MODELO DE MANEJO E MONITORAMENTO PARA PROGRAMAS DE
REPOVOAMENTO DE ESPECIES DE PEIXES NATIVAS MIGRADORAS

Ricardo P. Ribeiro; Danilo P. Streit Jr.”; Jayme A. Povh; Rodolfo, N. Sirol; Ligia Uribe;
Lauro D. M. Vargas; Nelson M. Lopeira-Bareiro; Patricia Gomes; Melanie Digmayer

*Dep. Zootecnia, Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
Av. Bento Gongalves, 7712 - Porto Alegre, RS. - danilo.streit@ufrgs.br

Resumo

Experimentos foram conduzidos com o objetivo de propor um modelo que possa ser
empregado na recuperacao de populacfes de peixes migradoras, através do repovoamento, em
bacias hidrograficas impactadas, utilizando como espécie modelo o pacu (Piaractus
mesopotamicus). Comparou-se a taxa de fertilizagdo, a mortalidade de reprodutores durante e
ap0os 0 manejo reprodutivo e a variabilidade genética dos parietais e da progénie provenientes
de dois sistemas reprodutivos. Avaliou-se 0 sémen congelado quanto a sua qualidade pré e
pos-criopreservacdo. O sistema semi-natural mostrou ser mais eficiente quando da fertilizacéo
dos ovdcitos, na recuperacdo de matrizes e na manutencdo da variabilidade genética do P.
mesopotamicus. O sémen pds-descongelacdo mostrou sensivel perda de qualidade, quanto aos
parametros seminais avaliados.

Introducgéo

Inimeros fatores provocam impacto de alguma maneira nas populacdes de peixes
migradores nativos no Brasil, como; poluicdo crescente, desmatamento ciliar, assoreamento
de lagoas marginais e 0s processos erosivos decorrentes da exploracdo agricola comercial
(Torloni, 1986). Ainda podem ser somados pressao das populacdes humanas ao entorno de
uma bacia hidrogréfica, pesca amadora e profissional (Sirol & Britto, 2005) e a construcao de
hidroelétricas (Martins, 2000).

De um modo geral os impactos mais expressivos sobre as populacdes de espécies
migradoras estritamente fluvial, de acordo com Lowe-McConnel (1994) estdo relacionados
com a construcdo de barragens. SolucBes mitigadoras para estes problemas sdo utilizados,
como por exemplo, o repovoamento. Com relacdo ao repovoamento, Sirol e Brito (2005)
reforcaram a necessidade desta acdo, contemplar dentre outros estudos, da manutencdo da
variabilidade genética. Fato este reforcado por Gorman (2000) que sugere além da
manutencdo de reprodutores selvagens em cativeiro conservar a diversidade genética da
populacdo trabalhada durante a reproducdo destes animais. Ou seja, o ideal é que todos
reprodutores estejam representados para compor o “pool” genético da populagdo trabalhada
(Gorman, 2000; Mongkonpunya et al., 2000). Assim, a metodologia implementada para a
reproducdo de peixes nativos migradores utilizada em um programa de repovoamento €
preponderante para o sucesso do programa.

O objetivo deste trabalho foi propor um modelo que possam ser empregado na
reproducdo de peixes migradores, para serem utilizados em repovoamento, e que permita a
manutencdo e recuperacdo da biodiversidade de espécies de peixes migradores, em bacias
hidrograficas impactadas, utilizando como espécie modelo, o pacu (P. mesopotamicus).
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Material e Métodos

A série de experimentos foi desenvolvida pelo grupo PeixeGen do Departamento de
Zootecnia da Universidade Estadual de Maringd (UEM) em conjunto com a Estacdo de
Hidrologia e Piscicultura da DUKE ENERGY - Geracdo Paranapanema S.A em Salto
Grande, SP.

Reprodutores: Do plantel de reprodutores de P. mesopotamicus (n=800) estocado em
um tanque de concreto de 1000 m? recebendo racdo com 32% de proteina bruta ad libtum,
selecionou-se, durante todo o periodo reprodutivo 204 animais (155 machos e 80 fémeas). Os
machos apresentavam como caracteristicas sexuais reprodutivas; liberacdo de sémen apos
leve compresséo ventral e as fémeas, ventre abaulado e orificio urogenital hiperémico.

Sistema reprodutivo extrusado X semi-natural: Para avaliagdo do sistema
reprodutivo, cento e sessenta (n=160) animais foram selecionados (80 machos e 80 fémeas).
Onde dois sistemas reprodutivos foram testados, extrusado e semi-natural, 40 casais, em cada
um dos sistemas. Em cada uma das quatro semanas foram selecionados 20 casais (20 fémeas e
20 machos), distribuidos para os dois sistemas reprodutivos 10 casais em cada sistema
(extrusado e semi-natural). Apos a selecdo, colheu-se um fragmento de 2X2 cm da nadadeira
caudal de cada um dos 160 reprodutores para posterior analise da variabilidade genética do
plantel através do marcador molecular Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD).

Nos animais submetidos a sistema de extrusdo, ap6s 240 horas grau, extrusou-se
individualmente cada fémea colhendo-se os ovocitos em bacias individuais secas e
fertilizando-se em seguida com sémen extrusado. ApOs acrescentar a agua deixou-se em
repouso por 10 minutos para em seguida encaminhar para incubadoras individuais de
7 L/d’agua, cada combinacéo. Para cada fémea foi utilizado um unico macho.

No sistema semi-natural, apos a inducdo hormonal colocou-se 0s animais em um tanque
circular com 51 cm de raio e com profundidade média de 185 cm. O tanque foi abastecido por
um fluxo de agua continuo de 131 L/s. Um cano de seis polegadas (fluxo de 7L/s), com
registro de gaveta que funcionou escoando a agua (e 0s ovos quando presente) para uma
incubadora cilindro-conica de 200 L/d’agua. Em seguida, os ovos foram levados para as
incubadoras de 7L no laboratorio.

Ap0s 18,5 horas de incubagdo dos ovos iniciou-se a eclosdo das larvas, aonde colheu-se
90 amostras (larvas) aleatoriamente das incubadoras conicas de 7L de cada um dos sistemas,
extrusado e semi natural. As larvas foram colocadas em recipientes com alcool 70% para
depois serem avaliadas quanto a variabilidade genética da progénie por RAPD. Também
avaliou-se a taxa de fertilizacdo e a mortalidade durante e pds-reproducéo, registrando-se 0s
reprodutores que porventura morreram em até 144 horas para ambos sistemas reprodutivos.

Caracterizacdo genetica: Utilizando RAPD foi obtido o quadro de similaridade
genética entre todos reprodutores. A presenca ou auséncia de bandas de tamanhos moleculares
idénticos (mesmo loci), foi usada para a construgdo de uma matriz de similaridade com base
no célculo do coeficiente de similaridade de Jaccard, codificando “1” como a presenca da
banda no gel e “0” como sua auséncia. A fim de representar graficamente o padrao de
divergéncia genética, a matriz de similaridade foi submetida a uma analise de agrupamento
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using na Arithmetic Average). Para esta analise



foi utilizado o programa NTSYS 1.7 (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis
System).

O status de variabilidade genética, da prole em relagdo ao plantel de reprodutores, foi
obtido com o emprego da técnica de RAPD pelo indice de Shannon e pela porcentagem de
Loci polimorficos, calculados pelo programa Popgen 1.31.

Banco de germoplasma. Identificagdo dos reprodutores - Setenta e cinco (n=75)
reprodutores selecionados foram identificados utilizando-se um “transponder” (ID 100-A),
com dimensdes de 11,5mm comprimento x 2,2 mm didmetro e frequéncia de operacdo de
128Khz. A implanta¢do do “transponder” foi subcutdnea no dorso dos reprodutores, proximo
a nadadeira dorsal.

Analise do sémen pré e pds congelacdo -Uma aliquota de 2 ml do sémen foi diluida na
proporcdo de 1:3 (sémen/solucdo + crioprotetor) no diluidor gema de ovo (sem a camada
perivitelinica) (20%), dimetil-sulféxido (10%), glicose (5%) e completado para 100 ml com
dgua destilada. As amostras homogeneizadas foram envasadas em “pallets” de 0,25 ml,
produzindo-se em média, 32 “pailletts”/animal. Os “pailletts” foram estocados em um botijdo
com vapor de nitrogénio do tipo “dry shipper”, a -16°C. Apds 18 horas no botijao “dry
shipper”, as “racks” contendo as amostras de sémen congeladas foram transferidas para o
botijao de nitrogénio liquido para estocagem, a uma temperatura de -196°C.

Onze (n=11) animais identificados do lote utilizado na avaliagdo dos sistemas
reprodutivo foram utilizados. Uma amostra de sémen de 0,50 mL de cada animal foi colhida e
avaliada. Sessenta dias apds a congelacdo os dois “paillettes” foram descongelados através da
imersdo em um banho-maria, a temperatura de 45°C por cinco segundos, para em seguida
serem analisados. Os procedimentos realizados para analise do sémen foram: Motilidade
progressiva e vigor espermatico, espermatozoides e morfologia dos espermatozdides.

Delineamento estatistico: Os delineamentos experimentais foram inteiramente ao
acaso. Para a avaliacdo da taxa de fertilizacdo no sistema reprodutivo, considerou-se uma
unidade de amostra a média de cada repeticdo (uma por semana). Ja para o sémen avaliado
pré e pds-congelacdo cada um dos onze animais foi considerado uma unidade de amostra. O
modelo utilizado esta descrito a seguir:

Yij = p + Ti +eij, Onde: Yij = observacao do animal (j) submetido ao tratamento (i); p =
constante geral;Ti = tratamento (i);eij = erro aleatorio associado ao animal (j) submetido ao
tratamento (i);

Para as andlises estatisticas utilizou-se o procedimento GENMOD do SAS (1992) que
implementou a metodologia de MODELOS LINEARES GENERALIZADOQS. Considerou-se
que os erros possuiam distribuicdo de probabilidade de POISSON, com fungdo de ligacdo
logaritmica.

Resultados e Discussao

Sistema extrusado X semi-natural: A obtencdo de gametas no sistema semi-natural
também mostrou ser menos agressivo. Pois, em média, apenas 12,5% dos animais que liberam
gametas morreram durante ou apos o tratamento, enquanto no sistema em que utilizou-se a
extrusdo a mortalidade foi de 41,0% (Tab. 1).



Tabela 1. Numero de reprodutores, machos e fémeas de P. mesopotamicus que morreram em
até 144 horas (48 horas durante o processo de reproducdo e 96 horas ap6s 0 processo de
reproducéo).

Sistema reprodutivo

Semana Extrusado Semi-natural
Primeira 9 2
Segunda 0 L
Terceira 7 2
Quarta 0 0
TOTAL* 16 (80) 5 (80)

*Entre parénteses significa 0 nimero de peixes por tratamento.

Ao avaliar-se a taxa de fertilizacdo dos ovos provenientes de ambos sistemas
reprodutivos ao longo do periodo de reproducdo do P. mesopotamicus, notou-se um
comportamento semelhante nos trés primeiros periodos (semanas), com excecao da ultima
semana. Todavia, no sistema semi-natural, a taxa de fertilizagdo foi sempre mais elevada em
relacdo a obtida por extrusédo, no laboratério (Fig. 1).
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Figura 1. Taxa de fertilizagdo observado em P. mesopotamicus oriundos dos sistemas reprodutivos
extrusados e semi-natural, ao longo de quatro semanas Sperl’odo reprodutivo). EquacGes das curvas,

onde (S) significa semana: Extrusdo: exp™%2191842433)205365™S).  gemj_natural; exp O>4¢7+749046)
3,5475(S*S)+0,4941(S*S*S)

A taxa de fertilizacdo, de acordo com Brooks et al. (1997), seguramente € um
parametro de mensuracdo final de avaliacdo da qualidade do ovo produzido. Entdo, neste
experimento, no sistema semi-natural, a taxa média de fertilizacdo foi 77,63 % superior em
relacdo aos ovos proveniente dos animais extrusados. N&o muito diferente comparando-se
com a diferenca verificada por Reynaldo-Tataje et al. (2002) de 73,03%, para a especie
Leporinus macrocephalus em favor da reproducdo semi-natural em relacdo da reproducéo
induzida.

Para Schreck et al. (2001) a reducdo na sobrevivéncia dos reprodutores e falhas na
reproducdo sao manifestacdes diretas do estresse sofrido pelo animal. Esta afirmacéo pode ser
reforcada pelos 41,02% de reprodutores que morreram, no presente estudo durante a processo
reprodutivo que se utilizou da extruséo, contra os 12,5% observados nos peixes submetidos ao
processo reprodutivo semi-natural. Coincidentemente, nas duas semanas (primeira e terceira)



em que ocorreram 0 maior nimero de perdas de reprodutores somando-se o sistema semi-
natural (11 animais) e o extrusado (9 animais) a taxa de fertilizacdo foi a menor para ambos
tratamentos. Porém, na ultima semana, em que ndo ocorreram perdas de reprodutores em
nenhum dos sistemas, a taxa de fertilizacdo dos ovos obtidos na extruséo foi proximo a zero.

Caracterizacdo genética: Quanto a manutencdo da variabilidade genética, mensurada
pelo indice de Shannon e pelo percentual de locos polimérficos avaliada na progénie obtida
no sistema reprodutivo semi-natural foi observada maior eficiéncia em relagdo ao sistema
extrusado (Tabela 2).

Tabela 2. Estimativa da variabilidade genética dos reprodutores e das larvas de pacu (P.
mesopotamicus) obtidas pelo sistema de reprodugdo extrusado e semi-natural mensuradas
pelo indice de Shannon e o percentual de locos polimérficos.

Origem das larvas

F’arametros Reprodutores Extrusadas Semi-natural
Indice de Shannon 0,289 0,231 0,415
Locos Polimorficos 56,16 42,7 72,40

O sistema de reproducédo adotado para a producgéo de peixes migradores pode levar a
reducdo da variabilidade genética. O presente trabalho demonstra como diferentes sistemas
reprodutivos influenciam a variabilidade genética, em que se encontrou maior variacao,
estimada pela porcentagem de locos polimérficos e indice de diversidade genética de
Shannon, na progénie do sistema de reproducao seminatural (72,4% de polimorfismo e 0,415
de indice de Shannon) em relacéo a progénie do sistema extrusado (42,7% de polimorfismo e
0,231 de indice de Shannon).

Alguns autores avaliaram o sistema semi-natural na manutengdo da variabilidade
genética, entre eles Sekino et al. (2002) para Paralichthys olivaceus e Ortega-Villaizan Romo
et al. (2005) para Verasper variegatus. Estes autores constaram que o sistema semi natural
para estas espécies de linguado promoveu uma reducdo da variabilidade genética devido
principalmente a dominancia de alguns reprodutores, o que proporcionou uma reducdo no o
namero efetivo de reprodutores, sendo que, para P. oluvaceus foi observado que apenas um
macho, de um total de seis, foi responsavel por 99% de toda progénie. Contudo, os dados
obtidos para Piaractus mesopotamicus tém mostrando que a variabilidade genética da
progénie obtida por este sistema tem sido bastante alta, inclusive superior aos parentais
(60,5% de polomorfimo e 0,365 de indice de Shannon).

Banco de germoplasma: Na anélise do sémen apds a descongelacdo foi observada
uma reducdo (P<0,05) de 21,64% dos espermatozoides normais, 66,45% da motilidade
progressiva e 34,20% do vigor espermatico em relacdo ao sémen pré-congelacdo. Porém,
houve um aumento (P<0,05) de 14,46% das patologias primarias no sémen pos-
descongelacédo. Ja as patologias secundarias encontradas no sémen descongelado em relacéo
ao pre-congelagdo ndo houve diferenca (Tabela 3).

A reducdo do percentual de espermatozoides normais e 0 aumento das patologias
priméarias observadas nas analises do sémen de P. mesopotamicus do presente estudo, pode
estar intimamente relacionado com o0s processos de criopreservacdo. De acordo com
Fabbrocini et al. (2000), a toxidez dos crioprotetores e 0 processo de criopreservagao séo 0s
principais responsaveis pelas crio-injdrias que sdo provocadas nas células espermaticas. O



principal prejuizo causado pelas injurias que os espermatozoides de peixes sofrem devido a
criopreservacao estd relacionado a reducdo da motilidade e do vigor espermatico e por
conseqiiéncia, a reducdo na capacidade de fertilizacdo (Lahnesteiner et al., 1996; Cosson et
al.,1999).

Tabela 3: Médias e desvio padrdo da motilidade progressiva, vigor espermatico,
espermatozéides normais, patologias primarias e secundarias observados nas andlises de
sémen de pacu (P. mesopotamicus) realizados antes da congelagéo e apds descongelagéo.

Parametros Tratamentos
Pré-congelacdo  Pds-descongelacdo
Espermatozoides normais (%) 40,21+15,28a 31,50£12,30b
Espermatozoides com patologias primarias (%) 46,73+£12,48b 54,60+7,59a
Espermatozoides com patologias secundarias (%) 13,14+6,18 13,91+6,13
Motilidade progressiva (%) 69,09+7,48a 23,18+15,04b
Vigor (pontos) 3,45+0,58a 2,27+0,70b

Médias com letra diferente, na mesma linha (P<0.05).

As metodologias de conservacdo da biodiversidade das espécies migradoras, aqui
testadas, mostraram resultados que apontam para um modelo (Fig. 2), que deva contemplar
acoes que permitam produzir alevinos com seguranca, especialmente no que diz respeito a
metodologia de reproducdo de peixes aqui empregada.
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Figura 2. Modelo de producdo de alevinos para o repovoamento a ser desenvolvido, obtidos de
resultados no presente trabalho a ser complementado com a montagem de um banco de germoplasma
proveniente de animais e que possuam a mesma diversidade genética da populacdo original.

Concluséao

O sistema de reproducdo semi-natural mostrou ser o mais apropriado para a
reproducdo de espécies migradoras, como é o caso do P. mesopotamicus, tanto quanto na
producdo de alevinos e na recuperacdo de matrizes, como na manutencdo da variabilidade
genética da progénie. Além disso, a qualidade do sémen ndo se alterou apds a inducgdo
hormonal com extrato de hipdfise de carpa.
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