40* 0,58* 0,18* 0,58* 0,49* 0,50* 0,24* 0,47* 0,23*
cc ad 0,63* 0,43* 0,32* 0,78* 0,32* 0,34* 0,22* 0,76* 0,57* 0,76*
ccld 0,68* 0,43* 0,44* 0,81* 0,43* 0,29* 0,23* 0,76* 0,72* 0,73*
ad Id 0,16* 0,41* 0,35* 0,32* 0,35* 0,81* 0,44* 0,23* 0,24* 0,46*

Variaveis

pesocpcc - 0,48* 0,39* 0,76* 0,39* 0,18* 0,19* 0,74* 0,72* 0,52*
pesocpad - - 0,75 0,51* 0,76* 0,47* 0,34* 0,56* 0,51* 0,39*
peso cp Id - - - 0,29 1,00 0,36* 0,52* 0,38* 0,52* 0,35*
peso cc ad - - - - 0,29* 0,34* 0,17 0,76* 0,68* 0,71*
peso cc Id - - - - - 0,36* 0,52* 0,38* 0,52* 0,35*
peso ad Id - - - - - - 0,45* 0,26* 0,24* 0,44*
cpad Id - - - - - - - 0,38* 0,53* 0,35*
cp ccad - - - - - - - - 0,76* 0,62*
cp ccld - - - - - - - - - 0,52*

CP: comprimento padrdo; CC: comprimento de cabeca; AC: altura corporal; LD:
largura corporal; ns: ndo significativo; *(P<0,05).



Tabela 5 — Correlagdo de Pearson usando o teste de Mantel entre a matrizes desconhecidas e
imputadas no modelo tetracarater e pentacarater mediante uso de dados morfométricos.

Tetracarater Pentacarater

Variaveis pesocp  pesocc peso cp pesocp cpcc  pesocp

cc ad ad Id ad Id ccld adld ccadld
peso 0,32* 0,39* 0,56* 0,31* 0,38* 0,41*
cp 0,30* 0,32* 0,53* 0,33* 0,32* 0,39*
cc 0,51* 0,57* 0,47* 0,52*  0,50* 0,54*
ad 0,29* 0,47* 0,53* 0,30*  0,37* 0,40*
Id 0,24* 0,24* 0,39* 0,30*  0,21* 0,27*
peso cp 0,43* 0,33* 0,45* 0,45*  0,33* 0,39*
peso cc 0,53* 0,54* 0,24* 0,49* 0,46* 0,48*
peso ad 0,34* 0,54* 0,53* 0,37*  0,37* 0,42*
peso Id 0,35* 0,44* 0,55* 0,43*  0,46* 0,45*
cp cC 0,68* 0,63* 0,21* 0,73*  0,68* 0,70*
cpad 0,22* 0,29* 0,42* 0,26*  0,22* 0,26*
cp ld 0,25* 0,21* 0,69* 0,30*  0,40* 0,41*
ccad 0,62* 0,66* 0,28* 0,68*  0,62* 0,62*
ccld 0,68* 0,66* 0,31* 0,80*  0,72* 0,74*
ad Id 0,17ns 0,40* 0,68* 0,21*  0,33* 0,74*
peso cp cc 0,99* 0,68* 0,26* 0,89* 0,69* 0,74*
peso cp ad 0,48* 0,47* 0,49* 0,50* 0,38* 0,44*
peso cp Id 0,40* 0,32* 0,53* 0,46*  0,45* 0,48*
peso cc ad 0,75* 0,81* 0,26* 0,82*  0,69* 0,74*
peso cc Id 0,40* 0,31* 0,53* 0,46*  0,45* 0,74*
peso ad Id 0,18* 0,47* 0,64* 0,21* 0,31* 0,32*
cpadld 0,40* 0,32* 0,54* 0,46*  0,45* 0,34*
cp cc ad 0,73* 0,66* 0,20* 0,79*  0,70* 0,72*
cp ccld 0,73* 0,69* 0,42* 0,77*  0,85* 0,89*
ccadld 0,52* 0,64* 0,35* 0,60*  0,65* 0,62*
peso cp cc ad - 0,68* 0,26* 0,89*  0,69* 0,74*
peso cc ad Id - - 0,32* 0,65* 0,80* 0,80*
peso cp ad Id - - - 0,30*  0,46* 0,50*
peso cp cc Id - - - - 0,71* 0,78*
cp ccad Id - - - - - 0,94*

CP: comprimento padrdo; CC: comprimento de cabeca; AC: altura corporal; LD: largura
corporal; ns: ndo significativo; *(P<0,05).

42



Destarte que, considerando cada modelo separadamente, os resultados apontaram
que o modelo unicaréter obteve maior coeréncia entre si na imputacéo, em que 70% das
metodologias apresentaram alta correlacdo (r>0,7). Dentro das metodologias bi, tri e
tetracarater, verificou-se que maioria das correlagdes foram moderadas (0,3>r>0,7), 76,
64 e 50%, respectivamente. Indagado também que a correlagdo média entre o modelo
pentacarater com as demais metodologias foi aumentando & medida que se aumentava e
incrementava caracteres (Tabela 6).

Tabela 6 — Valores médios de Correlacdo de Pearson usando o teste de Mantel entre a

matrizes desconhecidas e imputadas nos diferentes modelos mediante uso de dados
morfométricos.
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Unicarater Bicarater Tricarater Tetracarater Pentacarater
0,69 0,50 0,43 0,39 0,40
- 0,43 0,46 0,45 0,52
- 0,48 0,54 0,60
- - - 0,52 0,75

Na figura 1, pode-se observar a classificacdo dos animais com composicéo
genética desconhecidas, mostrando que de acordo com a metodologia o animal pode ser

classificado de forma diferente.
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Animais com genotipo desconhecido
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Figura 1 — Classificacdo dos animais com composicdo genética desconhecida.



4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstram que, embora todos os coeficientes de
correlacdo obtidos entre o gendtipo imputado e o verdadeiro no processo leave-one-out
sejam significativos em todas as metodologias (uni e multicaracter) o modelo unicaracter
apresentou baixa eficicia. Em sintese, o peso corporal e das medidas morfoldgicas ndo

devem ser utilizadas isoladamente imputar a composi¢do genética em Serrasalmideos.

Com acréscimo de variaveis, ou seja, passagem do modelo uni para bicaracter o
coeficiente de correlagdo do gendétipo imputado e do verdadeiro aumentaram
consideravelmente para maioria das combinacdes de variaveis. Como por exemplo: CP-
AD (r=0,68), CP-CC (r=0,67), CC-LD (r =0,65), PESO-CP (0,65), AD-LD (r = 0,60),
CCe AD (0,57), PESO-LD (r = 0,55) e PESO-CC (r = 0,48). Os modelos utilizando trés
caracteristicas também apresentaram aumento significativo, em que oito modelos
apresentaram correlacdo moderada variando de 0,49 a 0,69 e dois com correlagéo forte
PESO-CP-CC (r=0,79) e CP-CC-AD (r =0,79). Todas as correlagdes dos modelos tetra

e pentacarater obtiveram alta correlacédo entre o genétipo imputado e o verdadeiro.

Esse aumento do coeficiente de correlacdo do genotipo verdadeiro e o imputado
com a utilizacdo dos modelos multivariados pode ser explicado por haver correlagdo
genética alta e positiva entre caracteristicas morfométricas e o peso corporal dos animais.
Em suma, a utilizacdo de mais caracteristicas no modelo explicam melhor a composicao
genética desses individuos. A andlise multivariada é sempre superior ou igual a
univariada, sendo igual quando as varidveis utilizadas ndo sdo correlacionadas e melhor

quando a quantidade de variaveis é correlacionada (Ferreira, 2008).

Trabalhos avaliando a correlacdo genética para estas espécies sdo escassos na
literatura cientifica, sendo observado que estas caracteristicas apresentam correlacoes
fenotipicas significativas positivas variando de moderada a alta em Serrasalmideos
(Ribeiro et al., 2019). Porém, em outras espécies frequentemente estudadas como a tilapia
é possivel verificar que as correlagdes genéticas entre peso corporal e caracteristicas
morfométricas sdo positivas e fortes independentemente da idade do animal (Fernandes,
2014). Em outro trabalho com tilapias, verificou-se que, estas variaveis também
apresentam alta correlacé@o genética, variando de (0,76 a 0,92), e entre (0,89 a 0,99) para

o0 peso de filé e as medidas morfométricas (Velasco et al.,1995). Medidas morfométricas
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como altura, comprimento e largura sdo variaveis longitudinais, simples de serem

mensuradas e possuem herdabilidades que vdo de moderadas a altas (Rutten et al., 2004).

Os resultados obtidos neste trabalho, mostram que nos peixes redondos, assim
como nas tilapias, muitos dos genes atilado pela variacdo do peso também sdo
responsaveis pelas variagcfes das medidas morfométricas. Estudos mostraram que
geralmente as correlagdes fenotipicas e genéticas apresentam o mesmo sinal (positivo ou
negativo), podendo diferir em magnitude, por causa efeitos ambientais que afetam os
caracteres por meio de diferentes mecanismos fisiologicos. Indicando que estas variaveis
podem ser utilizadas em estudos futuros de melhoramento genético, uma vez que,
possibilitam a selecdo indireta do carater desejado. Apresentando relevancia maior
guando os mesmos possuem heranca complexa e estdo correlacionados a um ou mais
caracteres identificaveis, podendo resultar em maior eficiéncia na selecdo de

caracteristicas que se pretende melhorar (Filho, 1999; Falconer, 1987).

A correlacdo de Pearson usando o teste de Mantel entre gendtipo verdadeiro e
gendtipo imputado, demonstrou que dentro de cada metodologia, ou seja, nos modelos
uni e multivariados, as caracteristicas de maior e menor correlacdo foram o CC e LD
respectivamente. E que o uso destas com outras caracteristicas podem influenciar de
forma direta no resultado da analise, uma vez que as médias das correlacdes na validacéo
sdo maiores quando contém a medida morfométrica CC e o oposto ocorre quando se
utiliza o LD. Isso pode ser explicado pelo fato do CC apresentar maior herdabilidade e
LD menor, conforme observado em cruzamento dialélico em espécies de Serralmideos
por meio da capacidade geral de combinagdo que representa a parte aditiva da variancia
genética (Costa et al., 2018). Estudos com tilapias relatam que estas caracteristicas, ou
seja, peso corporal e medidas morfométricas apresentam alta herdabilidade e que estas

sdo altamente correlacionadas (0,94 a 0,99) (Nguyen et al., 2007).

Modelos multivariados podem apresentar limitagcdes de uso quando se aumenta a
quantidade de variaveis, elevando a quantidade de parametros a serem estimados o que
pode resultar em uma ndo convergéncia, ou mesmo demorar para convergir. Além disso,
os esfor¢os computacionais em modelos multivariados s&o maiores. No presente trabalho,

a convergéncia ndo foi problema e nem o tempo para convergir os parametros.

O presente trabalho demonstra que estas caracteristicas podem ser utilizadas no

modelo com o objetivo de aumentar de forma consideravel a acuracia. Validando assim,
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0 uso do modelo de mistura misto multivariado por meio das caracteristicas fenotipicas
para complementar o uso de marcadores moleculares para predicdo dos gendtipos de

Serrasalmideos, como ja observado por Costa et al. (2017) em modelos univariados.

O teste de Mantel demonstrou que as correla¢fes encontradas entre as imputacdes
da composicdo genética dos animais com origem desconhecida apresentaram pouca
coeréncia com o aumento de caracteristicas utilizadas no modelo. Demonstrando assim
que, é importante definir a metodologia empregada no estudo e determinar a quantidade

e natureza das caracteristicas que devem ser utilizadas no modelo.

5 Conclusao

Em geral os resultados demonstraram claramente que com o acréscimo de
informacBes morfométricas e o peso dos individuos através da analise multicarater, pode
melhorar de forma gradativa a predicdo da composicdo genética em Serrasalmideos.
Validando assim, o uso do modelo de mistura misto multivariado por meio das
caracteristicas fenotipicas para complementar o uso de marcadores moleculares para

predicdo dos gendtipos de Serrasalmideos.
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CAPITULO Il - ARTIGO 1l

ANALISE DISCRIMINANTE EM SERRASALMIDEOS

RESUMO

A producdo de espécies nativas como o pacu (Piaractus mesopotamicus) a pirapitinga
(Piaractus brachypomus) e o tambaqui (Colossoma macropomum) e seus hibridos tem
crescido expressivamente nos ultimos anos. A identificacdo correta do grupo genético
que o animal pertence é fundamental para programas de conservagdo de recursos
genéticos em Serrasalmideos, dessa forma o objetivo com o presente estudo foi verificar
se a funcdo de discriminagdo consegue descriminar pacu, tambaqui, tambacu e paqui.
Foram utilizados neste estudo 60 exemplares de pacu, 79 tambaqui, 43 tambacu e 43
paqui com 496 dias de idade (contemporéneos). Os peixes foram anestesiados e
submetidos a pesagem e avaliacdo morfométrica. Para analise foi considerada a funcédo
discriminante linear de Fisher utilizando o programa computacional R 3.3.3. Os
resultados demonstraram que as variaveis mais importantes respectivamente, na primeira
funcgéo, sdo RL2CP, RCCAC e RA2CP; na segunda funcdo, RLDCP, RADCP, RLDA2
e RCCAD; na terceira funcdo, RLDCP, LD e RCCA2. A classificagdo dos grupos
genéticos em funcdo da andlise discriminante utilizando as medidas lineares, permitiram
classificar de forma correta 199 animais dos 225 no total, correspondendo 88,4% de
acerto. Os animais puros (Tambaqui e Pacu), apresentaram menor erro de classificacdo
que os hibridos, isso pode ser explicado pois esses individuos apresentam alelos dos dois
parentais, e desta maneira possuem maior variabilidade genética. Diante do exposto,
mesmo individuos hibridos possuindo maior erro de classificacdo, dados morfométricos
para discriminacdo de pacu, tambaqui, tambacu e paqui podem ser utilizados em analises
discriminantes para a classificacdo dos mesmos, uma vez que a taxa de erro foi modesta.

Palavras-chave: Agquicultura. Anélise Multivariada. Funcdo discriminante. Peixes
redondos.
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ABSTRACT

The native species production such as pacu (Piaractus mesopotamicus) pirapitinga
(Piaractus brachypomus) and tambaqui (Colossoma macropomum) and their hybrids has
grown significantly in recent years. The correct genetic group identification, which the
animal belongs, is essential for conservation programs of genetic resources in
Serrasalmideos, so the objective of the present study was to verify if the discrimination
function can discriminate pacu, tambaqui, tambacu and paqui. There were used 60
specimens of pacu, 79 tambaqui, 43 tambacu and 43 paqui with 496 days of age
(contemporaries) in this study. The fish were desensitized through the marrow section,
and then they were subjected to weighing and morphometric evaluation. For the analysis,
the Fischer linear discriminant function was considered using the software R 3.3.3. The
results showed that the most important variables, respectively, in the first function are
RL2CP, RCCA2 and RA2CP; in the second function, RLDCP, RADCP, RLDAZ2 and
RCCAD; in the third function, RLDCP, LD and RCCAZ2. The classification of the genetic
groups according to the discriminant analysis using the linear measures allowed to
correctly classify 199 animals of the 225 in total, corresponding to 88.4% of correctness.
The pure animals (Tambaqui and Pacu) presented lower classification error than the
hybrids, this can be explained since these individuals present alleles of the two parental,
and in this way have greater genetic variability. In view of the above, even hybrid
specimens with the highest classification error, morphometric data for pacu, tambaqui,
tambacu and paqui discrimination can be used in discriminant analyzes to classify them,

since the error rate was modest.

Keywords: Aquaculture. Multivariate analysis. Discriminant function. Round fish.

52



1 INTRODUCAO

A producéo de alimentos se tornou preocupa¢do mundial, isso devido a quantidade
de recursos naturais que € limitada, e o crescimento populacional segue aumentando
exponencialmente. A aquicultura é a cadeia produtiva de alimentos que mais cresce no
planeta e desta forma, estd entre as atividades mais importantes no ponto de vista
econémico para a sociedade (FAO, 2018).

Os peixes nativos como pacu (Piaractus mesopotamicus) a pirapitinga (Piaractus
brachypomus) e o tambaqui (Colossoma macropomum) e seus hibridos apresentam
distribuicdo natural em varias bacias hidrograficas como nas bacias do rio Parana,
Paraguai e Uruguai rio SolimGes-Amazonas e também nos principais rios da bacia do rio
Orinoco na Venezuela (Inoue & Boijink, 2011; Petrere, 1989). Entretanto, a producéo de
espécies nativas ndo € restrita as regides em que sdo endémicas, em que foram
introduzidas para uso na aquicultura em varios paises da América do Sul (Colémbia, Peru
e Venezuela), e também em paises asiticos (China, Mianmar, Tailandia e Vietnd),
demonstrando assim grande importancia ambiental e econémica no mundo (Flores nava,
2007; Honglang 2007; Jorge, 2016).

A producdo de hibridos interespecificos entre essas espécies tem sido muito
empregada com objetivo de obter heterose e complementariedade para as caracteristicas
de importancia econémica na aquicultura (Mourad et al.,, 2018). Em contraste,
dependendo de fatores como ambiente, interacdo alélica, alimentacdo, esses individuos
conseguem apresentar muita similaridade com seus parentais em termos morfoldgicos, e

podem ocasionar erros na identificacdo desses animais.

A identificacdo correta do grupo genético que o animal pertence é fundamental
para programas de conservacdo de recursos genéticos em Serrasalmideos, que podem ser
utilizadas para o monitoramento de estoques naturais, programas de melhoramentos
genéticos visando cruzamento ou selecdo, e também em piscigranjas que produzem
alevinos, fornecendo a visao geral Gtil da populacdo de cada espécie, para entender o
comportamento e interacdo interespécies, que podem ser usadas na elaboracdo de
estratégias de conservacdo da biodiversidade em ambiente ecoldgico natural ou em

cativeiro (Hasija et.al, 2017).

Marcadores moleculares tém sido utilizados frequentemente na caracterizacao

genética de um individuo até a de grupos de organismos (Gasques et al, 2013), porém
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essa metodologia tem custo relativamente elevado e ndo estdo prontamente disponiveis

no campo.

Caracteristicas morfoldgicas podem fornecer informacgdes importantes sobre as
espécies, uma vez que podem descrever a origem dessas variacOes, sejam elas
influenciadas por fatores genéticos, ambientais e interagdo com o mesmo. Visto isso, a
caracterizagdo de grupos/espécies pode ser deduzida a partir de dados utilizando essas
informacdes, porém o principal problema na sua aplicacdo € determinar quais
caracteristicas ou variaveis podem ser utilizadas para determinar de forma plausivel a

variavel resposta desejada.

Recentemente a analise discriminante vem sendo muito utilizada com eficicia em
diversas areas de aplicacdo com o objetivo de discriminar populacGes e/ou classificar
objetos em populacBes pré-definidas. A funcgdo discriminante linear de Fisher € uma
combinacao linear das varidveis observadas que apresenta maior poder de discriminacao
entre 0s grupos e com a propriedade de minimizar as probabilidades de mé classificagéo,
quando as populagdes sd@o normalmente distribuidas com parametros de média e variancia
conhecidas. Sendo assim, o trabalho foi realizado com o objetivo de classificar em grupos
as espécies nativas de maior importancia na producdo brasileira, sendo elas o pacu,

pirapitinga e seus hibridos através da analise discriminante.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencdo do material bioldgico

No presente estudo, foram utilizados 60 exemplares de pacu, 79 tambaqui, 43
tambacu e 43 paqui com 496 dias de idade (contemporaneos) do Setor de Piscicultura da
Escola Agrotécnica Federal de Colatina — ES (EAFCOL), situada a 17 km de Colatina.

Os peixes foram insensibilizados anestesiados e submetidos a avaliagdo morfométrica.

2.2 Avaliacdo morfométrica

A avaliacdo morfométrica foi utilizada seguindo os seguintes parametros
morfométricos: Comprimento padrdo (CP), compreendido entre a extremidade anterior
da cabeca e o menor perimetro do peddnculo (inser¢cdo da nadadeira caudal);
comprimento de cabeca (CC), compreendido entre a extremidade anterior da cabeca e a
borda caudal do opérculo; altura do corpo medida a frente do 1° raio das nadadeiras dorsal
(AD); largura do corpo tomada na regido do 1° raio das nadadeiras dorsal (LD);
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O comprimento padrdo foi medido através do ictibmetro e as demais medidas
foram realizadas com auxilio do paquimetro graduado em milimetros (mm). Como

complementacdo, foram calculadas as seguintes razdes morfométricas:

CC/CP = comprimento da cabeca / comprimento padrao;

AD/CP = altura do corpo na linha do 1° raio da nadadeira dorsal / comprimento padrao;
LD/CP = largura do corpo na linha do 1° raio da nadadeira dorsal / comprimento padrao;
CC/AD = comprimento da cabeca / altura do corpo na linha do 1° raio da nadadeira dorsal;

LD/CC = largura do corpo na linha do 1° raio da nadadeira dorsal / comprimento da

cabeca;

LD/AD = largura do corpo na linha do 1° raio da nadadeira dorsal / altura do corpo na

linha do 1° raio da nadadeira dorsal.

2.3 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada para classificar em grupos as espécies nativas,
com base em todos os fendtipos medidos (peso corporal, avaliagdo morfométrica),
utilizando o programa computacional R versdo 3.3.3. Para o estudo foi considerada a
funcdo discriminante linear de Fisher, que € basicamente a combinacdo linear de
caracteristicas originais a qual se caracteriza por produzir separa¢do maxima entre duas

populagdes.

Considerando que pi e X sdo parametros conhecidos e respectivamente, 0s vetores
de médias e a matriz de covariancias comum das populacdes wi. Demonstra-se que a

funcdo linear do vetor aleatério X que produz separacdo maxima entre duas populacdes €

dada por:
DX)=L -X=[wm—u]-27"X
em que,
X = [Xl XZ e Xp] e = [7'[1,7'[2]
L = vetordiscriminante;
X = vetor aleatério de caracteristicas das populacées;
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vetor de médias p-variado;

matriz comum de covariancias das populacées 1 e m;

™M
1

O valor da fungéo discriminante de Fisher para uma dada observagao X_é:

D(xo) = [u1 — uz]" - st X0

O ponto médio entre as duas médias populacionais univariadas [ e 1 é:

[t — p2]’ - (41 — p2] , ou seja

N |-

m =

m =2 [D () + D ()]

A regra de classificacdo baseada na funcao discriminante de Fisher é:

Alocar x, em 1388 D(xo) = [py —uz]' - 271 - xg =m

Alocar x, em 1, se D(xp) = [ —pz]' - 271 - xo <m

Assumindo-se que as populagdes m; e m, tém a mesma matriz de covariancias X pode-

se entdo estimar uma matriz comum de covariancias S.:

Se = (n1—1)+(n2—1)] Sit [(1—1)+(n2—1)] 52
Em que
S. = estimativa da matriz comum de covariancias X;
n, = numero de observagOes da populagdo i,
n, = numero de observagoes da populagédo rz;
S, = estimativa matriz de covariancias da populacao n;
S, = estimativa matriz de covariancias da populagdo mz;

A funcdo discriminante linear amostral de Fisher é obtida substituindo-se os parametros

U1, U2 e T pelas respectivas quantidades amostrais X,,X, € S, :
Dx)=L-x=[x;—%,]' - S;* - «x

Em que,
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funcéo discriminante linear amostral de Fisher;

),
~~
>
"~
]

L = estimativa do vetor disriminante;
X, = média amostral da populacéo m;
X, = média amostral da populacéao .

3 Resultados

Destarte, os coeficientes de discriminacdo linear para a primeira, segunda e
terceira funcdo discriminantes estéo apresentados na Tabela 1. Cada coeficiente expressa
a contribuicdo relativa da variavel associada a cada funcdo. Dessa forma, a analise da
Tabela 1 demonstra que as variaveis mais importantes respectivamente, na primeira
funcdo, sdo RLD/CP, RCC/AD e RAD/CP; na segunda funcdo, RLD/CP, RAD/CP,
RLDAC e RCC/AD; na terceira fungdo, RLD/CP, LD e RCC/AD.

Tabela 1 - Coeficientes de discriminantes lineares para 0s grupos genéticos, obtidos a

partir das medidas lineares.

Funcéo Discriminante

Variavel 1 > 3
PESO -0,0069936 0,00020298 -0,0125987
CP 1,7106187 4,46851447 -1,8276644
CcC -5,5970557 -14,99412 1,2475426
AD 0,6054052 2,53267187 0,14570542
LD 5,0536247 -8,914954 12,1148468
RCC/CP -20,421294 1,67200975 -101,29219
RAD/CP 46,893915 181,802836 -183,88515
RLD/CP 201,98141 225,930817 567,415469
RCC/AD 72,066005 117,277047 6,40544517
RLD/AD -61,768706 163,752735 -402,25118
RLD/CC -74,042321 -94,588671 -33,081269

CP: comprimento padréo; CC: comprimento de cabeca; AC: altura corporal; LD: largura

corporal; Ryqrigpeil wariaver? : fazdes morfométricas.

Quanto ao namero de funcGes discriminantes, pela analise da Tabela 2 verifica-se
que o primeiro autovalor representa 83,2% da variancia total das variaveis discriminantes,
e dessa forma o mesmo sera considerado para a classificagdo dos grupos genéticos, o
autovalor, associado com a segunda funcdo discriminante, representa 12,6% da variancia

residual incorporada ao conjunto de variaveis discriminantes, assim 0s primeiros
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autovalores contribuem com 95,8% da variancia total do sistema, por fim verifica-se que

0 autovalor, associado com a terceira funcdo, representa 2,70% da variancia total.

Tabela 2 — Porcentagem da variancia total explicada pelos autovalores.

Funcéo Discriminante

1 2 3
Autovalor 0,8324 0,1252 0,0424
Perc. (%) 83,2 12,6 4,2

A classificacdo dos grupos genéticos em funcdo da andlise discriminante
utilizando as medidas lineares permitiram classifica-los de forma correta 199 animais dos
225 no total, correspondendo 94,3% de acerto. A andlise discriminante conseguiu agrupar
211 individuos, em que todos os 55 individuos declarados como pacu foram classificados
corretamente, no tambaqui apenas um dos 70 individuos foi classificado de forma
incorreta, representando 98,6% de precisdo na discriminagéo correta do grupo. A partir
da classificacdo do tambacu e paqui (hibridos), os erros de agrupamentos foram
ampliados, no grupo genético do tambacu foram classificados oito individuos
erroneamente como tambaqui e paqui, € no grupo genético do paqui trés individuos foram
classificados equivocadamente como tambaqui e tambacu, representando um percentual
de acerto de 81,4% e 93% respectivamente.

Tabela 3 - Classificacdo dos grupos genéticos, em funcdo das medidas lineares gerados
com dados morfométricos e peso dos animais.

Grupos genéticos Grupos genéticos estimados
observados Pacu Tambaqui Tambacu Paqui
Pacu 55 (100%) 0 0 0
Tambaqui 0 69 (98,6%) 2 (4,6%) 1 (2,4%)
Tambacu 0 1 (1,4%) 35 (81,4%) 2 (4,6%)
Paqui 0 0 6 (14%) 40 (93%)

Percentual de acertos = 94,3%

4 DISCUSSAO

Em suma, verificou-se que os coeficientes de discriminagao linear evidenciaram
que algumas variaveis conseguem obter uma funcdo discriminante adequada sobre 0s
grupos genéticos ja expostos, como por exemplo RLDCP, RCCAD e RADCP, essa

discriminagdo apresenta uma certa concordancia entre os coeficientes, podendo indicar
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que existe variacao da largura e altura dos animais sobre o comprimento padrao, e também
comprimento da cabeca nas diferentes espécies. Dessa forma a analise consegue agrupar
esses individuos por intermédio dessas diferencas e por consequéncia ser efetiva na

discriminacdo das espeécies.

A funcéo discriminante pode ser utilizada para discriminar essas espécies, pois,
explicou cerca de 90% da composi¢do genética legitima dos individuos usados no estudo.
Segundo Lv et.al., (2017), modelos discriminantes combinados com espectroscopia de
refletdncia no infravermelho, podem efetivamente classificar espécies de peixes de agua
doce. J& Hasija et.al (2017) observaram que a partir de um método computacional
automatizado de analise de imagens de peixes através de graficos é possivel classificar
espécies de peixes com grande precisdo, cerca de 91,66%. De forma semelhante Silva
et.al (2009) demonstraram que é possivel diferenciar uma espécie proveniente de
diferentes bacias hidrograficas a partir de dados morfométricos utilizando analise
discriminante. Ja Pinto et. al, (2005), verificaram ainda que em outras espécies é possivel
classificar animais de diferentes faixas etarias e sexo com precisao 92,5% de acertos a

partir de medidas morfométricas utilizando a funcao discriminante.

Esse tipo de estudo é muito valioso do ponto de vista econdmico e ecoldgico, uma
vez que e possivel discriminar espécies de forma viavel economicamente comparado a
métodos moleculares por exemplo e desta maneira realizar monitoramento estoques
naturais e em cativeiro com o objetivo criar estratégias de preservacdo e melhoramento

nesse grupo pouco influenciado tecnologicamente.

Foi evidenciado que os animais puros (Tambaqui e Pacu), apresentaram menor
erro de classificacdo que os hibridos, isso pode ser explicado pois esses individuos
apresentam alelos dos dois parentais, e desta maneira possuem maior variabilidade

genética.

5 Conclusao

Em geral, mesmo espécimes hibridos possuindo maior erro de classificacdo, dados
morfométricos para discriminagdo de pacu, tambaqui, tambacu e paqui podem ser
utilizados em analises discriminantes para a classificagdo dos mesmos, uma vez que a

taxa de erro foi modesta.
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