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RESUMO

A estocagem de suplementacdo de peixes em ambientes naturais € uma das maneiras de mitigar ou
compensar as alteragdes impostas pelo represamento dos rios as populagdes selvagens. Devido a
falta de informagdes sobre a composigdo genética dos estoques repovoadores obtidos através de
manejos reprodutivos com pool de sémen, este trabalho teve como objetivo verificar a contribui¢cao
individual de machos de jundia (Rhamdia quelen) em alevinos obtidos a partir de fertilizagbes
utilizando pool de sémen de machos distintos. Para a investigacao da paternidade, foram utilizados
0s marcadores microssatélites Pcor1, Pcor2, Rh1, PC17 e PC97, que permitiram determinar 84% das
progénies analisadas, com probabilidade de exclusdo combinada de 0,9724. Todos os reprodutores
utilizados apresentaram boa capacidade de fertilizagdo quando empregados individualmente, porém,
quando utilizados em tratamentos com pool as capacidades de fertilizagdes entre os machos variaram
de 4 a 65%. Os resultados evidenciam que a utilizagdo de pool de sémen favorece gametas de
alguns machos sobre outros, reduzindo desta foram a variabilidade genética da progénie. Devido a
superioridade de fertilizagdo que alguns machos de jundia apresentaram neste trabalho, sugerimos
que se evite a utilizagdo de pool de sémen durante a fertilizacao, principalmente em reprodugdes que
visem repovoamento de ambientes naturais.

Palavras-chave: microssatélites; pool de sémen; paternidade; diversidade genética.



ABSTRACT
Individual contributions in milt pool-fertilizations of jundia (Rhamdia quelen).

Supplementary stocking of fish in natural environments is a way to mitigate or compensate the
changes caused by river-damming to wild populations. Because little is known about the genetic
composition of such supplementary stocks obtained by milt pool-fertilization, the aim of this study was
to determine the individual contribution of male jundia (Rhamdia quelen) to offsprings born from such
reproductive management. For paternity investigation, the microsatellite markers Pcor1, Pcor2, Rh1,
PC17 and PC97 were used, 84% of the progenies analyzed were determined with 0.9724 combined
exclusion probability. Male broodstock had good fertilization capacity when used alone, but when used
in milt pools the fertilization capacities varied from 4 to 65%. Results show that milt pools favor
gametes of some males rather than others, thus reducing genetic variability of the progeny. Due to the
higher fertilization capacity of some male jundia found in this study, we do not recommend milt pool-
fertilizations, especially for supplementary stocking in natural environments.

Keywords: microsatellites; milt pool; paternity; genetic diversity.



12

INTRODUGAO GERAL

As bacias hidrograficas da regiao neotropical possuem uma extensa biodiversidade de
peixes de agua doce com mais de duas mil espécies catalogadas, correspondendo a 21% das
espécies mundiais (BUCKUP e MENEZES, 2003). Localizado na Bacia do Prata, o alto rio Uruguai
possui 98 espécies de peixes descritas, destas, 14 apresentam importancia na pesca ou potencial
para a aquicultura (ZANIBONI FILHO et al., 2004) destacando o jundia, Rhamdia quelen
(Siluriformes:Heptapteridae).

A familia Heptapteridae € formada por 22 géneros e 204 espécies (FROESE e PAULY,
2007), sendo 11 pertencentes ao género Rhamdia (SILFVERGRIP, 1996), porém no Brasil somente
seis espécies foram registradas: Rhamdia quelen (QUOY & GAIMARD, 1824), R. foina (MULLER &
TROSCHEL), R. itacaiunas (SILVERGRIP), R. laukidi Bleeker, R. mulleri (GUNTHER), R. poeyi
(EIGNMANN & EIGENMANN) e R. jequetinhonha (SILVERGRIP) (BOCKMANN e GUAZZELLI, 2003).
O jundia apresenta ampla distribuicdo geografica, ocorrendo desde a bacia do rio Orinoco até a bacia
do rio Parana (PERDICES et al., 2002). Zaniboni Filho e Schulz (2003) registraram a presenga desta
espécie em todo trecho da bacia do alto rio Uruguai, incluindo seus tributarios. Esta espécie
apresenta migracao lateral e habito alimentar omnivoro, com clara preferéncia por peixes, crustaceos,
insetos, restos vegetais e detritos organicos (GUEDES, 1980; MEURER e ZANIBONI FILHO, 1997).

O aumento do cultivo do jundia, principalmente no sul do Brasil, Uruguai e Argentina deve-se
a diversos fatores, entre eles, sua facilidade de adaptacao a diferentes ambientes e temperaturas
(GOMES et al., 2000), 6timas caracteristicas zootécnicas, facilidade no manejo e a boa aceitagédo de
mercado (POUEY et al., 1999). Fatores estes que incentivaram pesquisas relacionadas a patologia
(SHAMA 1997; BORGES et al. 2004; FERRARI-HOEINGHAUS et al., 2006), nutricido (COLDEBELLA
e RADUNZ NETO, 2002; LAZZARI et al., 2006), reprodugdo (BOMBARDELLI et al., 2006), larvicultura
(MAFFEZZOLI e NUNER 2006), fisiologia (MIRON et al., 2003; VIEIRA et al., 2006) e a produgéo
(FRACALOSSI et al., 2004; SILVA et al., 2005).

O bom desempenho de organismos aquaticos no cultivo e na pesca depende da
manutencdo de boas condigcbes ambientais, que podem ser comprometidas modificagdes tanto de
origem natural quanto antropogénica, promovendo aceleragdes nos processos de redugdo de
populacbes e até mesmo extincdo de espécies (Vrijenhoek, 1998; Agostinho et al.,2007). Dentre as
maiores causas de reducdo da diversidade em &guas interiores brasileiras estdo a poluigdo e
eutrofizacéo dos rios, constru¢des de barragens hidrelétricas e controle de cheias, pesca e introdugao
de espécies (AGOSTINHO et al., 2005).

O maior numero de introdugdes de espécies no Brasil ocorreu na década de 70, época de
grande aumento no numero de reservatérios hidrelétricos e massivas estocagem de espécies nao-
nativas, justificadas como necessarias para mitigar ou compensar as alteragdes impostas a ictiofauna
e a pesca pelo represamento (AGOSTINHO et al., 2007). A estocagem de suplementagdo € uma
medida destinada a recompor estoques, devendo ser cumprida com objetivos claros e especificos,
principalmente por ser a segunda causa de extingdo de espécies devido ao comprometimento do poo/

génico da populagéo silvestre receptora (AGOSTINHO et al., 2007).
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Allendorf e Ryman (1987) e Hindar et al. (1991) destacaram que a reducgédo da variabilidade
genética dos estoques fundadores em estagbes de piscicultura que realizam repovoamento de
ambientes naturais resulta em efeitos genéticos deletérios no estoque selvagem. A reducao da carga
genética em reproducdes artificiais se deve em grande parte ao manejo reprodutivo durante a
fertilizagéo e a utilizagdo de estoques fundadores com baixos tamanhos efetivos. Segundo Allendorf e
Phelps (1980), a redugédo da variabilidade genética gera mudangas estocasticas nas frequiéncias
alélicas causada pelos endocruzamentos, comprometendo desta maneira as préximas geragdes.

O numero minimo de reprodutores recomendados para evitar a redugao da variabilidade
genética é de cinqlienta casais de matrizes (50 machos e 50 fémeas), acasalados separadamente,
para que todos possam contribuir igualmente na formagdo da proxima geragdo (ALLENDORF e
PHELPS, 1980; GHARRET e SHIRLEY, 1985; FALCONER, 1996). As principais causas de redugao
da variabilidade genética sado atribuidas a escolha de um pequeno numero efetivo de reprodutores
(Ne), acasalamentos de individuos aparentados e propor¢ao desigual de machos e fémeas durante a
reprodugao sdo as principais causas de redugdo da variabilidade genética (SEKINO et al., 2002).
Entretanto, o numero de reprodutores mantidos em cativeiro é geralmente menor que o
recomendado, devido principalmente as dificuldades de manutengdo dos reprodutores, como os
elevados custos para a implantagcdo de instalacbes adequadas e fornecimento de alimentacdo de
qualidade (CYRINO et al., 2004).

Muitas vezes, os reprodutores sao utilizados conjuntamente ou repetidamente, devido ao
método de fertilizagdo externa que permite a manipulagdo dos gametas femininos e masculinos antes
da ativacdo com agua. Segundo Withler (1988), quando as espécies apresentam volume de sémen
abundante, varios machos sao utilizados para a fertilizacdo de ovécitos de uma ou mais fémeas, com
a finalidade de prevenir a perda de gametas femininos pela infertilidade do macho. Entretanto, as
diferengcas nas contribuicbes de gametas parentais em fertilizagdes com pool de sémen, podem
reduzir o tamanho efetivo do estoque reprodutor e aumentar a variagdo entre as familias
(ALLENDORF e RYMAN 1987).

Relatos de variagbées do potencial de machos em fertilizagbes com pool de sémen foram
verificados com uso de isoenzimas para teste de paternidade em salmao (Oncorhynchus
tshawytscha) (GHARRET e SHIRLEY, 1985; WITHLER, 1988; WITHLER e BEACHAM, 1994) e em
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (GILE e FERGUSON, 1995). Os resultados desses trabalhos
indicaram que o sémen de alguns peixes apresentou boa capacidade de fertilizagdo somente quando
utilizados individualmente, com pequena parcela de contribuicdo para a formagdo da progénie
quando empregados em cruzamentos com pool de sémen.

Técnicas de biologia molecular tém sido ferramentas Uteis para o estudo da variabilidade
genética em populagdes naturais e cultivadas. Com o desenvolvimento da técnica de PCR
(polymerase chain reaction), tornaram-se possiveis estudos genético-moleculares envolvendo grande
numero de individuos de qualquer organismo vivo. Ela baseia-se na sintese in vitro de milhdes de
coépias de um segmento especifico de DNA, realizada através da enzima DNA polimerase, que
permite a quantificacdo e analise da variabilidade genética dentro e entre populagdes de qualquer

organismo. Com base nas diferengas e semelhangas de seqiiéncia de bases de segmentos de DNA é
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possivel o estabelecimento de hipoteses sobre as relagbes de parentesco ou relagées filogenéticas
entre grupos ou populagdes.

Marcadores genéticos sdo caracteristicas qualitativas com heranga Mendeliana, facilmente
reconhecidas e cuja expressao nao sofre influéncia ambiental (ROBINSON, 1998), podendo ser
morfoldgicos, bioquimicos ou moleculares. Os primeiros marcadores foram as isoenzimas, seguidas
pelo RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
microssatélites e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), que sao mais utilizados
atualmente.

As investigacbes sobre a estrutura genética de populagdes tém sido realizadas através de
eletroforese de enzimas e em nivel de DNA. O desenvolvimento de marcadores moleculares
possibilitou a ampliagdo dos conhecimentos sobre populagdes de espécies nativas (GAIOTTO, 2001),
sendo frequentemente, utilizados como ferramenta para responder a diversas questdes sobre
genética de populagdes como analise de paternidade e fluxo génico (WRIGHT e BENTZEN, 1994),
além de possibilitar estratégias reprodutivas alternativas em manejos de melhoramento genético e
manejo de populagdes cultivadas. Quando as caracteristicas morfolégicas sao dificeis de controlar e
as progénies sao numerosas, os testes de paternidade se tornam justificaveis (OLIVEIRA, 1999) e
recomendados quando o fenétipo do individuo n&o indica a sua procedéncia (BARON, 2000).

Testes de paternidade, estudos de estrutura populacional e analise de diversidade genética
em peixes tém sido amplamente realizados por marcadores microssatélites, por apresentarem alto
conteudo informativo, serem multivariaveis e codominantes (INNOCENTIIS et al., 2005; BARROSO et
al., 2005), superando muitas das dificuldades associadas a outros tipos de marcadores (GLOWATSKI
et al., 1995). Os marcadores microssatélites ou SSR (“Simple Sequence Repeat”) sdo sequéncias de
1-6 pb de comprimento repetidas em “tandem,” encontradas em alta freqiéncia e com ampla
distribuicdo nos genomas dos eucariotos (LITT e LUTY, 1989; WEBER e MAY, 1989). Podem ser
utilizados via PCR (Polymerase Chain Reaction), permitindo uma padronizagéo dos protocolos entre
os laboratoérios (GLOWATZKI et al., 1995).

A analise de Joci microssatélite € realizada utilizando-se iniciadores (primers)
complementares (18 a 25 bases) as regides repetitivas que os flanqueiam. Essas regides podem ser
altamente conservadas em grupos taxondmicos relacionados (PRIMMER et al., 1996), permitindo a
utilizacdo de primers desenvolvidos para uma determinada espécie em espécies relacionadas, porém
com menor acuracia com aumento da distancia evolutiva da espécie para a qual os primers foram
desenvolvidos (MOORE et al.,, 1991). A possibilidade de sucesso da amplificacdo heterdloga de
sequéncias de DNA por PCR em espécies do mesmo género e até mesmo de géneros diferentes tem
tornado menos proibitivo o uso de marcadores microssatélite em espécies de peixes nativos.

Inicialmente a estrutura genética de peixes nativos foi estudada através de isoenzimas.
Revaldaves et al. (1997) analisaram a variabilidade genética das subpopulagbes de curimba,
Prochilodus lineatus, coletadas em trés localidades da bacia do rio Parana, através de isoenzimas. Os
valores de distdncia e identidade genética sugerem que no trecho da planicie de inundagao, P.
lineatus representa uma Unica unidade reprodutiva com alto fluxo génico. PERES et al.,, 2002,

também utilizado sistemas enzimaticos investigaram a variabilidade genética de Hoplias malabaricus
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de duas localidades da planicie de inundagédo no Rio Parana, e encontraram diferengas significativas
entre as duas localidades.

Wasko e Galetti Jr. (2002) utilizando marcadores RAPD, analisaram exemplares de Brycon
lundii coletados de diferentes localidades do rio S&o Francisco e verificaram a existéncia de pelo
menos das populagbes distintas, devido, provavelmente, a migragbes diferenciadas. O marcador
RAPD também foi uma ferramenta utilizada por Almeida et al. (2003) para averiguar a variabilidade
genética de espécimes de Pimelodus maculatus de diferentes localidades nos rios Tieté e
Paranapanema. Os autores constataram diferentes niveis de diversidade genética, com maior
estruturagéo dos peixes do rio Paranapanema em relagédo ao rio Tieté, devido ao maior fluxo génico
deste em relagdo a aquele. A diferenciagdo genética encontrada nas localidades do rio
Paranapanema deveria ser considerada em caso de repovoamento de peixes neste rio.

Wasko et al. (2004) investigaram a diferenga genética de trés estoques de peixes cultivados
em relagdo a uma populagéo nativa de Brycon cephalus do rio Amazonas, através do marcador
RAPD. Os pesquisadores verificaram maior polimorfismo da populacdo nativa (85,4%) em relagéo
aos estoques cultivados (72,0%, 79,7% e 81,8%). Esses valores de diversidade genética devem ser
levados me consideragado, em caso de reproducdes que visem a introdugdo de peixes no ambiente
natural, para que n&o aconteca reducao carga genética dos estoques selvagens.

Analisando espécimes de curimbata (Prochilodus marggravii) de diferentes localidades do
rio Sdo Francisco, Hatanaka e Galetti Jr. (2003) e Hatanaka et al. (2006) utilizaram marcadores RAPD
e microssatélites, respectivamente, e verificaram simpatria entre os diferentes pontos. Segundo os
autores, a formacao de diferentes populagbes pode se devido a diferentes migragdes reprodutivas
nestas areas.

Marcadores RAPD foram utilizados por Sanches e Galetti Jr. (2002) para estudar a estrutura
populacional de Brycon microlepis, a fim de conservagao. Leuzzi et al. (2004) pesquisaram a
diferenciagdo genética de exemplares de Astyanax altiparanae de trés localidades do Rio
Paranapanema (baixo, médio e alto) através do Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso. Os
autores verificaram que a populagdo no mais baixo Paranapanema é geneticamente diferente desses
nas segdes medianas e superiores. O marcador RAPD também foi utilizado como ferramenta para
estudo da variabilidade genética de espécimes de Astyanax scabripinnis do rio Cambe (SOFIA et al.,
2006) e de quatro espécies de peixes da bacia do alto rio Uruguai (RAMELLA et al., 2006).

Estudos visando a conservagao genética e o manejo reprodutivo de algumas espécies de
peixes nativos foram executados com éxito através de DNA mitocondrial: Martins et al. (2003)
verificaram a variabilidade genética em populagbes de Leporinus elongatus da bacia do alto rio
Parana e Muriel-Cunha et al. (2005) solucionaram a filogenia de taxons de catfish.

Os marcadores microssatélites foram utilizados como ferramenta para o manejo de
reprodutores de linguado, Paralichthys olivaceus (SEKINO et al., 2004). A diversidade genética de
populagdes cultivadas e de sete populagdes selvagens de Brycon opalinus foi investigada através de
microssatélites por Barroso et al. (2005). Os resultados deste trabalho sugerem que cada populagao é
uma unidade diferente. As andlises de diversidade genéticas sdo importantes tendo implicagdes para

0 manejo de pesca, piscicultura e conservagao dos estoques.
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De acordo com Sirol e Brito (2006) o repovoamento é uma das estratégias necessarias a
realizagdo dos objetivos estabelecidos no plano de manejo de reservatérios. No entanto, impactos
causados pela degradagao genética podem reduzir o contingente populacional de algumas espécies
nativas e inviabilizar uma populacdo com a possibilidade da producdo de proles estéreis
comprometendo o patrimdnio genético (AGOSTINHO et al.,, 2007). Do exposto, fica evidente a
necessidade critérios ecolégicos envolvendo um grande numero de fatores, entre eles o manejo
reprodutivo, abordado neste trabalho através de fertilizagdes com pool de sémen, visando contribuir

com a conservacgao dos recursos pesqueiros.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Fornecer bases de manejo genético reprodutivo de peixes nativos do alto rio Uruguai, para
auxiliar na elaboragdo de programas de repovoamento visando a conservagcdo dos estoques

pesqueiros e a variabilidade genética das espécies.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar a taxa de fertilizagcdo e de sobrevivéncia de jundia, Rhamdia quelen nos diferentes
cruzamentos;

2. Determinar a proporg¢ao parental individual de machos na fertilizagdo individual e na mistura
de sémen de diferentes parentais na progénie de jundia, através do uso de marcadores

microssatélites.

O artigo cientifico apresentado foi redigido de acordo com as normas da Revista Journal of Fish
Biology, o qual sera posteriormente submetido para publicagéo.
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RESUMO

Devido a falta de informagbes sobre a composigdo genética dos estoques repovoadores obtidos
através de manejos reprodutivos com pool de sémen, este trabalho teve como objetivo verificar a
contribuicdo individual de machos de jundia (Rhamdia quelen) em alevinos obtidos a partir de
fertilizagbes utilizando pool de sémen de machos distintos. Para a investigagdo da paternidade, foram
utilizados os marcadores microssatélites Pcor1, Pcor2, Rh1, PC17 e PC97, permitiram determinar
84% das progénies analisadas, com probabilidade de exclusdo combinada de 0,9724. Todos os
reprodutores utilizados apresentaram boa capacidade de fertilizagdo quando empregados
individualmente, porém, quando utilizados em tratamentos com pool as capacidades de fertilizagbes
entre os machos variaram de 4 a 65%. Os resultados evidenciam que a utilizagdo de pool de sémen
favorece gametas de alguns machos sobre outros, reduzindo desta foram a variabilidade genética da
progénie. Devido a superioridade de fertilizagdo que alguns machos de jundia apresentaram neste
trabalho, sugerimos que se evite a utilizacdo de pool de sémen durante a fertilizagao, principalmente
em reprodugdes que visem repovoamento de ambientes naturais.

Palavras-chave: microssatélites; pool de sémen; paternidade; diversidade genética.

ABSTRACT

Because little is known about the genetic composition of such supplementary stocks obtained by milt
pool-fertilization, the aim of this study was to determine the individual contribution of male jundia
(Rhamdia quelen) to offsprings born from such reproductive management. For paternity investigation,
the microsatellite markers Pcor1, Pcor2, Rh1, PC17 and PC97 were used, 84 % of the progenies
analyzed were determined with 0.9724 combined exclusion probability. Male broodstock had good
fertilization capacity when used alone, but when used in milt pools the fertilization capacities varied
from 4 to 65 %. Results show that milt pools favor gametes of some males rather than others, thus
reducing genetic variability of the progeny. Due to the higher fertilization capacity of some male jundia
found in this study, we do not recommend milt pool-fertilizations, especially for supplementary stocking
in natural environments.

Key words: microsatellites; milt pool; paternity; genetic diversity.
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INTRODUGAO

O Jundia (Rhamdia quelen) é uma espécie que apresenta ampla distribuicdo geografica
ocorrendo desde a Argentina até o sul do México (Silfvergrip, 1996). O desempenho produtivo no
cultivo e pesca de organismos aquaticos necessita da manutencdo de boas condigbes ambientais
para que a diversidade genética da populagdo seja mantida, evitando processos de redugédo de
populagdes e extingao de espécies, que sdo causadas principalmente pela poluigdo e eutrofizagao
dos rios, construgcédo de barragens hidrelétricas, pesca, e introducdo de espécies tanto nativas quanto
exoticas (Agostinho et al., 2005). O repovoamento dos estoques € uma estratégia muito utilizada
visando a manutengéo da biodiversidade das bacias (Sirol & Britto, 2006), porém, quando n&o séo
utilizadas técnicas de manejo de reproducdo adequadas, essas medidas podem causar redugdes na
variabilidade genética nos estoques repovoadores, inferindo diretamente em efeitos genéticos
deletérios no estoque selvagem receptor e consequentemente pode levar a extingdo da espécie
(Allendorf & Ryman, 1987; Hindar et al., 1991).

Devido a restricdbes de espaco e dificuldade de capturar reprodutores selvagens, um
pequeno numero de machos é muitas vezes mantido e utilizado repetidamente para a fertilizagao de
um grande numero de fémeas, de forma que o sémen de varios machos possa ser aplicado
sequencialmente ou misturado antes da adigdo de agua (Witlher, 1988). A competicdo dos
espermatozoides quando o pool de sémen é utilizado para a fertilizagdo, resulta em diferentes
contribuicdes de gametas parentais nos descendentes, diminuindo o tamanho efetivo do estoque
reprodutor (Allendorf & Ryman, 1987; Campton & Utter, 1985). No entanto, alteragbes no tamanho
efetivo do estoque fundador podem ser reduzidas com a maximizagdo (Krueger et al., 1989) e
utilizagdo de iguais proporgcdes de reprodutores (Allendorf & Phelps, 1980). Variagées na capacidade
de fertilizagdo com pool de sémen foram relatadas através da verificacdo de parentesco para salmao
(Oncorhynchus tshawytscha) (Gharret & Shirley, 1985; Withler, 1988; Withler & Beacham, 1994) e em
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Gile & Ferguson, 1995). Os autores verificaram redugéo na
capacidade de fertilizagao de alguns machos quando o sémen foi utilizado na mistura com o sémen
de outros machos. Os efeitos da liberagcdo de peixes sem os cuidados de manejo podem ser
numerosos, como deplecdo da diversidade genética, contaminagdo por doengas e aumento da
competicao (Allendorf & Phelps, 1980).

O repovoamento de ambientes degradados é uma estratégia necessaria a realizagcado dos
objetivos estabelecidos no plano de manejo de reservatérios, que devem seguir critérios ecologicos
envolvendo o manejo reprodutivo (Sirol & Brito, 2006). Devido a utilizagdo de pool de sémen ser um
procedimento rotineiramente realizado em pisciculturas, ha necessidade de se investigar a proporg¢ao
parental nos descendentes, e consequentemente a estrutura genética da populagao repovoadora.

Marcadores genéticos moleculares tém se tornado uma ferramenta de pesquisa muito
importante na investigagdo de estratégias reprodutivas alternativas, implantacédo de programas de
melhoramento genético, manejo reprodutivo e extingdo de espécies de peixes (O'Reilly et al., 1998).
A estrutura de populagdes cultivadas pode ser determinada com grande eficiéncia por marcadores

microssatélites, devido ao alto poder informativo e co-dominancia (Herbinger et al., 1995). Varios
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estudos tém demonstrado a capacidade desses marcadores para determinar relagdes de parentesco
em populagdes cultivadas e selvagens (Herbinger et al., 1995; Hara & Sekino, 2003; Sekino, 2004;
Castro et al., 2004; Dong et al., 2006; Jerry et al., 2006). Com objetivo de fornecer bases de manejo
genético reprodutivo visando a conservagédo dos estoques pesqueiros e a variabilidade genética das
espécies, foi verificada a taxa de fertiizagdo e de sobrevivéncia do jundia em diferentes
acasalamentos e determinada a proporgao parental individual na fertilizagdo utilizando pool de

sémen, através de marcadores microssatélites.

MATERIAIS E METODOS

REPRODUGAO E LARVICULTURA

O trabalho foi realizado na Universidade Federal de Santa Catarina. A reprodugéo foi
conduzida no Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce e a andlise genética foi
realizada no Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal. Os reprodutores de
Rhamdia quelen utilizados no experimento foram coletados de populagdes nativas do rio Uruguai, na
divisa dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Os animais foram conduzidos ao
laboratério, induzidos e extrusados segundo metodologia descrita por Woynarovich & Horvath (1980).
Os gametas masculinos e femininos foram coletados em recipientes especificos e mantidos
separadamente para a quantificagdo do volume de sémen e do nimero de ovécitos, além de propiciar
fertilizagbes direcionais. A fertilizacdo a seco foi realizada através da mistura de 1,0 g de ovdcitos de
cada fémea com 40 pL de sémen de cada macho (controle) ou da mistura de 10 uL de sémen oriundo
de quatro machos distintos (tratamento), de acordo com o desenho experimental (Tabela I). Apos a
adicdo de 100 mL de agua para a ativagao dos espermatozoides e estimular a fertilizagdo, os ovos

foram lavados, hidratados e transferidos para incubadoras individuais para cada cruzamento.

Tabela |. Cruzamentos direcionados dos ovécitos das fémeas de Rhamdia quelen com gametas provenientes de um Unico
macho (controle) e da mistura do sémen de quatro machos (tratamento).

Controle Tratamento
M1 M2 M3 M4 M5 M6 Pool A’ PoolB*  Pool C*
F1 X X X X X
F2 X X X X X
F3 X X X X X

"Pool A (M1+M2+M3+M4), 2Pool B (M1+M2+M5+M6) e *Pool C (M3+M4+M5+Mé6)

* todos os cruzamentos foram realizados em friplicata.



22

A concentragdo de células espermaticas de todos os machos foi mensurada através de
capilares para microhematdcrito submetidos a centrifugagdo em microcentrifuga por 5 minutos. O
tempo de duragéo da motilidade do sémen foi avaliado subjetivamente para expressar a porcentagem
total de espermatozdides modveis, ativando o sémen com agua destilada e observando em
microscopio em aumento de 400x. A motilidade progressiva foi avaliada utilizando uma escala relativa
de 0 a 5 pontos, correspondentes a motilidade de 0 a 100% (Carolsfeld, 2003). As taxas de
fertilizagéo (n° ovos em estagio de fechamento do blastoporo X100 / n® ovos observados) foram
mensuradas aproximadamente 15 horas apds a fertilizagdo dos ovodcitos, e a verificacdo da
sobrevivéncia total das larvas foi realizada aproximadamente 72 horas apds a eclosdo. Todos os
parametros de avaliagdo de sémen foram realizados com trés repeticoes.

Os resultados de motilidade e concentragdo espermatica, espermatocrito, taxa de
fertilizagdo e sobrevivéncia larval foram submetidos a analise de variancia. Quando houve diferenga
significativa entre os tratamentos, suas médias foram comparadas pelo teste de Tukey, com nivel de

significancia de 5%.
AMOSTRAGEM, EXTRAGAO DO DNA E ANALISES DOS MICROSSATELITES

Amostras da nadadeira caudal dos reprodutores bem como, larvas com aproximadamente
5,0 g, amostradas aleatoriamente, foram identificadas, armazenadas em etanol 70% e mantidas em
freezer -20°C para analise de DNA. O DNA foi extraido da nadadeira caudal dos reprodutores e do
tecido muscular das larvas, maceradas na presenga de nitrogénio liquido (Monesi et al., 1998). Apos
a extracao com fenol/cloroférmio, o DNA foi precipitado com etanol 70% e ressuspendido em tampéo
TE (0,1 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,01 mM EDTA) contendo RNAse (20 nug mL'1). Aliquotas de DNA foram
quantificadas por comparagdo DNA padrao do fago A conhecidos (20, 50, 100 ng/uL) em gel agarose
1%.

Inicialmente 21 iniciadores SSRs foram testados, e cinco Jloci microssatélites foram
selecionados: Pcor 1 (AY737063) e Pcor 2 (AY737064) (Revaldaves et al., 2005); PC 17 (AY833371)
e PC 97 (AY833377) (Moeser & Bermingham, 2005); RH 1 (Alves et al., 2006) (Tabela II).

As amplificagcdes foram feitas em um volume final de 14 uL contendo 10 ng de DNA, 0,3 uM
de cada iniciador, 1,5 mM MgCl,, 0,25 U Tag-polimerase. Para os SSRs PC 17 e PC 97, utilizou-se
1,4 mM MgCl,. As amplificagbes de microssatélites foram executadas em Termociclador PT-100
Thermal Controler, com desnaturagao inicial de 3 min a 95 °C, 30 ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min na
temperatura de anelamento (Tabela Il) € 1 min a 72 °C, com extenséo final por 10 min a 72 °C. Os
produtos amplificados foram revelados em gel desnaturante de poliacrilamida 4% (10 mL de bis-
acrilamida 40%, 42,0 g de uréia em 10 mL de TBE 5X), 200 uL de APS 10% e 84 uL de TEMED/50
mL de solugédo de gel. Para revelagéo, o gel foi fixado em alcool etilico 10%, acido acético 1% e

corado com nitrato de prata 0,2% (Creste et al., 2001).
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Tabela Il. Loci e seqiiéncias dos SSRs utilizados, temperatura de anelamento e nimero de acesso em GenBank.

SSR Seqiiéncia de primers (5°-3") Repeticao Ta (°C) Numero de acesso (GenBank)

Pcor1  F: AAACCCGAGGATAACCAGTC (TC)sGC(TC)o 50 AY737063

R: CAGCGTGCTACTAACACAAAC

Pcor 2 F: GATATGCAAATAAGAAGGTC (AG)19 51 AY737064

R: TCTTCTGGCTTTTCCTCCTCT

RH 1 F: TTACTCGGGATACGATGC - 56 *

R: TTGTCAGAGTGCCAAAGG

PC 17 F: CACGACGTTGTAAAACGAC (CA)24 53 AY833371
GCCTGCCAGGTAAATCTGAA

R: AGGTATGCGGAACACTGACC

PC 97 F: CACGACGTTGTAAAACGACG (CA)14 54 AY833377
TTGGTTTGAGGTCGGTTTG

R: GAACAGTGAGAGCGGAGAC

Ta = temperatura de anelamento. F= primer Forward. R= primer Reverse.

* SSR néo publicado no GenBank.

Obtido o gendtipo de todos os parentais e progénies, foi utilizado o programa CERVUS 3.0
(Marshall et al., 1998) para determinar as frequéncias alélicas das popula¢des, que foram usadas
como base para determinar a paternidade das progénies. Os parametros de simulagdo envolveram
10.000 repeti¢des, com proporgéo de 100% dos candidatos a pais amostrados e erro de genotipagem
de 1%. Os niveis de confianga adotados foram 95% restrito e 80% relaxado. A probabilidade de

excluséo foi estimada a partir do gendtipo conhecido da progénie, da mée e dos candidatos a pai.

RESULTADOS

A concentragao espermatica dos machos variou de 1,72 a 4,76 x 10" espermatozoides por
mL™", com maior concentragdo espermatica do macho M3 em relagdo aos machos M1, M4, M5 e M6
(p<0,05). As taxas de espermatécrito variaram de 4,4 a 24,6%, com valores superiores observados
para os machos M3, M4 e M6 (24,6, 23,5, 23,9% respectivamente). Foi observada correlagao linear
positiva entre espermatdcrito e concentragdo espermatica (r=0,47), e entre espermatdcrito e
paternidade no cruzamento pool C (r=0,44). A motilidade espermatica variou de 38,5 a 97,8 segundos
(M1 e M5, respectivamente), e as taxas de fertilizagdo dos cruzamentos controle foram acima de
77%, enquanto que nos tratamentos com pool de sémen esse valor foi superior a 83%. Nao houve
diferenga na taxa de fertilizagdo dos tratamentos com pool/ de sémen, bem como também nos
cruzamentos com a fémea F1(p>0,05), j&4 nos cruzamentos M1F2 e M5F2 as taxas de fertilizagao

(95,4 e 98,5% respectivamente) foram superiores ao M6F2 (77,1%). Nos cruzamentos controle com a
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fémea F3, a taxa de fertilizacdo do M4F3 foi superior ao M6F3, porém entre os demais cruzamentos

nao houve diferengas (Tabela IIl).

Tabela lll. Valores médios e desvio padrao (P<0,05) da concentragdo espermatica, espermatocrito, motilidade espermatica,
taxa de fertilizagéo e de sobrevivéncia larval para cada cruzamento.

Fémea Macho Concentracéo Espermatocrito Motilidade Fertilizagao Sobrevivéncia
células/ml % s % %
1 1 1,89+0,31x10'® 7,5 (+ 0,57)° 38,5+8,3" 93,4 (+4,8)° 22,4 (£13,1)°
2 3,10+0,89x10"% 7 (+0,01)° 40,3+2,1° 89,8 (+4,2 )™° 62,5 (+ 20,6)®
3 4,76+0,85x10"* 24,6 (+ 0,48)° 62,8+8,8% 89,9 (+ 6,6)™° 26,1 (+ 11,3)°
4 2,53+0,71x10'® 23,5 (+ 0,58)" 63,5+7,3% 86,1 (+ 7,3)*° 22,9 (+ 3,9)°
Pool A - - - 83,4 (+ 8,5)™° 38,1(+ 19,1)°
Média 88,5 34,4
2 1 1,89+0,31x10'® 7,5 (+ 0,57)° 38,5+8,3™ 954 (£ 1,7 54,7( 34,7)°
2 3,10+0,89x10"% 7 (+0,01)° 40,3+2,1° 91,7 (+ 2,5)™° 68,43(+ 4,8)™
5 2,78+0,36x10'® 4.4 (£0,48)° 97,8+8,1° 98,5 (+ 1)° 89,81(+ 10,8)°
6 1,72+0,06x10'® 23,9 (+ 0,48)® 74,552 77,1 (2,7)° 81,5(+ 25)°
Pool B 98,0 (+ 0,4)° 99,5(+ 0,2)°
Média 92,1 78,8
3 3 4,76+0,85x10'*® 24,6 (+ 0,48)° 62,8+8,8%° 93,6 (+2,3 98,0 (+ 0,6)°
4 2,53+0,71x10'® 23,5 (+ 0,58)" 63,5+7,3% 98,2 ( 1,0)° 86,7 (+21,7)°
5 2,78+0,36x10'® 4.4 (£0,48)° 97,8+8,1° 91,7 (+ 1,7)*° 76,2 (+ 5,8)°
6 1,72+0,06x10'® 23,9 (+ 0,48)® 74,55 2% 81,2 (£ 6,4)™ 66,2 (+ 12,3)®
Pool C - - - 91,7 (+ 1,8)™° 61,4 (+ 4)™
Média 91,3 77,7

abc

Na mesma coluna, médias seguidas por diferentes letras séo significativamente diferentes (p<0,05).

A sobrevivéncia das larvas apds 20 dias da eclosao foi de 22 a 99% entre os diferentes
cruzamentos. Nos tratamentos com pool de sémen, a progénie do tratamento com pool B apresentou
taxa de sobrevivéncia superior a progénie do pool A (p<0,05). A sobrevivéncia larval ndo apresentou
diferenga entre os machos, no entanto, nos cruzamentos F1M1, FIM3 e F1M4 a sobrevivéncia foi
significativamente inferior aos cruzamentos F2M5, F2M6, F3M3, F3M4 e F3M5 (p<0,05). Machos de
R. quelen apresentaram diferentes niumeros de descendentes quando o sémen foi misturado com o
de outros machos antes de ser aplicado nos ovdcitos. As taxas de espermatdcrito nao refletiram a
capacidade de fertilizacdo dos machos nos cruzamentos controle. O macho M1 apresentou baixa taxa
de espermatdcrito (7,5%) e alta taxa de fertilizagdo no cruzamento F1M1 (93,4%) (p<0,05), no
entanto o macho M6 proporcionou altos valores de espermatdcrito (23,9%) e reduzida taxa de
fertilizacdo no cruzamento F2M6 (77,1%) (p<0,05) (Tabela IlI).
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O sucesso reprodutivo dos machos nos cruzamentos com pool de sémen foi independente
das fémeas que participaram da fertilizacdo ou da interagdo com outros machos, diferindo
significativamente entre os tratamentos. A paternidade resultante de pool/ de sémen nao refletiu
necessariamente a capacidade de fertilizagdo de cada macho, quando comparados com as taxas de
fertilizagdo dos cruzamentos controle, podendo ser observadas variagbes na capacidade de

fertilizagdo dos machos que participaram dos tratamentos com pool de sémen (Figura 1).
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Figura 1. Média e desvio padrdo da contribuigao relativa de cada macho na formagao da progénie quando a fertilizagdo dos
ovocitos de cada fémea (1, 2, 3) foi feita com o pool do sémen de quatro machos distintos (Pool A: M1+M2+M3+M4; Pool B:
M1+M2+M5+M86; Pool C: M3+M4+M5+M6).

No tratamento pool A, o macho M4 apresentou superioridade de fertilizagdo em relagdo aos
outros machos, com 63% da progénie (p<0,05). Os machos M1, M2, M3 contribuiram com 20,4, 12,5,

10,2% respectivamente, no entanto, os cruzamentos controle ndo apresentaram diferenca
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significativa na taxa de fertilizacdo e na sobrevivéncia entre os machos que fertilizaram ovdcitos da
fémea F1.

No pool B o macho M2 apresentou maior capacidade de fertilizacdo (41,7%) em ralagéo aos
machos M1 e M5 (16,6 e 10,3% respectivamente), porém as taxas de fertilizagdo nos cruzamentos
controle M1F2 e M5F2 foram superiores ao cruzamento M2F2. A superioridade de fertilizagdo do M2
(41,7%) em relagdo aos outros machos M1 (16,6%) e M5 (10,3%) nao foi observada no cruzamento
controle M2F2 em comparacao aos outros cruzamentos oriundos da mesma fémea (M1F2 e M5F2)
(p>0,05). O numero de descendentes do M6 (36,7%) no pool C foi significativamente superior aos
machos a progénie produzida pelos machos M3 (17,8) e M5 (13,5%). O M5 teve uma menor
contribuicdo que o macho M6 no tratamento pool/ C, no entanto, os cruzamentos controle M5F3 e
M6F3 n&o apresentam diferenga significativa na taxa de fertilizagdo nem na sobrevivéncia larval
(p>0,05). Os machos M4 e M6 apresentaram maior contribuicdo na fertilizagdo dos cruzamentos com
pool de sémen. O M2 teve maior capacidade de fertilizagdo somente no pool B, e os machos M1, M3
e M5 comportaram-se de forma semelhante nos dois cruzamentos que contribuiram, com baixas
parcelas de contribuigdo na progénie (Figura 1).

A andlise de paternidade permitiu a obtengdo de resultados seguros em 201 progénies
(84%) das 239 analisadas. A totalidade da paternidade n&o pode ser verificada devido a erros de
genotipagem e resultados de dificil interpretagdo. O resumo estatistico dos microssatélites usados na
simulacdo pode ser visto na tabela Ill. A probabilidade de excluséo por lécus variou de 0,129 a 0,474,
quando a informagdo da mae era conhecida (Excl). O numero de alelos de cada loci variou entre
cinco para PC17 e oito para Pcor 2 e RH1 (média de numero de alelos/l6bcus=6,6). A probabilidade de
exclusdo combinada (PEC) foi de 0,9724, e a média da heterozigosidade observada e do conteudo

de informacao polimorfica (PIC) foram 0,770 e 0,706, respectivamente (Tabela 1V).

Tabela IV. Lécus SSR, Numero de alelos, nimero de individuos amostrados (N), tamanho da amplitude dos alelos (pb),
heterozigosidade observada (H,), heterozigosidade esperada (H.), Conteudo de Informagéo Polimérfica (PIC), probabilidade de

exclusdo para cinco loci de microssatélites (PE) e equilibrio de Hardy-Weinberg (WH).

SSR N alelos N Amplitude dos alelos (pb) Ho He PIC PE HW
Pcor 1 6 229 82-102 0,878 0,823 0,797 0,466 i
Pcor 2 8 219 180-280 0,941 0,826 0,800 0,474 Rk
RH 1 8 219 220-290 0,872 0,816 0,791 0,464 ek
PC 17 5 227 240-262 0,714 0,734 0,686 0,300 **

PC 97 6 216 250-290 0,449 0,475 0,457 0,129 *
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DISCUSSAO

Testes de paternidade dependem do nivel de informagdo que os microssatélites utilizados
provéem, determinados pelo Conteudo de Informagédo Polimérfica (PIC), Heterozigosidade (Het),
Probabilidade de Exclusdo (PE) e Probabilidade de Exclusdo Combinada (CPE). Estes valores séo
dependentes do numero de alelos e da distribuicdo de frequiéncia destes na populagéo. A utilizagao
de cinco loci microssatélites foi capaz de determinar 84% da paternidade, porém, com menor
probabilidade de exclusdo combinada (0,9724) quando comparado com o valor étimo para exclusao
de paternidade desejavel (0,9999). O conhecimento do gendtipo da mae no presente trabalho
permitiu obter uma correta exclusdo dos supostos pais, facilitando a identificacdo do parental
verdadeiro e a reducéo de erros de genotipagem.

Historicamente, devido as dificuldades para isolar um grande numero de marcadores
microssatélites, muitos trabalhos tém utilizado quatro ou cinco loci microssatélites desenvolvidos para
espécies de interesse (Jerry et al., 2006). Os mesmos autores utilizaram sete microssatélites para
assistir a paternidade de progénies obtidas de 13 familias com genealogia conhecida, os quais
resolveram 96% da paternidade, com CPE de 0,999. Estudos de parentesco utilizando cinco
microssatélites foram realizados por alguns autores: Sugaya et al. (2002) verificaram paternidade de
progénies obtidas de sete fémeas de camarao tigre, Penaeus japonicus. Perez-Enriquez et al. (1999)
determinaram mais de 73% da paternidade de progénies obtidas de cruzamentos com mais de 7800
possibilidades de casais de dourada do Japao, Pagrus major. Dong et al. (2006) identificaram 90,7%
da progénie proveniente de uma populagdo de camarao chinés Fenneropenaeus chinensis, obtida de
30 cruzamentos fatoriais, com CPE de 0,9991. Segundo esses autores, o uso de poucos
microssatélites, porém representativos, podem ser uma alternativa pratica em programas de
aquicultura.

Em estagdes de piscicultura, a adigdo simultdnea do sémen proveniente de varios machos
para fertilizar ovécitos de uma ou mais fémeas € uma pratica freqiiente. Este estudo revelou que
quando o sémen de quatro machos de R. quelen é misturado antes da inseminagédo dos ovdcitos, a
fertilizagdo individual de cada macho n&o é proporcional ao volume de sémen que compdem a
mistura. Todos os reprodutores utilizados apresentaram boa capacidade de fertilizagdo quando
empregados individualmente nos cruzamentos controle, porém, quando utilizados em tratamentos
com pool de sémen proporcionaram grandes variagcdes de fertilizagdo, podendo ser observadas
diferengas na participagéo entre 4 a 65%, quando o valor esperado era de 25% de paternidade para
cada macho. Resultados similares aos encontrados neste trabalho foram relatados por Witlher (1988)
para reprodutores de salmado Oncorhynchus tshawytscha, submetidos a pool/ de sémen de trés
machos, onde a contribuicdo de cada macho variou de 1,4 a 75,6%.

Os reprodutores de R. quelen apresentaram elevadas taxas de fertilizagdo quando utilizados
em cruzamentos controlados, porém, alguns machos foram responsaveis apenas por uma pequena
parcela de descendentes nos cruzamentos com pool de sémen, evidenciando dominancia de alguns
machos. Campton & Utter (1985) observaram competi¢cdo dos espermatozdides, quando o sémen de

varios machos de salméao do atlantico (Salmo salar) foi misturado para fertilizar um pool de ovacitos,
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promovendo reducdo do numero efetivo de reprodutores em relagcido ao esperado. A variabilidade
existente entre o potencial dos machos nao é simplesmente resultado de diferencgas individuais, mas
a capacidade de fertilizagado individual varia durante todo periodo reprodutivo (Withler, 1988). Desta
forma, alguns machos podem produzir sémen capaz de fertilizar os ovécitos quando utilizados
individualmente em cruzamentos controlados, mas n&o apresentam expressiva contribuicdo quando
aplicados em mistura de sémen.

Manejos reprodutivos de indugdo a reprodugédo com fertilizagédo artificial tendem a diminuir
as diferencas existentes entre os reprodutores selecionados, equalizando a capacidade de fertilizacado
entre eles. A inducédo hormonal de matrinxa, Brycon amazonicus promoveu uma diluicdo do sémen,
com aumento do volume do liquido seminal (Pardo-Carrasco et al., 2006). Apesar da indugao
hormonal utilizada no presente trabalho, foram observadas diferencas na capacidade de fertilizagédo
dos machos utilizados na mistura de sémen. A sobrevivéncia entre os cruzamentos controlados e de
pool de sémen de jundid foram semelhantes dentro de cada tratamento, ndo sendo verificada
mortalidade devido a qualidade dos gametas de um macho especifico, com variagbes de
sobrevivéncia larval entre as fémeas.

Neste trabalho o macho M2 contribuiu de forma distinta nos dois tratamentos em que
participou, enquanto no pool A teve 12,5% de contribuigédo e apresentou 31,9% no pool B. Resultados
semelhantes foram evidenciados por Withler (1988), que n&o observou variagdo no potencial de
fertilizagcdo de machos de Oncorhynchus mykiss em fertilizagcbes com pool de sémen. Segundo a
autora, a variagdo na capacidade de fertilizagcdo observada em algumas espécies, pode ocorrer
devido a interagdo entre os gametas masculinos ou as diferentes fémeas envolvidas na fertilizagdo. O
tempo de motilidade espermatica de exemplares de R. quelen utilizados por Billard et al. (1995) variou
entre 38 e 97 segundos, mostrando valores muito variaveis entre os machos e entre sucessivas
amostras obtidas de um mesmo macho, demonstrando dificuldade para a obtencdo de dados
representativos. O tempo de motilidade espermatica do jundia no presente trabalho ndo apresentou
correlagao com a taxa de fertilizagdo nos cruzamentos controle e de poo/ de sémen, sugerindo que o
tempo de motilidade nao seja um bom indicador da capacidade de fertilizagdo dos machos. A falta de
correlagao entre motilidade espermatica e sucesso de fertilizagdo também foi relatada para machos
de bacalhau, Gadus morhua (Rakitin, 1999).

A elevada concentragao espermatica dos machos M4 e M6 refletiu a boa contribuigdo na
fertilizacdo com pool de sémen em que participaram, apesar disso, 0 macho M3 que também teve alta
concentracdo espermatica foi responsavel por uma baixa taxa de fertilizagcdo nos dois tratamentos
com pool de sémen que participou. De acordo com Pardo-Carrasco et al. (2006) um dos efeitos da
indugdo hormonal de machos de B. amazonicus € o aumento na secregcdo do liquido seminal,
ocasionando um aumento no volume do sémen, porém, sem indugdo da espermatogénese. Desta
forma, apesar do maior volume de sémen produzido, a concentragdo espermatica e o espermatocrito
ficam reduzidos. O uso de espermatocrito tem sido recomendado para determinar a densidade
espermatica, por ser um método pratico e rapido, porém, segundo Withler (1988) e Gharrett & Shirley

(1985) as variagdes de potencial de fertilizagdo entre os machos ndo podem ser descritas por valores
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de espermatdcrito, devido as variagbes entre o tamanho das células espermaticas dos diferentes
reprodutores.

No presente trabalho foi observada semelhanga no espermatécrito para os machos M3 e
M6 (24,6 e 23,9 respectivamente) e diferentes taxas de fertilizagdo nos tratamentos com pool de
sémen (10,2 e 36%). Segundo Gile & Fergunson (1995), as relagdes entre concentragdo espermatica
e potencial masculino sdo obscuras, porém importantes, pois quando a concentragdo das células
espermaticas de machos de truta arco-iris foi equalizada, a diferenca entre a capacidade de
fertilizagdo dos machos foi significativamente reduzida. Semelhante ao observado para R. quelen,
Rakintin (1999) e Aas et al. (1991) verificaram uma correlagao linear positiva entre o espermatdcrito e
a concentragao espermatica para machos de bacalhau e salmao do atlantico, respectivamente.

Neste trabalho foi observada correlagdo positiva entre porcentagem de espermatdcrito e
paternidade no tratamento com pool C (r=0,44), entretanto, os outros cruzamentos nao apresentaram
essa correlagéo. Estes resultados refletem a complexidade da mistura de sémen para a fertilizagao,
pois, os parametros que avaliam a qualidade sémen ndo refletem a capacidade de fertilizacdo dos
machos. Contudo, interagdes entre gametas, tanto femininos quanto masculinos podem ser mais
importantes durante a fertilizagdo do que parametros de qualidade espermatica.

Em cruzamentos com pool de sémen, assume-se que todos os participantes deixem
descendentes na mesma propor¢do que contribuiram para a formagdo da mistura. Porém, este
trabalho revelou que a contribuicdo de cada macho é desigual, resultando desta forma na reducao do
tamanho efetivo do estoque fundador, que de acordo com Falconer (1996), depende do numero total
de individuos que contribuem com genes para a proxima geragdo. De acordo com Hill (1979) a
participacdo desigual dos reprodutores para a formagédo da geragédo seguinte pode ser motivada por
diferencas no potencial de fertilizacdo entre os individuos ou ainda, devido a metodologia de
fertilizagéo utilizada, que pode favorecer o sucesso de alguns gametas sobre os outros.

Devido a dificuldades de captura e manutengdo dos reprodutores, algumas pisciculturas
necessitam realizar fertilizagbes com pool de sémen. Nesses casos, Gharrett & Shirley (1985)
propdem que o pool seja realizado com sobreposicdo de pares de machos, fertilizando os ovécitos
imediatamente apds a mistura do sémen, entretanto, Withler & Beacham (1994) afirmam que misturas
de sémen realizadas uma hora antes da aplicagdo nos ovocitos reduzem diferengas entre a
capacidade de fertilizagdo dos machos participantes do pool. A criopreservagdo de gametas
masculinos pode ser uma maneira de maximizar o niumero efetivo de reprodutores em estacdes de

piscicultura, permitindo direcionar esforgcos para a captura e manutengao principalmente de fémeas.

CONCLUSAO

Verificaram-se diferengas entre a capacidade de fertilizagdo dos machos de R. quelen em
cruzamentos com pool de sémen demonstrando que o método de reproducéo €, provavelmente, a
maior causa de variagao entre o potencial dos machos, quando comparados com cruzamentos de

casais unicos.
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Devido a superioridade de fertilizagdo que alguns machos de jundia apresentaram neste
trabalho, deve-se evitar a utilizacdo de pool de sémen durante a fertilizagdo, principalmente em

reproducdes que visem repovoamento de ambientes naturais.
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Machos Fémeas
M1 M2 M3 M4 M5 M6 F1 F2 F3
Peso (g) 570 795 800 705 850 510 467 463 344
Volume de sémen (mL) 6,8 11,8 11 30 16 55 - - -
Peso de ovdcitos (g) - - - - - - 41,4 16,1 39,4

Anexo 1. Peso dos reprodutores de Rhamdia quelen e quantidade de gametas produzidos.

Anexo 2. Exemplar adulto de Rhamdia quelen.

Anexo 3. Coleta de gametas masculinos de R. quelen.



Anexo 4. Coleta de gametas femininos de R. quelen.

Anexo 5. Recipientes utilizados para incubagéo dos ovos e criagéo das larvas
dos tratamentos e controle.
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Anexo 6. Quantificagdo do DNA gendmico realizado por comparagdo com quantidades conhecidas do DNA do fago A (20 e
50 ng), de 26 individuos de Rhamdia quelen em gel de agarose 1%.
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Anexo 7. Produtos da amplificagdo do loci microssatélite RH 7 em 46 progénies de Rhamdia quelen. M - marcador A
10 pb. Gel de acrilamida 2% corado com nitrato de prata.
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Anexo 8. Produtos da amplificagao do loci microssatélite Pcor 1 em 42 progénies de Rhamdia quelen. M- marcador A
10 pb. Gel de acrilamida 2% corado com nitrato de prata.



