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RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar a qualidade do sémen de
neomachos de jundia, Rhamdia quelen, através de pardmetros
qualitativos e quantitativos. O sémen foi coletado e caracterizado por
meio do volume e concentracdo do sémen, motilidade, morfologia e
integridade dos espermatozoides, espermatdcrito e taxa de fertilizagdo e
posteriormente comparado ao sémen de machos genotipicos utilizando
andlise estatistica. Na coleta realizada em setembro/2016, neomachos
apresentaram qualidade do sémen similar a de machos genotipicos, mas
apresentaram espermatozoides com menor porcentagem de células (p <
0,05) com morfologia normal (69,0 + 10,0%) e menos vidveis a
fertilizacdo (47,6 £ 20,5). Em abril/2017 os pardmetros avaliados pelo
sémen de um Unico neomacho foram similares ao sémen de machos
genotipicos. Na coleta realizada em junho/2017 foi observada menor
qualidade do sémen de neomachos, acentuando as diferengas entre 0s
grupos avaliados. Diferencas encontradas no sémen indicaram que o
tratamento hormonal usado para a inversdo do sexo afetou a qualidade
dos espermatozoides. No entanto, neomachos de Rhamdia quelen
apresentaram liberacdo do sémen e foram capazes de realizar a
fecundacéo dos ovdcitos e gerar descendentes.

Palavras-chave: Aquicultura. CASA. Concentracdo. Morfologia de
espermatozoides. Taxa de fertilizacéo.






ABSTRACT

The objective of this study was to characterize the semen quality of
jundia neomales, Rhamdia quelen, through qualitative and quantitative
parameters. Semen was collected and characterized by the volume and
concentration of semen, motility, morphology and sperm integrity,
spermatocrit and fertilization rate and later compared to semen of
genotypic males using statistical analysis. In the sampling made in
September/2016, neomales presented semen quality similar to that of
genotypic males, but presented spermatozoa with a lower percentage of
cells (p < 0.05) with normal morphology (69.0 + 10.0%) and less viable
fertilization (47.6 £ 20.5). In April/2017 the parameters evaluated by the
semen one single neomale were similar to the semen of genotyping
males. In the sampling carried out in June/2017, lower semen quality of
neomales was observed, accentuating the differences between the
evaluated groups. Differences in semen indicated that the hormonal
treatment used for sex inversion affected sperm quality. However,
neomales of Rhamdia quelen presented release of the semen and were
able to perform fertilization of the oocytes and generate offspring.

Keywords: Agquaculture. CASA. Concentration. Fertilization rate.
Sperm morphology.
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1. INTRODUGCAO GERAL

No estado de Santa Catarina, as tilapias (Oreochromis sp.) e as
carpas perfazem mais de 70% da producdo de peixes de agua doce
(EPAGRI/CEDAP, 2015). Porém, o cultivo de espécies exoéticas pode
gerar impactos negativos como predagdo, competicdo por recursos e
alteracGes ambientais, caso ocorra seu escape no ambiente natural
(ATTAYDE et al., 2007; BARBIERI et al., 2007; TROCA e VIEIRA,
2012).

Por outro lado, o cultivo de espécies nativas de uma mesma
bacia hidrografica, minimiza os riscos para 0s ecossistemas, e além
desta vantagem, o0s animais estdo mais adaptados as condicOes
climaticas e ambientais, o que favorece o seu cultivo.

Entre as espécies nativas da regido sul do Brasil, Rhamdia
guelen apresenta caracteristicas apropriadas para cultivo, como
crescimento acelerado e aceitabilidade no mercado consumidor e
diversas pesquisas vém sendo realizadas com esta espécie, inclusive
para a producdo de lotes monossexo (WEISS, 2016), com o intuito de
aumentar a producdo da espécie no cenario dulcicola catarinense.

1.1 Rhamdia quelen

Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824) é uma espécie de
peixe teledsteo de agua doce, nativa da América do Sul, que pertence a
ordem Siluriformes, familia Heptapteridae, sendo popularmente
conhecida como jundia (PERDICES et al., 2002).

Segundo Chippari-Gomes (1998), o jundia é -euritérmico,
suportando ampla variacéo de temperatura, alevinos aclimatados a 31 °C
podem suportar temperaturas entre 15 e 34 °C, mas quando aclimatados
a temperaturas mais baixas apresentam maior tolerancia a reducdo na
temperatura.

Com relacdo aos aspectos reprodutivos, o jundia atinge a
maturidade sexual no primeiro ano de vida, sendo que no ambiente
natural apresenta picos reprodutivos no verdo e na primavera (GOMES
et al.,, 2000). Machos da espécie iniciam o processo de maturacdo
gonadal com 13,4 cm e fémeas com 16,5 cm e a partir de 16,5e 17,5 cm
todos o0s exemplares, machos e fémeas, respectivamente estdo
potencialmente aptos para a reproducdo (NARAHARA et al., 1985).

O desenvolvimento dos ovocitos de R. quelen ocorre de forma
assincronica, com amadurecimento em lotes que séo liberados em
intervalos regulares durante todo, ou parte, do ano, caracterizando
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desovas parceladas (GHIRALDELLI et al., 2007). Fémeas maduras
apresentam o orificio genital avermelhado e dilatacdo ventral (GOMES
et al., 2000). Machos aptos para a espermiacdo liberam com facilidade
um sémen de aspecto branco e leitoso quando o abdémen préximo ao
orificio sexual é pressionado. No entanto, fora das estacdes de desova, a
quantidade de sémen liberada reduz e a liberacdo sé ocorre sob forte
pressdo abdominal (GOMES et al., 2000; BORGES, 2005).

Em condicfes de cultivo, durante os primeiros meses de vida
(aproximadamente 150 dias ap6s a eclosdo), machos e fémeas
apresentam crescimento acelerado e similar (BALDISSEROTTO,
2004). Apobs esse periodo, os machos passam a maturar precocemente
em relacdo as fémeas (GHIRALDELLI et al., 2007), destinando grande
parte de sua energia para o desenvolvimento de gonadas. Nas fémeas,
porém, esse processo € mais tardio, 0 que torna seu crescimento superior
ao dos machos e produz heterogeneidade de tamanho durante o ciclo de
producdo (BALDISSEROTO, 2004).

Esse desenvolvimento precoce dos machos faz com que a
producdo de sémen ocorra em um momento inicial em que as fémeas
ainda ndo estdo aptas para a reproducdo. Ao final do periodo, no
entanto, quando facilmente se encontram fémeas prontas para 0 processo
de inducdo hormonal, observou-se redugdo na propor¢do de machos
liberando sémen, bem como na quantidade de sémen produzido por
individuo (CARNEIRO et al., 2006).

Na regido Sul do Brasil o cultivo de R. quelen tem aumentado
devido a algumas caracteristicas da espécie, como resisténcia ao manejo,
eficiéncia alimentar e crescimento acelerado inclusive no inverno,
guando ocorrem baixas temperaturas (FRACALOSSI et al., 2004;
MONTANHA et al., 2011; EPAGRI/CEDAP, 2012).

De forma geral, o jundia apresenta adaptacdo as diferentes
condi¢cbes de cultivo, facilidade para a producdo de larvas por
reproducdo induzida, ganho de peso acelerado, carne com sabor
agradavel ao paladar e boa aceitacdo pelo mercado consumidor local
(FRACALQSSI et al., 2004; BORGES, 2005; BALDISSEROTO e
RADUNZ, 2005; GRAEFF et al., 2008; PAMPLONA, 2009).

No estado de Santa Catarina, o cultivo de jundia apresentou
destaque na producao aquicola de 4gua doce em 2007, devido ao avanco
das técnicas de cultivo aplicadas (EPAGRI/CEDAP, 2012), e desde
entdo vem se tornando cada vez mais difundido entre os produtores
catarinenses, se estabelecendo como uma das principais espécies de
peixes produzidas no estado (EPAGRI, 2017).
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Em 2012, a producdo do jundia (1,9%), foi apresentada
separada da producdo dos demais bagres, devido a importancia que
atingiu nos Ultimos anos, ficando atrds somente dos grupos de espécies
exoticas, como a tilapia nilética e as carpas (EPAGRI/CEDAP, 2013).

No ano de 2011, uma rede de pesquisa denominada Rede
Jundid, composta por instituicGes de pesquisa do sul do Brasil, foi criada
com o objetivo principal de gerar conhecimentos e tecnologia para o
cultivo do jundid (AMARAL-JUNIOR, 2013; BARCELLOS et al.,
2013).

O trabalho desta rede, permitiu que a producdo desta espécie
aumentasse de 644.739 kg produzidos em 2012, para 846.804 kg em
2014, que correspondeu a 2,10% do total produzido, apresentando
destaque como o bagre mais cultivado no estado (EPAGRI/CEDAP,
2013; 2015).

Dados mais recentes de producdo mostram que no ano de 2015
a safra de peixes de &gua doce cultivados em Santa Catarina foi de
42.774.744 kg, sendo que o jundid manteve sua importante colaboracéo
com 739.272 kg (EPAGRI/CEDAP, 2015).

1.2 CULTIVO DE LOTES MONOSSEXO

O cultivo de lotes monossexo de peixes € realizado
comercialmente no intuito de explorar caracteristicas associadas ao sexo
fenotipico de maior interesse zootécnico, o que proporciona alta
rentabilidade na producdo das espécies (REIS et al., 2016).

Em tildpias (Oreochromis niloticus), o cultivo monossexo de
machos € necessario para 0 aumento da producdo (LIMA, 2011;
BOMBARDELLI et al., 2007; ABRUNHOSA, 2011), visto que as
fémeas apresentam menor crescimento, ganho de peso e conversao
alimentar que os machos por apresentarem matura¢do sexual precoce e
elevada prolificidade (BOMBARDELLI et al., 2004; ZANONI et al.,
2013; REIS et al., 2016).

No cultivo de bagres-do-canal (Ictalurus punctatus), a
producdo de lote monossexo masculino, também estd relacionada ao
maior crescimento dos machos em relacdo as fémeas (CESAR et al.,
2005), que pode ser de 10 a 30% superior (DUNHAM et al, 2001).

Por outro lado, em salmonideos, sdo 0os machos que maturam
precocemente e deste modo o cultivo monossexo feminino é utilizado
pelo maior crescimento apresentado por fémeas. Como ao longo do
periodo de matura¢do sexual também ocorre significativa deterioracéo
da qualidade da carne, as fémeas tendem a apresentar carne de qualidade
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superior a dos machos (LEE et al., 2004; TARANGER et al., 2010;
REIS, 2015).

Outras caracteristicas fenotipicas associadas ao sexo também
justificam a producdo de lotes monossexo (REIS, 2015): para a carpa
comum (Cyprinus carpio) a producdo de fémeas visa a obtencdo de ovas
para consumo (KOCOUR et al., 2003; ROTHBARD, 2006), enquanto
gue em peixes ornamentais, como o Betta splendens e “guppy” Poecilia
reticulata, o interesse pela producédo de linhagens monossexo de machos
deve-se & presenca de nadadeiras de visual mais atrativo e/ou de
coloragdo mais intensa (KIRANKUMAR e PANDIAN, 2002;
BATISTA etal., 2013).

Para a producdo de lotes monossexo de peixes diferentes
técnicas podem ser utilizadas: manipulacdo génica, como ginogénese e
triploidia (TEBALDI e AMARAL-JUNIOR, 2009), hibridizacéo
(TURRA et al., 2010) e reversdo sexual, pelo efeito da temperatura
(DRUMMOND, 2007; ZANONI et al., 2013) ou pelo uso de esteroides
sexuais (BEZERRA, 2007; ZANARDI et al., 2011).

A técnica de reversdo sexual utilizando o tratamento com
hormdnios é a mais utilizada comercialmente para obtencdo de lotes
monossexos de peixes, para a qual podem ser utilizados o método direto,
realizado em uma Unica etapa, ou o indireto, que pode ser realizado em
duas ou mais etapas (REIS, 2015).

Em piscicultura a reversdo sexual tem sido rotineiramente
empregada em tildpia (DIAS-KOBERSTEIN et al., 2007), salméo
(Salmo salar) (LEE et al., 2004), truta (Oncorhynchus mykiss) (RAZMI
et al., 2011) e carpa-comum (Cyprinos-carpio) (GROZEA et al., 2007).

No Brasil ndo se tem espécies nativas para as quais, Sdo
produzidos lotes monossexo comerciais. Esse cenario se deve, em
grande parte, a falta de identificacdo correta e metodoldgica das
diferencas fenotipicas, com potencial econémico, entre machos e fémeas
nas espécies produzidas no pais (REIS et al.,, 2016). No entanto,
pesquisas vem sendo realizadas com monossexo feminino do tambaqui
Colossoma macropomum (EMBRAPA, 2015) e do cachara
Pseudoplatystoma fasciatum (VALENTIN, 2013).

Em relacdo ao R. quelen, Baldisseroto e Radiinz (2005),
descreveram que as fémeas crescem de 20-30% mais que os machos e,
por essa razdo, o cultivo monossexo feminino poderia ser utilizado para
aumentar a producédo desta espécie.
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1.2.1 Método direto

A manipulacdo de gametas, ovos e embrifes pode ser realizada
com maior facilidade em peixes, por apresentarem fecundacdo e
desenvolvimento externos, o que favorece o controle do sexo fenotipico,
através da adicdo hormonal (TOLEDO-FILHO et al., 1996).

Na fase inicial da embriogénese os embrides ndo tém o sexo
definido fenotipicamente, possuindo apenas as células germinativas
primordiais, precursoras biol6gicas dos ovéarios e dos testiculos.

Ao longo do desenvolvimento embrionario, um sinal quimico
originario de um gene ou de um conjunto de genes sera responsavel por
informar ao tecido totipotente em que direcdo, macho ou fémea, se
desenvolver (SANTOS e SILVA, 1998).

O método direto consiste na aplicacdo de horménio durante as
fases iniciais de desenvolvimento larval de determinadas espécies para a
producdo de sexo fenotipico desejado (BOMBARDELLI et al., 2007).
Assim, se um peixe receber tratamento hormonal durante o periodo que
o sexo fisiologico pode ser alterado ocorrera interferéncia direta no
desenvolvimento das células totipotentes (CESAR et al., 2005).

Entre os hormdnios mais utilizados na reversdo sexual direta
estdo o androgeno 17a-metiltestosterona, para a masculinizacdo e o
estrogeno 17B-estradiol para a feminilizagdo (BOMBARDELLI et al.,
2004; CNAANI e LEVAVI-SIVAN, 2009), ambos ministrados por via
oral pela incorporagdo na racdo (MEURER et al., 2008), por banho de
imersdo (ZANARDI et al.,, 2011), por injecdo ou por implantes
(PANDIAN, 2013).

Com o intuito de feminilizar R. quelen, Amaral-Junior et al.
(2008a), utilizaram doses de 90, 100 ¢ 110 mg/kg do horménio 17p-
estradiol incorporado na dieta e ministrado durante os primeiros 21 dias
de larvicultura. Os autores verificaram que na dose de 100 mg/kg foi
encontrada maior proporc¢éo de fémeas (79,4%).

Doses de 105 e 115 mg/kg aplicadas a ragdo, também foram
testadas para o jundid, tendo sido obtidos, respectivamente, 100% e
87,5% de feminilizacdo (AMARAL-JUNIOR et al., 2008b).

No entanto, apesar do método direto ser considerado vantajoso
por ser simples e rapido, em alguns paises europeus existe restri¢do para
a comercializagdo e consumo de peixes tratados com esteroides (REIS et
al., 2016).

No Brasil, Zanardi et al. (2011) registraram concentracfes
inferiores a 2,0 mg/Kg de 17a-metiltestosterona em carcagas de tilapias
submetidas a tratamento hormonal com concentragdes de 6,0 e 60
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mg/Kg, em banho de imersdo e em via oral, respectivamente,
concentraces preconizadas pelo Codex Alimentarius do Brasil como
seguras para 0 consumo.

Todavia, 0 método direto aumenta também os riscos de
contaminacdo da agua e do solo (VALENTIM, 2013), sendo necesséaria
alta qualificacdo de funcionarios para a manipulagdo e o manejo do
hormdnio (REIS, 2015).

Amorin (2013) avaliou o sedimento de tanques de piscicultura
de tilapia-do-Nilo (O. niloticus) e encontrou deposi¢cdo de 17a-
metiltestosterona naqueles onde foi ministrada ragdo com hormonio para
0s peixes. O autor preconizou como importante a avaliacdo dos
sedimentos nos locais de despejo dessas aguas, a fim de se verificar o
acUmulo de metiltestosterona e prever niveis de contaminacdo que
possam causar desequilibrio ecoldgico.

1.2.2 Método indireto

Uma solucdo alternativa para a producdo de lotes monossexo
livres de hormdnio é a reversdo sexual indireta, na qual o processo
hormonal € realizado apenas no plantel de reprodutores (MOTA, 2013).

O uso do método indireto é possivel ser aplicado em sistema de
determinacdo sexual, que deve ser obrigatoriamente cromossdémico
simples do tipo XX/XY ou ZW/ZZ (TOLEDO-FILHO et al., 1996;
PIFERRER, 2001).

No caso do tipo XX/XY, para a obtencdo de lotes femininos
sd80 necessérias duas etapas, sendo, a primeira a masculinizagdo de
fémeas genotipicas com hormdnio andrdgeno, originando neomachos
(fémeas genotipicas masculinizadas, apresentando fenétipo masculino) e
a segunda a fertilizacdo de ovocitos normais com o sémen de
neomachos (ISLER, 2009; BORGES, 2015).

Dessa forma, ao se cruzar fémeas masculinizadas (XX) com
fémeas normais (XX), sera produzida, teoricamente, descendéncia 100%
feminina (ISLER, 2009; REIS, 2015).

Ainda que utilize mais tempo, por envolver duas geracfes, a
via indireta, tem maior valor em termos de aplicacdo em paises onde o
uso de horménio ndo é permitido, uma vez que 0s peixes submetidos ao
tratamento hormonal sdo em ntmero reduzido e utilizados apenas como
reprodutores (TABATA, 2000).

A producdo de lotes monossexo femininos, pelo método
indireto tem sido muito utilizada em escala comercial no cultivo de
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truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) no Reino Unido (BYE e
LINCOLN, 1986) e de salmdo no Canada (DONALDSON, 1996).

Para 0 jundiad a aplicacdo da reversdo sexual indireta foi
conduzida por Weiss (2016). Naquele estudo, a masculinizacdo de
fémeas genotipicas foi realizada utilizando diferentes doses de 17a-
metiltestosterona por via oral, e por testes de progénie foi possivel a
identificacdo de trés neomachos, que submetidos ao cruzamento
geraram progénies compostas, em média por 80,06% (x 7,46%) de
fémeas.

Todavia, neomachos de algumas espécies podem apresentar
dificuldade para reproduzir, devido a presenga de g6nadas com
anomalias. Kowalski et al. (2011) ao compararem 0 potencial
reprodutivo de neomachos (XX) com machos heterogaméticos (XY) de
truta-arco- iris (O. mykiss) verificaram que os testiculos de neomachos
apresentavam células de Sertoli hipertrofiadas, prejudicando a funcéo
secretora. Apesar de diferenciar histologicamente dos testiculos de
machos normais, 0s espermatozoides dos neomachos apresentaram
maturagdo completa e taxa de motilidade semelhante ao dos machos
genotipicos 73,1 e 73,7%, respectivamente (KOWALSKI et al., 2011),
indicando a viabilidade do sémen.

No caso da truta-arco-iris, os dutos espermaticos de neomachos
nao se desenvolvem adequadamente, o que faz com que o sémen seja
obtido apds a eutanasia do animal e posterior esmagamento dos
testiculos (FERNANDEZ-DIEZ, 2013 apud ROBLES et al., 2003).

De modo contrério, Rodina et al. (2008) registraram baixa
velocidade, baixa motilidade e consequentemente baixa taxa de
fertilizacdo do sémen de neomachos de Perca fluviatilis L.

Para o R. quelen, os resultados de Weiss (2016) mostraram ser
possivel a reproducdo dos neomachos. No entanto, ainda ndo existem
estudos sobre qualidade do sémen desses animais, informacdo que
apresenta grande importancia para identificacgdo do potencial
reprodutivo desses animais.

1.3 ANALISE DO SEMEN

Para a descricdo de um perfil esperméatico que apresente as
caracteristicas fisicas do sémen, normalmente sdo analisados o volume,
a motilidade, o vigor e a concentracdo espermatica (ROUTRAY et al.,
2007). Entretanto, segundo Rurangwa et al. (2004), a qualidade do
sémen também pode ser avaliada pela viabilidade espermaética, pelas
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caracteristicas morfoldgicas dos espermatozoides e/ou pela composicdo
guimica do plasma seminal.

Estudos realizados sobre a qualidade do sémen em peixes tém
demonstrado caracteristicas seminais muito variadas entre as espécies e
entre os individuos nos pardmetros avaliados (MOJICA, 2004; LENZ,
2014).

Nesse sentido, a avaliacdo das caracteristicas seminais €
necessaria para caracterizar qualitativamente e quantitativamente o
sémen dos reprodutores, permitindo a selecdo de sémen de melhor
qualidade para ser submetido ao processo de fertilizacdo dos ovocitos ou
criopreservacdo (ROUTRAY et al., 2007; CABRITA et al., 2010;
LENZ, 2014).

Em reprodutores neomachos de peixes, a analise seminal
também é necesséria para determinacdo da qualidade e do potencial
reprodutivo. Velez e Elizabeth (2010), ao analisar o sémen de machos
normais de truta-arco-iris e o sémen de fémeas masculinizadas,
utilizaram o volume, a motilidade e a taxa de fertilizacdo, como alguns
dos pardmetros de avaliacéo.

1.3.1 Volume

O volume de sémen produzido pelos peixes € uma medida
guantitativa muito variavel, que pode ser influenciada pela estagdo do
ano, tamanho do individuo, clima, periodo sexual e método de coleta
(BOMBARDELLI et al., 2006).

VariagBes do volume seminal também podem ser observadas
para a maioria das espécies de peixes que recebem tratamento hormonal,
que resulta em significativo aumento do volume (VIVEIROS e
GODINHO, 2009). Shiro Jr. (2013) descreveu que a maioria dos peixes
de couro produzem maior volume de sémen que 0s peixes de escama.

Todavia, 0 volume do sémen ndo tem um valor bioldgico
intrinseco, e sim esta relacionado a quantidade de células fecundantes
nele contidas, sendo importante para a diluicdo do material fecundante
no processo de reproducéo artificial (VIVEIROS e GODINHO, 2009).

1.3.2 Concentracao espermatica

A concentragdo espermatica pode variar de acordo com o peso e
a idade do peixe, época do ano (SILVA et al., 2009), frequéncia de
coleta e com o préprio volume ejaculado (SOLIS-MURGAS et al.,
2011).
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No processo de reproducdo induzida a determinagdo da
concentracdo espermatica constitui importante passo para a otimizacao
do sémen, evitando a utilizagdo de uma quantidade maior de
espermatozoides do que a necessaria para que ocorra a fertilizacdo
(SHIMODA, 2004; LENZ, 2014).

1.3.3 Espermatocrito

O espermatécrito é medido em funcdo do volume proporcional
das fracdes de espermatozoides precipitadas por centrifugacdo e tem
sido utilizado como um método alternativo para o calculo da
concentracdo sendo que, de modo geral, quanto maior a concentracao
espermatica maior sera o espermatocrito (SHIMODA et al., 2007).

Para o jundia, foi observada relagdo linear entre a concentracao
quantificada em cadmara de Neubauer e o espermatocrito, sugerindo que
a concentragdo espermatica do sémen pode ser estimada pelo método do
espermatdcrito, cuja analise é mais rapida e pratica (SANCHES et al.,
2011a).

1.3.4 Morfologia espermatica

Dentre os parametros que expressam a qualidade do sémen, a
morfologia normal das células espermaticas € um dos fatores mais
importantes para que o espermatozoide seja considerado viavel e
potencialmente fértil (STREIT JR. et al., 2009; ARRUDA et al., 2011).

Diversos fatores podem influenciar a morfologia dos
espermatozoides de peixes, tais como: nutricio (MATAVELI et al.,
2007), idade do reprodutor (GASPARINI et al., 2010), inducéo
hormonal e o método de coloragdo para a anélise morfologica (STREIT
JR. et al. 2004; TUSET et al., 2008).

Segundo Arruda et al. (2011), a alta frequéncia de
espermatozoides morfologicamente anormais pode diminuir a
motilidade, o que reduz a fertilizacdo. No entanto, para peixes ndo
existem indices morfolégicos que indiqguem a viabilidade dos
reprodutores (MELO-MACIEL et al., 2012).

Para mamiferos, a exemplo de bovinos e suinos, o Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998) preconiza como
improprios para a reproducdo amostras seminais com taxa inferiores a
70% de normalidade.

De acordo com Miliorini (2006), defeitos morfolégicos de
cauda enrolada e degenerada podem comprometer a fertilizacéo e taxas
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de fertilizagdo superiores podem estar relacionadas a maiores duragdes
de motilidade, devido a prolongada capacidade de movimentacdo das
células espermaticas.

1.3.5 Motilidade espermatica

A motilidade é um pardmetro quantitativo, que de forma similar
a morfologia se apresenta como um dos principais parametros a serem
considerados na analise da qualidade do sémen em peixes (SOLIS-
MURGAS et al, 2011), sendo apontada como uma importante
ferramenta na selecdo de um ejaculado (VERSTEGEN et al., 2002;
MATOS et al., 2008), pois representa a taxa de espermatozoides méveis
(SALMITO-VANDERLEY et al., 2014).

De modo geral, a motilidade espermética tem sido avaliada
subjetivamente através de microscopia éptica, na qual a motilidade total
é classificada de 0 a 100% (SOARES et al., 2010).

Outra forma de se estimar a motilidade é através do tempo de
duragdo da motilidade, que representa 0 tempo em que se perde a
movimentacdo de 50% (SANCHES et al., 2006; SANCHES et al.,
2009a; SANCHES, 2009b) 90% (SOLIS-MURGAS et al., 2004) ou
100% dos espermatozoides (STREIT JR. et al., 2006; 2009).

No entanto, estudos apontam que este tipo de andlise €
impreciso, resultando em variacbes de até 60% mesmo quando
executada por investigadores experientes. Para reduzir a subjetividade,
sistemas automaticos de andlise seminal vém sido desenvolvidos
(MATOS et al., 2008; ARRUDA et al., 2011).

1.3.5.1 CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)

O método computadorizado de analise de sémen, ou CASA,
“computer assisted sperm analysis”, foi incialmente utilizado para
examinar a qualidade do sémen de mamiferos (principalmente de
humanos, bovinos e suinos) e de aves, tendo aplicacdo mais recente em
estudos com peixes (RURANGWA et al., 2001; VERSTEGEN et al.,
2002).

Embora seu uso ndo esteja inteiramente padronizado para todas
as espécies de peixes, atualmente tem sido considerado o método mais
relevante em pesquisas sobre reproducdo (SALMITO-VANDERLEY et
al., 2014).

O CASA ¢ um sistema utilizado para visualizar, digitalizar e
analisar imagens sucessivas, fornecendo informacdes acuradas, precisas
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e significativas do movimento individual de cada célula, bem como de
subpopulacgdes de células espermaticas (AMANN e KATZ, 2004).

Programas computadorizados usados para a avaliagdo
espermatica sdo menos subjetivos e propiciam maior repetitividade as
observacfes do que a habilidade do técnico em identificar padrdes de
motilidade espermatica (CAVALCANTE et al., 2005), sendo possivel
avaliar objetivamente a porcentagem de espermatozoides moveis e
fornecer as velocidades da movimentacdo do espermatozoide
(SALMITO-VANDERLEY et al., 2014).

Para analise da motilidade, o CASA captura imagens
sucessivas, identificando os pontos onde o0s espermatozoides se
encontram a cada imagem. A partir das imagens digitalizadas da
trajetdria de cada célula espermatica, o programa analisa as propriedades
de trajetdria e velocidade dos espermatozoides, calculando o percurso
total pelas retas tracadas entre esses pontos (LOOK et al., 2001;
SALMITO-VANDERLEY et al., 2014).

A motilidade espermatica é comumente considerada uma das
mais importantes caracteristicas para a avaliagdo do potencial de
fertilidade do espermatozoide. Dessa forma, os parametros de
motilidade espermatica apresentados pelo programa, como porcentagem
de espermatozoides moéveis e velocidade curvilinear, poderiam predizer
0 potencial reprodutivo de um individuo por estarem diretamente
relacionados a taxa de fertilizagdo (NASCIMENTO, 2008).

De acordo com Verstegen et al. (2002), além da taxa de
motilidade, os parametros calculados pelo CASA séo:

I.  Velocidade curvilinea (VCL - um/s):; Velocidade da
trajetoria real do espermatozoide;

Il.  Velocidade linear progressiva (VSL - um/s):
Velocidade média em funcédo da linha reta estabelecida
entre o primeiro e o Gltimo ponto da trajetdria do
espermatozoide.

Il Velocidade média da trajetéria (VAP - um/s):
Velocidade da trajetoria média do espermatozoide. Em
casos onde a trajetéria da cabecga espermatica é muito
regular e linear com pouco movimento lateral da
cabeca, a VAP é quase a mesma que a VSL, porém
com trajetorias irregulares, ndo lineares ou onde existe
um alto grau de movimento lateral, a VAP serd maior
que a VSL.
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V. Linearidade (LIN - %): Relagdo percentual entre VSL
e VCL, descreve o percentual de movimento linear.

Correlagdes positivas entre 0s parametros acima apresentados e a
capacidade de fertilizacdo, ja foram relatadas para algumas espécies de
peixes, para as quais o sistema CASA ja foi testado (RURANGWA et
al., 2004).

Algumas espécies de peixes j& tiveram a motilidade dos
espermatozoides avaliado através do CASA, podendo ser citadas:
pirapitinga (Piaractus brachypomus) (NASCIMENTO et al., 2010;
MELO, 2010), curimba (Prochilodus lineatus) (NASCIMENTO, 2008;
VIVEIROS et al., 2010); curimatd comum (Prochilodus brevi) (LOPES
et al., 2014); surubim-do-Paraiba (Steindachneridion parahybae)
(ARAUJO, 2011); tambaqui (C. macropomun) (VIEIRA, 2010;
CAVALCANTE, 2014); bagre africano (Clarias gariepinus)
(RURANGWA et al., 2001); carpa (C. carpio) (LINHARES et al.,
2012); piabanha (Brycon insignis) (SHIMODA, 2004) e pintado (P.
corruscans) (VELARDE, 2013).

Para o R. quelen, também encontra-se na literatura trabalhos
utilizando o sistema CASA para avaliar a motilidade (SANCHES,
2009b; SANCHES et al., 2010a,b).

Assim, devido as vantagens apresentadas pelo programa, o
presente trabalho utilizara 0 CASA como ferramenta para a avaliacdo da
motilidade dos espermatozoides de neomachos e de machos de Rhamdia
guelen, a fim de se produzir maior confiabilidade nos resultados.

1.3.6 Integridade da membrana

A integridade da membrana (FAUVEL et al., 2010; SHIRO JR.,
2013), também conhecida como taxa de sobrevivéncia (CARNEIRO et
al., 2006) ou indice de sobrevivéncia (BOMBARDELLI et al., 2006;
SANCHES et al., 2011b). Ela avalia a capacidade de penetracdo de
corantes no espermatozoide, e serve como indicador da porcentagem de
espermatozoides integros e ndo integros, considerados respectivamente
€omo Vivos e mortos.

Geralmente para a avaliagdo da integridade utiliza-se uma
solucdo de eosina e nigrosina, que penetra 0s espermatozoides nédo
integros, enquanto espermatozoides integros ndo sdo corados
(KAVAMOTO e FOGLI DA SILVEIRA, 1986).

Segundo Zaniboni-Filho e Baldisseroto (2015), quando ocorre
morte celular ha alteracdo da permeabilidade da membrana para
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determinados ions e 0 uso de corantes especificos aplicados sobre o
sémen permite identificar a integridade dos espermatozoides.

Recetemente, outras técnicas tém sido utilizadas na avaliacdo da
integridade da menbrana, como marcadores de DNA (&cido
desoxirribonucleico) fluorescentes por citometria de fluxo que apresenta
maior precisdo e rapidez (FAUVEL et al., 2010).

1.3.7 Taxa de fertilizagéo

A taxa de fertilizacdo é comumente utilizada para estimar o
numero de ovos viaveis em porcentagem de ovos que atingem a fase de
fechamento do blastdporo (FELIZARDO, 2008), que ocorre nos peixes
aproximadamente dez horas apos a fertilizagdo (ZANIBONI-FILHO,
1992).

Para Bobe e Labbé (2010) e Fauvel et al. (2010), a qualidade do
sémen é melhor definida pela capacidade em fertilizar com sucesso um
ovacito. Mas, segundo Rurangwa et al. (2004) e Nascimento (2008) a
mensuracdo indireta da qualidade do sémen, apenas pela capacidade de
fertilizacdo pode ndo ser segura, se a qualidade dos ovdcitos for variavel
a ponto de interferir no sucesso da fertilizagéo.

Dessa forma, a taxa de fertilizacdo deve ser avaliada juntamente
com outros parametros da qualidade do sémen, considerando que eles
podem influenciar a fertilizacdo. Segundo Silva et al. (2009), nenhum
teste isoladamente é capaz de medir a qualidade de uma amostra de
sémen, sendo necessario avaliar diferentes aspectos para predizer o
potencial de fertilidade de um macho.

Todavia, a andlise da fertilizacdo, também permite confirmar a
efetividade da avaliacdo subjetiva ou objetiva da motilidade espermatica
(NASCIMENTO, 2008), reiterando a importancia da anélise conjunta
dos parametros espermaticos.

1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo geral

Caracterizar a qualidade do sémen de neomachos de Rhamdia
quelen.
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1.4.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o volume e a concentracdo do sémen, a morfologia, € a
integridade da membrana dos espermatozoides e o
espermatacrito;

e Analisar a motilidade dos espermatozoides pelo sistema CASA,;

e Avaliar a taxa de fertilizacdo;

Comparar a qualidade do sémen de neomachos com a de
machos normais.
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1.5 JUSTIFICATIVA

No cultivo do Jundid (Rhamdia quelen) os machos, durante a
fase de engorda, apresentam menor crescimento do que as fémeas
porgue entram em maturagdo precocemente. Sendo assim, a producdo de
fémeas é economicamente mais vantajosa devido ao maior crescimento
apresentado por fémeas durante a engorda.

Uma das técnicas disponiveis para se obter lotes femininos de
R. quelen livres de hormdnios exdgenos é o cruzamento de fémeas
normais (fémeas fenotipicas e genotipicas) com neomachos (fémeas
genotipicas masculinizadas), técnica conhecida como reversdo sexual
indireta.

No entanto, neomachos de algumas espécies de peixes nado
formam gbnadas com desenvolvimento completo, sendo incapazes de
liberar sémen, ou apresentam sémen de baixa qualidade.

Os neomachos de R. quelen produzidos por Weiss (2016),
entretanto, liberaram sémen durante a reproducéo induzida.

Como ndo existem informacGes sobre a qualidade seminal de
neomachos de R. quelen, estudos dos parametros de qualidade do sémen
de neomachos de jundia fazem-se necessarios, pois permitem avaliar o
potencial reprodutivo e colaboram para produzir informacGes para o
cultivo desta espécie que apresenta relevante importancia econémica
para o estado de Santa Catarina.

2. ARTIGO ELABORADO

O artigo cientifico “Caracterizagdo do sémen de neomachos de
jundia, Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824)”, elaborado nesta
dissertacdo, esta redigido nas normas do Boletim do Instituto de Pesca
(Qualis B2; fator de impacto no JCR 0,525).

http://www.pesca.sp.gov.br/index.php/publicacoes/boletim-do-instituto-
de-pesca.


http://www.pesca.sp.gov.br/index.php/publicacoes/boletim-do-instituto-de-pesca
http://www.pesca.sp.gov.br/index.php/publicacoes/boletim-do-instituto-de-pesca
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Artigo
Caracterizacédo do sémen de neomachos de jundia, Rhamdia
quelen (Quoy & Gaimard, 1824)
Resumo

O objetivo deste estudo foi caracterizar a qualidade do sémen de
neomachos de jundia, Rhamdia quelen, através de pardmetros
qualitativos e quantitativos. O sémen foi coletado e caracterizado por
meio do volume e concentracdo do sémen, motilidade, morfologia e
integridade dos espermatozoides, espermatocrito e taxa de fertilizacéo e
posteriormente comparado ao sémen de machos genotipicos utilizando
analise estatistica. Na coleta realizada em setembro/2016, neomachos
apresentaram qualidade do sémen similar & de machos genotipicos, mas
apresentaram espermatozoides com menor porcentagem de células (p <
0,05) com morfologia normal (69,0 + 10,0%) e menos vidveis a
fertilizacdo (47,6 + 20,5). Em abril/2017 os parametros avaliados pelo
sémen de um Unico neomacho foram similares ao sémen de machos
genotipicos. Na coleta realizada em junho/2017 foi observada menor
qualidade do sémen de neomachos, acentuando as diferencas entre os
grupos avaliados. Diferencas encontradas no sémen indicaram que o
tratamento hormonal usado para a inversdo do sexo afetou a qualidade
dos espermatozoides. No entanto, neomachos de Rhamdia quelen
apresentaram liberagdo do sémen e foram capazes de realizar a
fecundacéo dos ovdcitos e gerar descendentes.

Palavras-chave: CASA. Concentracdo. Morfologia de espermatozoides.
Taxa de fertilizagdo. Volume.
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Article
Characterization of semen of neomales de jundia, Rhamdia
quelen (Quoy & Gaimard, 1824)
Abstract

The objective of this study was to characterize the semen quality of
jundia neomales, Rhamdia quelen, through qualitative and quantitative
parameters. Semen was collected and characterized by the volume and
concentration of semen, motility, morphology and sperm integrity,
spermatocrit and fertilization rate and later compared to semen of
genotypic males using statistical analysis. In the sampling made in
September/2016, neomales presented semen quality similar to that of
genotypic males, but presented spermatozoa with a lower percentage of
cells (p < 0.05) with normal morphology (69.0 + 10.0%) and less viable
fertilization (47.6 £ 20.5). In April/2017 the parameters evaluated by the
semen one single neomale were similar to the semen of genotyping
males. In the sampling carried out in June/2017, lower semen quality of
neomales was observed, accentuating the differences between the
evaluated groups. Differences in semen indicated that the hormonal
treatment used for sex inversion affected sperm quality. However,
neomales of Rhamdia quelen released semen and were able to perform
fertilization of the oocytes and generate offspring.

Keywords: CASA. Concentration, Fertilization rate. Sperm
morphology. Volume.
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INTRODUCAO

O crescimento heterogéneo de machos e de fémeas de jundia,
Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824), compromete o cultivo da
espécie, pois 0s machos crescem menos que as fémeas
(BALDISSEROTO, 2004). Desse modo, o cultivo monossexo de fémeas
pode vir a ser uma alternativa para a producdo de lotes mais
homogéneos e para intensificar a producdo desta espécie (AMARAL-
JUNIOR, 2008), que vem crescendo na regido Sul do Brasil, por ser
uma espécie nativa que apresenta bom desempenho produtivo,
adaptabilidade as condicdes climaticas e cujo processo reprodutivo em
piscicultura estd dominado (BOMBARDELLI et al, 2006;
MONTANHA et al., 2011).

A reversdo sexual indireta € uma técnica de producdo de lotes
monossexo de fémeas, que consiste na masculinizacdo de fémeas
genotipicas com horménio androgénico, resultando em uma
descendéncia com machos genotipicos e fémeas invertidas, os chamados
neomachos. Posteriormente é realizado o cruzamento dos neomachos
com fémeas normais, dando origem a uma descendéncia teoricamente
100% feminina, e livre de hormonios (REIS et al., 2016).

Todavia, hd pouca informacdo disponivel sobre a qualidade do
sémen de neomachos, principalmente de espécies nativas. Estudos
mostram neomachos com gbnadas apresentando estruturas atrofiadas
(KOWALSKI, et al., 2011) ou produzindo sémen de baixa qualidade
(RODINA et al., 2008), o que poderia comprometer a reproducéo.

Nesse contexto, a avaliagdo do sémen dos neomachos é
necessaria para predizer o potencial reprodutivo e identificar a
viabilidade do uso desses animais na reproducgdo comercial por meio da
descricdo do perfil esperméatico dos reprodutores e da avaliagcdo da
qualidade do sémen coletado (SANCHES et al., 2011a,b).

Para a descricio de um perfil espermatico, parametros
qualitativos e quantitativos sdo utilizados na andlise das caracteristicas
fisicas do sémen (ROUTRAY et al., 2007), sendo as principais o
volume e a concentracdo do sémen, a morfologia dos espermatozoides, a
taxa de motilidade espermética e a integridade da membrana (SOLIS-
MURGAS et al., 2011; MELO-MACIEL et al., 2012; ZANIBONI-
FILHO e BALDISSEROTO, 2015), além da taxa de fertilizacdo (BOBE
e LABBE, 2010).

Entre os pardmetros mencionados, a motilidade apresenta
influéncia relevante na fertlizacdo. No intuito de reduzir a subjetividade
nas analises de motilidade, sistemas automaticos como o CASA
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(Computer Assisted Sperm Analysis) tém sido cada vez mais utilizados
(MATOS et al., 2008; ARRUDA et al., 2011).

Os sistemas computadorizados fornecem dados precisos sobre
as caracteristicas do movimento espermatico, o que possibilita a
obtencdo de informacdo da velocidade espermatica de cada
espermatozoide, por andlise integrada de imagens digitalizadas
(RURANGWA et al., 2001; AMANN e KATZ, 2004; ZANIBONI-
FILHO e BALDISSEROTO, 2015).

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi caracterizar o
sémen de neomachos de Rhamdia quelen, comparando-o com o sémen
de machos genotipicos, por meio dos principais parametros de qualidade
do sémen.

MATERIAL E METODOS
Delineamento Experimental

O presente estudo analisou, individualmente, o sémen de
neomachos e o sémen de machos genotipicos de Rhamdia quelen em
trés momentos: setembro/2016, abril/2017 e junho/2017. Os neomachos
de R. quelen utilizados nesse estudo foram produzidos por Weiss
(2016), utilizando doses de 60, 90 ou 120 mg de 17a-metiltestosterona
por kg de racdo durante 21 dias, e identificados por teste de progénie.

Em setembro/2016 o sémen de trés neomachos (481,7 + 265,8
g) e 0 sémen de trés machos normais (376,7 + 107,7 g) foram
individualmente caracterizados pelas variaveis: volume e concentracdo
espermatica, espermatdcrito, morfologia espermatica, motilidade e
integridade da membrana dos espermatozoides, além da taxa de
fertilizacdo, seguindo-se os procedimentos estabelecidos no Protocolo
PP00788, aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais/UFSC.

Apdbs um periodo de seis meses (abril/2017), uma nova coleta
de sémen foi realizada, tendo sido coletado o sémen dos trés machos
genotipicos utilizados em setembro/16 e o sémen de outros cinco
machos genotipicos, totalizando oito animais (441,9 + 86,1 g). Para
neomachos, devido a morte de um dos animais, foram utilizados apenas
dois neomachos (357,5 £ 123,7 g).

Uma coleta complementar de sémen foi realizada em
junho/2017 utilizando os mesmos animais avaliados em abril/17, dois
neomachos (325,0 + 99,0 g) e oito machos genotipicos (418,1 £ 77,4 g),
com a finalidade de melhor caracterizar o volume e a concentracdo do
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sémen, o espermatocrito, a morfologia dos espermatozoides e a
integridade da membrana.

Nestes estudos todos os reprodutores neomachos e machos
genotipicos eram irmaos e apresentavam idade aproximada de trés anos.

Os peixes foram estocados em tanques de 1000 L ligados a um
sistema de recirculacdo de dgua, com temperatura (25,3 'C + 0,64) e foto
periodo (12 horas de luz) controlados, apresentando 7,0 £ 0,73 mg/L de
oxigénio, 7,6 £ 0,5 de pH e 2,3 + 0,1 g/L de salinidade, e foram
alimentados com ragdo comercial (Guabi Pird® de 2-4 mm) com 40% de
proteina bruta, ofertada até a saciedade aparente duas vezes ao dia e trés
vezes por semana.

Hipofisac&o dos reprodutores e coleta do sémen

Seguindo os critérios de maturacdo das gbnadas descritos por
Woynarovich e Horvath (1980), os animais aptos para a reproducao
foram induzidos com extrato pituitario de carpa (EPC), utilizando-se
duas doses em fémeas (0,5 e 4,5 mg/kg), com intervalo de 12 h e uma
dose em neomachos e machos genotipicos (2,0 mg/kg) aplicada no
momento da segunda dose das fémeas.

Os gametas foram coletados com 220 horas-grau, apés a
aplicacdo da segunda dose, na temperatura da agua de 24,8 °C.

Nos neomachos e nos machos genotipicos, o sémen foi coletado
individualmente até a reducdo aparente (SANCHES et al., 2011a) com o
uso de seringas plasticas (SANCHES e CERQUEIRA, 2010), evitando-
se a contaminagdo com agua, sangue, fezes ou urina. Apos a coleta as
seringas foram armazenadas em caixas térmicas contendo gelo
reutilizavel. No momento da coleta avaliou-se a coloracdo e 0 aspecto
do sémen, de modo subjetivo, de acordo com Shiro Jr. (2013).

Volume

O volume foi aferido com o uso de seringa plastica de 5,0 mL
(KAVAMOTO e FOGLI DA SILVEIRA, 1986). Posteriormente, 0
sémen foi transferido para eppendorfs de 3,0 mL para a realizagdo das
analises.

Concentracéo espermatica

Nesta andlise uma aliquota de 10 uL de sémen in natura foi
diluida (1:100, sémen:volume total) em solucdo de formol-citrato (2,9 g
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de citrato de sodio, 4,0 mL de formaldeido a 35% e 100 mL de &gua
destilada). Em amostras muito concentradas uma aliquota de 1,0 uL do
volume foi novamente diluida em 999 pL (1:1000) para facilitar a
contagem.

A concentracdo espermatica foi determinada através da
contagem do numero de espermatozoides (espermatozoides/mL) em
camara hematimétrica de Neubauer (WIRTZ e STEINMANN, 2006).
Na cdmara de Neubauer foi adicionado 1,0 puL. do sémen diluido, sendo
contados o0s espermatozoides presentes em cinco quadriculas, sendo a
concentracdo calculada conforme CBRA (1998).

Espermatdcrito

A mensuragdo do espermatocrito foi realizada com o sémen
fresco utilizando-se tubos capilares de micro-hematécrito, que foram
preenchidos com aproximadamente 70% de sémen e vedados em uma
das extremidades.

Em seguida, os tubos foram submetidos a uma centrifugacéo a
12.000 rpm (rotagBes por minuto) por 15 min, em uma microcentrifuga
(centrifuga - CENTRIBIO Hematocrit®). O percentual de massa celular
presente no sémen foi mensurado com o auxilio de uma régua
(SANCHES et al., 2011a).

Morfologia espermatica

Inicialmente uma aliquota de 10 puL de sémen foi diluida em
solucdo de formol-citrato (1:100, sémen:volume total). Posteriormente,
a 1,0 uL desta solugdo diluida foram adicionados 40 uL de corante rosa
bengala (STREIT JR. et al., 2004).

Para analise da morfologia dos espermatozoides, uma aliquota
de 1,0 uL de sémen corado foi colocada sobre ldmina para realizacéo de
esfregaco.

Depois de seco, o esfregaco foi observado em microscépio de
luz (Leica® DM3000 LED, GER) para contagem (n=200) e a
classificacdo dos espermatozoides em normais ou com presenca de
anormalidades, seguindo-se a metodologia descrita por Streit Jr. et al.
(2008).

As anormalidades morfoldgicas foram classificadas em
primérias, quando 0s espermatozoides apresentavam cauda dobrada,
enrolada, curta, curvada e/ou dupla e cabeca pequena e/ou grande, ou
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em secundarias, quando os espermatozoides apresentavam cauda tipo
gancho, auséncia de cabeca e/ou cauda solta.

Motilidade esperméatica

A motilidade espermatica foi avaliada pelo sistema CASA,
utilizando-se 1,0 uL. de sémen, que foi diluido em solucéo ativadora de
bicarbonato de sédio (NaHCO3) a 1,0%. Para os machos normais, a
diluicdo foi de 1:1000 (sémen/solucdo), e para 0s neomachos foi de
1:200, devido ao menor nimero aparente de células.

Na sequéncia, 10 pL do sémen diluido foram colocados em
camara de Neubauer e a motilidade foi gravada em videos com duragédo
de 60 s, a uma taxa de 100 quadros, utilizando-se um microscopio de luz
(Leica® DM3000 LED, GER), equipado com uma camera CCD com
objetiva de contrataste de fase (Leica® ICC50 HD) ligada a um
microcomputador.

A gravacgdo, a compilacdo das imagens e a analise dos videos
produzidos no CASA utilizando o software Image J seguiu o protocolo
proposto por Kime et al. (2001), ja validado para R. quelen por Sanches
et al. (2010a).

As variaveis avaliadas foram o percentual de motilidade (%), a
velocidade curvilinear (VCL), a velocidade média de deslocamento
(VAP), a velocidade em linha reta (VSL) e a Linearidade (LIN) no
tempo de 10 s, sendo o procedimento realizado em triplicata para cada
amostra de sémen de neomachos e de machos.

Integridade da membrana

O percentual de espermatozoides com membrana celular integra
foi quantificado pelo método de coloracdo eosina/nigrosina (3,0% e
5,0%, respectivamente), adaptado de BLOM (1950).

Uma aliquota de 10 pL de sémen foi corada com 50 pL de
nigrosina ¢ 30 puL de eosina ¢ em seguida foi realizado um esfregaco
com uma aliquota de 1,0 uL da mistura. O procedimento foi similar ao
realizado por SANCHES et al. (2011b) tendo sido alteradas apenas as
dosagens de sémen (30 pL), dos corantes (90 pL) e do esfregaco (10
uL).

Em microscépio de luz (Leica® DMLB, GER), foram contados
200 espermatozoides, para os quais foram considerados como néo
integros aqueles cujas células apresentaram coloracdo rosada, ou seja,
que absorveram 0s corantes, e como integros 0s que apresentaram
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células ndo coradas, cujas membranas integras impediam a penetracdo
dos corantes, com adaptacfes de Kavamoto e Fogli da Silveira (1986).

Taxa de fertilizacao

Em setembro de 2016, para cada sémen de neomachos e de
machos genotipicos foram utilizados 2,0 g de ovdcitos de uma fémea
(830 g) de R. quelen, cujo os ovoécitos, apds coleta manual foram
fertilizados por uma aliquota de 50 puL de sémen proveniente de cada
reprodutor.

Em abril de 2017, a taxa de fertilizacdo foi novamente realizada
utilizando o sémen dos reprodutores neomachos e machos genotipicos
para fecundar os ovdcitos de uma Unica fémea (1310 g).

O procedimento de fertilizacéo foi realizado em triplicata com o
sémen individual de cada animal e os ovos, apds a fertilizacdo, foram
distribuidos em incubadoras cilindrico-conicas de 10 L abastecidas por
um sistema de recirculagdo de 4gua com temperatura de 25 °C.

A taxa de fertilizagdo dos cruzamentos envolvendo neomachos
e 0s machos, nos meses de setembro e abril, foi quantificada dez horas
apos a fecundacdo, através da amostragem de 260 ovos (ZANIBONI-
FILHO, 1992) de cada incubadora que foram observados em
microscopio estereoscopico (Leica® MZ12, GER), considerando-se
como viaveis, os ovos em estagio de fechamento do blastéporo
completo (ZANIBONI-FILHO, 1992; CAROLSFELD et al., 2003).

Analise Estatistica

As variaveis espermaticas foram analisadas pelo teste de Mann-
Whitney, aplicado para comparagdo de neomachos e machos
genotipicos de R. quelen. Os dados referentes aos parametros
espermaticos foram inicialmente submetidos ao teste de Shapiro-Wilk
para verificacdo da normalidade (LOPES et al., 2014).

Para verificacdo de possiveis relagdes entre as concentracdes
espermaticas determinadas em camara de Neubauer e pelo
espermatocrito, 0s resultados desses parametros para neomachos e
machos genotipicos foram submetidos a analise de regressdo linear, ao
nivel de 5,0% de significancia (SANCHES et al., 2011a).

A andlise de regressdo, também foi usada para avaliar a relagéo
de dependéncia da taxa de fertilizacdo em relacdo a morfologia de
neomachos e machos genotipicos.
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RESULTADOS

O peso corporal dos animais, o volume seminal obtido e a
producdo relativa de sémen produzido por neomachos e machos
genotipicos de R. quelen nas trés coletas realizadas estdo apresentados
na Tabela 1.

O volume de sémen produzido por neomachos em
setembro/2016 ndo apresentou diferenga em relagdo ao volume
produzido por machos genotipicos (p > 0,05), mas a amplitude mostra
uma variagdo no volume liberado de sémen nos neomachos em relacdo
aos machos. A producdo de sémen em relagdo ao peso dos animais foi
superior em machos em set/2016.

Os valores das demais variaveis analisadas para o sémen de
neomachos e machos genotipicos de Rhamdia quelen em setembro/2016
estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 1. Peso corporal (g), volume (mL) e producéo relativa de sémen (mL.g"
1) (média + desvio padrdo) de neomachos e machos genotipicos de Rhamdia
quelen. A amplitude esta apresentada entre parénteses.

Sémen
Periodo Tipo n Peso (9) Volume Producéo
(mL) (mL.g™)
Neomachos 3 481,7+265,8 3,744 0,01+0,02
Setembro (270 — 780) (1,1-898) (0,002 - 0,03)
2016 Machos 3 376,7+107,7 10,0+2,0 0,030,002
(265-480)  (7,8-11,8) (0,02 - 0,03)
357,5+123,7 )
Abril Neomachos 2 (270 — 445) 8,0 0,03
2017 Machos 8 441,9+86,1 8,4+1,8 0,02+0,005
(375-575)  (8,0-10,0) (0,01 -0,03)
Neomachos 2 325,0£99,0 2,0+1,7** 0,006%0,01
Junho (255 - 395) 0,8-3,2) (0,002 - 0,01)
2017 418,1+77,4 7,7+1,8 0,02+0,004

Machos 8 (205 530)  (64-118)  (0,01-0,03)

1Um dos neomachos néo apresentou liberagio de sémen.
*Diferenca estatistica pelo Teste de Mann-Whitney.
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Tabela 2. Varidveis esperméticas analisadas no sémen de neomachos (n=3) e de
machos genotipicos (n=3) de Rhamdia quelen (média + desvio padrdo) em
setembro/2016. VCL = Velocidade curvilinear; VAP = Velocidade da trajetoria
média; VSL = Velocidade linear progressiva. LIN = Linearidade.

Variavel espermatica Neomachos Machos
Concentragdo (spz/mL) 1,1x10M + 1,9x10%  2,4x10 + 3,9x10%°
Espermatdcrito (%) 18,8 £18,7 255+7.2
Normalidade morfologica (%) 69,0 £ 10,0* 86,3+3,5
Motilidade (%) 75,0 £0,2! 75,0+0,1
VCL (um/s) 82,7+ 44" 80,8+7,9
VAP (um/s) 68,9 + 4,9 679+7,6
VSL (um/s) 61,7 +5,8! 61,9+6,8
LIN (%) 90,0 +0,03! 91,0+£0,03
Integridade de membrana (%) 70,8 £ 33,6 81,3+8,1
Taxa de fertilizagdo (%) 47,6 + 20,5* 75,2+ 4,6

'Um dos neomachos néo apresentou motilidade, velocidades e LIN pelo CASA.
* Diferenga estatistica pelo Teste de Mann-Whitney.

Em setembro/2016, a concentragdo espermética e o
espermatocrito do sémen de neomachos ndo diferiu (p > 0,05) de
machos genotipicos (Tabela 2). Embora neomachos tenham apresentado
um sémen menos concentrado (Figura 1) e com menor quantidade de
células precipitadas (Figura 2).

-~

A B

Figura 1. Concentragdo espermética analisada pelo método da camara de
Neubauer em setembro/2016. A — Neomacho. B — Macho genaotipico.
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Volume total

B

Figura 2. Massa celular precipitada em relagdo ao volume total pelo método do
espermatocrito em setembro/2016. A — Neomacho. B — Macho genotipico.

Néo foi observada relacdo (p > 0,05) entre a concentracdo
espermatica e o espermatdcrito de neomachos e de machos genotipicos,
sendo que ndo foi possivel estimar a concentracdo espermatica pelo
método do espermatdcrito.

Os neomachos de R. quelen, apresentaram espermatozoides
com menor porcentagem de células com morfologia normal e com
menor efetividade na fecundacdo dos ovdcitos (p < 0,05), em
comparacao aos valores obtidos para machos genotipicos (Tabela 2).

Ao se relacionar a normalidade morfol6gica (%) com a taxa de
fertilizacdo (%) também ndo foi encontrada relacdo (p > 0,05) para
neomachos e para machos genotipicos, embora tenha-se verificado que
com alta normalidade obteve-se maior fertilizacao.

Neomachos e machos genotipicos apresentaram a mesma
motilidade, sendo que as diferentes velocidades esperméticas e a
linearidade foram semelhantes entre os dois grupos de peixes
analisados. A integridade da membrana também ndo apresentou
diferencas entre os dois grupos avaliados (Tabela 2).

Para as varidveis analisadas em abril/2017, os valores estdo
apresentados na Tabela 3, porém andlises estatisticas ndo foram
aplicadas devido ao baixo nimero de reprodutores neomachos.
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O volume de sémen produzido pelo Gnico neomacho que liberou
sémen em abril/2017 foi semelhante ao obtido para machos genotipicos
(Tabela 1).

O espermatocrito, a motilidade, as velocidades e a linearidade
analisadas pelo CASA, a integridade da membrana e a taxa de
fertilizacdo apresentados por este neomacho, também apresentaram
valores proximos aos observados para machos genotipicos (Tabela 3).

Na coleta realizada em junho/2017 o volume de sémen de
neomachos R. quelen foi menor em comparacdo ao dos machos
genotipicos (p < 0,05) (Tabela 1). A producdo de volume de sémen em
relacdo ao peso dos animais também se mostrou maior em machos.

Os neomachos apresentaram espermatozoides com menor
concentracdo, espermatocrito e porcentagem de células normais em
comparagdo aos valores obtidos para machos genotipicos (p < 0,05)
(Tabela 4).

Tabela 3. Variaveis espermaticas analisadas no sémen de neomachos (n=2) e de
machos genotipicos (n=8) de Rhamdia quelen (média *+ desvio padrdo) em
abril/2017. VCL = Velocidade curvilinear; VAP = Velocidade da trajetoria
média; VSL = Velocidade linear progressiva. LIN = Linearidade.

Varivel espermatica Neomachos Machos

Espermatdcrito (%) 27,9 242 +57
Motilidade (%) 13,0 23,0+0,1
VCL (um/s) 74,1 741+148
VAP (um/s) 57,8 61,2+ 16,0
VSL (um/s) 57,1 58,3 + 14,5
LIN (%) 97,0 96,0 £ 0,03
Integridade de membrana (%) 78,5 76,3+22,8
Taxa de fertilizagdo 78,6 68,6 = 16,1

Um dos neomachos ndo apresentou liberagdo de sémen.

Tabela 4. Variaveis espermaticas analisadas no sémen de neomachos (n=2) e de
machos genotipicos (n=8) de Rhamdia quelen (média + desvio padrdo) em
junho/2017.

Varidvel espermatica Neomachos Machos
Concentracio (spz/mL) 7,2x108 + 1,0x10°%* 6,7x10% + 5,1x10%°
Espermatdcrito (%) 0,9+14* 18,8+4.8
Normalidade morfologica (%) 28,5+ 275* 64,0 £ 10,7
Integridade de membrana (%) 89,5+49 942+29

* Diferenga estatistica pelo Teste de Mann-Whitney.
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A avaliacdo da integridade de membrana demonstrou que
neomachos e machos genotipicos apresentaram alto percentual de
espermatozoides integros (Tabela 4).

Em relacdo as anormalidades primarias e secundarias,
verificou-se que 0s neomachos apresentaram maior porcentagem de
anormalidades primarias, principalmente em junho, quando 61,7% das
células espermaticas apresentaram algum defeito primario (Tabela 5).

Por comparagdo visual, observou-se que o sémen dos animais,
em todas as coletas apresentaram caracteristicas de cor bem distintas.

Machos genotipicos invariavelmente apresentaram sémen
branco leitoso, indicativo de maior concentragdo, enquanto que o sémen
dos neomachos variou de aspecto aquoso para liquido, sem nenhum
indicativo aparente de presenca de células espermaticas, principalmente
em junho/2017 (Figura 3).

No entanto, um dos neomachos, na primeira coleta realizada,
apresentou sémen com aspecto muito leitoso, bem proximo ao
observado para machos.

Tabela 5. Anormalidades primarias (%) e secundéarias (%) no sémen de
neomachos e machos genotipicos, analisadas em setembro/2016 e junho/2017.

Set/2016 Jun/2017
Anormalidade = Neomachos Machos Neomachos Machos
Priméria 19,7+1,3 95+10 61,7+214 33,3+11,7

Secundaria 11,3+111 42+32 98+27 2,721

Priméaria: cauda dobrada, enrolada, curvada, pequena, grande, dupla.
Secundéria: cauda-gancho, sem cabeca, sem cauda.

Figura 3. Comparagao visual do sémen de Rhamdia quelen em junho/2017. A —
Macho genotipico; B e C — Neomachos.
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DISCUSSAO

De acordo com Luz et al. (2001) e Viveiros e Godinho (2009), o
volume de sémen é muito variavel em peixes teledsteos, e pode ser
alterado de acordo com o peso do individuo, da época e da metodologia
de coleta.

O volume de sémen relativo ao peso dos animais produzido por
neomachos e machos genotipicos nas trés coletas realizadas, foi inferior
ao registrado por Bombardelli et al. (2006) para R. quelen (0,036 +
0,008 mL.g%) em tangue escavado.

O menor peso dos animais registrado entre as analises € o
reduzido intervalo de tempo entre as coletas de sémen realizadas em
abril e junho/17, podem ter causado uma reducdo no volume de sémen
de neomachos e machos genotipicos, acentuando a diferenca no volume
de sémen produzido por neomachos em junho.

Embora neomachos de jundia ndo apresentem problemas na
funcdo secretora do sémen, como ocorreu com neomachos de Perca
fluviatilis L. (RODINA et al., 2008) e com Oncorhynchus mykiss
(KOWALSKI et al., 2011), em abril um dos neomachos nao liberou
sémen.

A concentracdo espermatica de machos genotipicos nas coletas
de setembro e junho mostrou valores superiores a 1,79 + 0,46 x 10%°
sptz/mL observado por Sanches et al. (2011a) também para o jundid.
Para 0os neomachos, o valor da concentracdo foi maior ao observado por
esse autor em machos da espécie somente em setembro.

Em neomachos de P. fluviatilis L., a concentracdo do sémen
determinada por Rodina et al. (2008), foi um pouco superior (45,3 x 10°
spz/mL) do sémen de macho genotipico da espécie (37,8 x 10° spz/mL),
indicando que o sémen de neomachos pode apresentar concentra¢do
espermatica igual ou superior a de machos.

Em junho, quando novamente foram quantificados o
espermatocrito e a concentracdo do sémen, foram registradas diferencas
entre o sémen de neomachos e machos genotipicos. O curto intervalo de
tempo entre as coletas pode ter influenciado a reducdo da qualidade do
sémen de neomachos.

O sémen dos neomachos, visualmente menos concentrado em
junho/17 e com aspecto liquido, apresentou concentracdo inferior ao
valor encontrado por Sanches et al. (2010a) de 9,2 + 0,9 x 10° sptz/mL
para machos da mesma espécie.

Fitzpatricka et al., (2005) observaram em Oncorhynchus
kisutch, menor proporcdo de espermatozoides mdveis em sémen
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coletado dos testiculos de neomachos, cujo ductos espermaticos
apresentavam desenvolvimento incompleto. A presenca de ductos
espermaticos em neomachos de jundia (WEISS, 2016) permitiu obter
valor acima de 70% para a motilidade em setembro.

A menor motilidade observada no més de abril em relacdo a
setembro, para ambos os grupos avaliados pode estar relacionada a
reducdo do peso (g) dos animais entre a primeira e a segunda analise,
gue poderia indicar a ocorréncia de algum tipo de estresse. Solis-Murgas
et al. (2011) relataram que a motilidade pode ser influenciada por
diversos fatores como estado nutricional, sanidade e condicGes de
avaliacdo do sémen.

Além desses fatores, o jundia apresenta picos reprodutivos ao
longo do ano (GOMES et al., 2000) e consequetemente mudangas
observadas nos parametros dos espermatozoides entre as coletas, como
redugdo no volume, concentracdo e motilidade sugerem que ha
associacdo entre essas mudancas e 0s processos de envelhecimento dos
espermatozoides ocasionadas com o final do periodo reprodutivo.

O wuso de sistemas computadorizados para avaliacdo
espermatica tem mostrado que as velocidades, assim como a motilidade,
também apresentam correlacdo positiva com a fertilidade dos peixes
(VIVEIROS et al., 2010; DZIEWULSKA et al. 2011), sendo que
espermatozoides mais répidos tendem a apresentar maior fertilizacdo
(GALLEGO etal., 2013).

Velocidades proximas as observadas para neomachos e machos
genotipicos principalmente em setembro, foram descritos para o jundia
por Sanches et al. (2010a) no intervalo de tempo de 10-11 s apds a
ativacdo 84,0 £ 1,7; 77,3 £ 1,7 e 70,3 + 1,5 um/s para VCL, VAP ¢
VSL, respectivamente. Porém, foram maiores que as velocidades
também observadas para o jundia por Sanches et al. (2010b) aos 15 s
(77,5 % 15,0; 58,7 £ 9,0 e 46,5 £ 6,6 um/s), e aos 35s (66,4 + 16,1; 42,4
+ 10,5 e 34,3 + 7,9), apbds a ativacdo, para a VCL, VAP e VSL,
respectivamente.

Neste estudo, foi considerado que os espermatozoides de
neomachos apresentaram-se como rapidos, mesmo ndo apresentando
altas taxas de fertilizacdo, fato que pode estar relacionado com a perca
da viabilidade dos espermatozoides de jundia de acordo com o tempo
apos a ativacdo (SANCHES et al., 2010b).

Em abril, as velocidades para neomachos e machos genotipicos
foram aproximadamente 10% inferiores as observadas em setembro,
indicando que o final do periodo de reprodugdo do jundia pode ter
influenciado nas andlises. Alavi et al. (2008) também observaram
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reducdo da velocidade, do volume e da morfometria em Barbus barbus
no final do periodo reprodutivo, demonstrando a importancia de coletar
e realizar a andlise do sémen durante o pico reprodutivo da espécie.

Apesar da reducdo nos valores apresentados de velocidade, a
VCL velocidade que expressa a trajetdria real do espermatozoide
permaneceu acima de 70%. Alavi et al. (2009) relataram haver
divergéncias quanto ao melhor momento para a coleta e analise do
sémen, e que as caracteristicas de qualidade espermatica podem
comportar-se de forma crescente ou decrescente durante a estacéo
reprodutiva.

A elevada linearidade encontrada para neomachos tanto em
setembro quanto em abril mostra que o deslocamento dos
espermatozoides foi basicamente linear. Segundo Cosson (2010) os
parametros de motilidade esperméatica e de linearidade sdo bons
indicativos de qualidade, e representam uma extensa descri¢do das
caracteristicas de movimentacao dos espermatozoides.

Sanches et al. (2015), encontrou para S. parahybae relacdo
negativa entre a linearidade e a motilidade, presumindo que movimentos
aleatorios ou circulares resultam em alta motilidade, mas quando
predominam espermatozoides com movimento reto a motilidade é baixa,
podendo influenciar negativamente na fertilizacao.

A elevada integridade da membrana dos espermatozoides de
neomachos e de machos genotipicos foi similar ao valor observado por
Bombardelli et al. (2006) para R. quelen.

De acordo com Sanches et al. (2011b) a determinacdo da
integridade apresenta importantes implicagcbes para o nimero total de
espermatozoides viaveis produzidos por um reprodutor, o que possibilita
a selecdo e manutengdo de estoque de animais com maior potencial
reprodutivo. No entanto, apenas esta avaliacdo para a identificacdo de
um futuro reprodutor ndo é segura, pois 0s espermatozoides mesmo
apresentando membrana integra, podem apresentar defeitos
morfoldgicos que comprometem a fertilizac&o.

Segundo Melo-Maciel et al. (2012) a morfologia espermatica
esta diretamente relacionada ao potencial fertilizante dos
espermatozoides, e pode auxiliar na definicdo da qualidade seminal. No
presente trabalho, os neomachos apresentaram menor porcentagem de
espermatozoides normais do que os machos genotipicos, sendo a Unica
variavel que apresentou diferenca significativa, nos dois periodos em
que foi analisada. Em junho/2017, a normalidade dos espermatozoides
apresentou reducdo em ambos 0s grupos, tendo sido mais evidente nos
neomachos.
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O aumento da porcentagem de espermatozoides com defeitos
primarios em neomachos de R. quelen observado em junho, refletiu a
reducdo da qualidade do sémen devido o final do periodo reprodutivo do
jundia, a frequéncia de coletas e ao esgotamento dos animais. Solis-
Murgas et al. (2011) ressaltaram a importancia da avaliacdo da
morfologia de espermatozoides, para explicar o insucesso de
reprodutores considerados aptos a reprodugdo, apds analises
convencionais de motilidade.

A baixa taxa de fertilizacdo, registrada para neomachos de
jundia (47,6 £ 20,5%) em setembro foi proxima a encontrada por
Rodina et al. (2008) para neomachos de P. fluviatilis L. (42,5%), mas ao
contrario do resgistrado por esses autores, no presente estudo houve
diferenca em relacdo a taxa de fertilizacdo de neomachos e de machos
genotipicos.

Para neomachos, a menor porcentagem de espermatozoides
normais avaliados em setembro, bem como elevada linearidade e
reduzida concentracdo resultou em menor taxa de fertilizagdo mesmo
apresentando motilidade similar a de machos normais.

Ao avaliar novamente a taxa de fertilizacdo em abril, foi
registrado um aumento de 30% na fecundacdo dos neomachos. Todavia,
a taxa de fertilizacdo dos neomachos nesse més foi analisada em fungéo
de ovocitos fecundados por um dnico animal, que apresentou
caracteristicas seminais mais similares a de machos genotipicos,
indicando que h& neomachos com igual potencial de fertilizagdo,
também a VCL, espermatocrito e a integridade de membrana de
neomachos se mantiveram altos em abril, garantindo maior taxa de
fertilizacdo, apesar da reducdo na taxa de motilidade e do alto valor de
linearidade.

Em relacdo aos machos genotipicos avaliados em abril, com o
aumento do nimero de animais a taxa de fertilizacdo foi um pouco
menor do que & registrada em setembro, indicando que 0s animais
podem apresentar diferencas intra especificas em relacdo a qualidade do
sémen, o que tem interferéncia na eficiéncia da fecundacéo. Dessa forma
€ necessario que cada reprodutor tenha seus gametas analisados
individualmente para determinar seu potencial 6timo de fertilizacéo
(SUQUET et al., 1995).

Para neomachos, o aparente efeito individual do sémen, indica
gue a caracteristica seminal é mais importante que o fato dos animais
serem neomachos ou machos genotipicos e que a variacdo nos
parametros avaliados entre os neomachos como evidenciado pelos altos
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valores do desvio padaro em setembro e junho, mostra a necessidade de
realizar a andlise individual também do sémen desses animais.

A comparacdo visual permitiu identificar que o sémen dos
neomachos se mostrou com caracteristicas de cor e aspecto distintos aos
machos genotipicos, mas a variagcdo no aspecto apresentado entre os
neomachos, com sémen variando de aquoso a liquido e um dos animais
apresentando aspecto branco leitoso, igual aos machos genotipicos
ressalta a diferenca entre o sémen dos neomachos. O Unico neomacho
gue apresentou aspecto similar ao sémen dos machos, apenas em
setembro, também mostra a reducdo da qualidade do sémen durante as
coletas realizadas.

Os resultados sugerem que 0s neomachos apresentaram sémen
similar ao de machos genotipicos. Entretanto, diferencas encontradas
para a taxa de fertilizacio e normalidade morfolégica em setembro, bem
como volume, concentragdo, espermatdcrito e normalidade morfoldgica
em junho indicam que o tratamento hormonal usado para a inversdo do
sexo afetou a qualidade dos espermatozoides, sendo a reducdo da
gualidade do sémen em neomachos em relacdo aos machos genotipicos
mais acentuada com o final do periodo reprodutivo e a frequéncia das
coletas.

CONCLUSOES

Neomachos de R. quelen apresentam liberacdo do sémen, e seu
sémen é capaz de realizar a fecundacdo de ovoécitos e gerar
descendentes.

Diferencas individuais entre os neomachos indicam que alguns
peixes revertidos apresentam potencial de fertilizacdo similar ao de
machos genotipicos, o que possibilitaria um maior potencial de fémeas
entre os descendentes.
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3. CONSIDERAGCOES FINAIS

Este estudo descreveu, pela primeira vez, caracteristicas do
sémen de neomachos de Rhamdia quelen e da sequéncia as pesquisas
iniciadas com os heomachos obtidos por Weiss (2016).

O trabalho destaca que a dificuldade na obtencdo de neomachos,
ndo permitiu avaliar um nimero maior de animais e que apesar dos
resultados terem sido promissores, novos estudos sdo necessarios para
avaliar a qualidade do sémen de fémeas revertidas de jundia.
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APENDICES
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Apéndice 1. Coleta seminal de neomachos de Rhamdia quelen em
setembro/2016.

Apéndice 2. Coleta seminal de macho genotipicos de Rhamdia quelen
em setembro/2016.
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Apéndice 3. Sémen coletado de neomachos de R. quelen em
junho/2017.

Apéndice 4. Sémen coletado de machos genotipicos R. quelen em
junho/2017.
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Apéndice 5. Morfologia espermatica do sémen de neomachos de R.
quelen: 1, 2. Cauda Enrolada; 3, 4. Cauda Curvada; 5. Cauda dobrada;
6. Cauda normal em junho/2017. Barra: 0,2 mm (3); 0,05 mm (1, 2, 4, 5,
6).

Apéndice 6. Morfologia espermatica do sémen de machos genotipicos
de R. quelen: 1, 3, 4, 6. Cauda Normal; 2, 5. Cauda Curvada em
junho/2017. Barra: 0,2 mm (1, 2, 3, 5, 6); 0,05 mm (4).
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ANEXO

Aprovacdo do Protocolo CEUA PP00788

Resultado de Solicitacio de Protocolo
Protocolo
PPOO788
Titulo
Desenvelvimento de Tecnologia de Cultivo de Peixes Nativos pelo LAPAD/UFSC.
Data de Entrada
14/08/2013

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
04/10/2013

Consideracdes

Oficio n° 105/CEUA/PROPESQ/2013

Do: Presidente da Comissio de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(d): Prof(a) Dr(a) Evoy Zambom Filho, Departamento de Aquicultura - CCA

Prezado(a) Professor(a),
Em relacdo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:

- APROVADO. por quatro anos, para a utilizagdo de dez nul peixes: Jundia (Rhamdia quelen); Dourado
(Salminus brasiliensis): Suruvi (Steindachneridion seriptum); Piava (Leporinus obtusidens), Piracanjuba
(Brycon orbignyanus); Curimba (Prochilodus hineatus) e Pmtado (Pseudoplatystoma corruscans)

- Procedéncia do ammal: Bacia do 110 Uruguai e produgdo propria.

Por ocasido do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO detalhado
relacionando o uso de animais no Projeto desenvolvido aos resultados obtidos. conforme formulario ON
LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatério Final previsto para (90 dias apés término da vigéncia do protocolo ou no momento da apresentacéo de um novo
protocolo)

Data 07/01/2017

Data 07/10/2013

Parecer(es):

K =
( YN 0w

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE

Abrir Solicitagéo | [ Criar Relatorio |

Parecer01_PP00788.pdf Parecer02 _PP00788 pdf




