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Mestranda Danielle Zanerato Damasceno Orientadora Dra Elizabeth Romagosa

1 Revisao de literatura

1.1 Espécie estudada: Pimelodus britskii

O género Pimelodus (La Cépéde) € o género mais rico em espécies
dentro da familia Pimelodidae, contendo 26 espécies (Ribeiro & Lucena, 2006).
Entre estas espécies encontra-se o Pimelodus britskii, vulgarmente conhecido
como mandi-pintado, pertence a familia Pimelodidae e ordem dos Siluriformes,
endémica do rio Iguagu (Garavello e Shibatta, 2007). Até pouco tempo era
classificada como Pimelodus ortmanni, uma espécie congénere, mas em 2007
foi descrita por Garavello e Shibatta. Seu corpo é acinzentado nas regides
dorsal e ventral, com manchas pretas arredondadas, € considerada uma
espécie de grande porte e com alto indice de captura no baixo rio Iguagu
(Baumgartner et al., 2012), sendo muito apreciada nas comunidades locais.
Esta espécie € amplamente capturada no baixo rio Iguagu, Parana, Brasil, e
apresenta habito alimentar oportunista (segundo o Relatério da Universidade
Estadual do Oeste do Parana, 2009).
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Figura 1. Exemplar de mandi-pintado, Pimelodus britskii.

Esta ordem é a quarta dentro dos vertebrados, é o grupo de peixes mais
diversificado e extensamente distribuido a nivel mundial, com mais de 2400
espécies (Pinna, 1998). As principais caracteristicas das espécies dessa ordem
sao: a presenca de um a quatro pares de barbilhdes, nadadeira adiposa, e a
auséncia de escamas sobre o corpo, sendo revestido apenas por pele espessa,
ou é coberto, parcial ou totalmente, por placas ésseas (Britski et al., 1988;
Miranda e Ribeiro, 1997). A grande procura por essas espécies pode ocasionar

a diminuicdo dos estoques naturais, e para que essas agdes nao causem
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grandes prejuizos, é necessario que exista a produgdo dessas espécies de

peixes em cativeiro.

1.2 Morfologia testicular

Pouco se conhece sobre a biologia reprodutiva de Pimelodus britskii e,
uma dos maiores entraves durante sua reproducdo artificial € devido a
dificuldade na obtencdo de sémen por apresentarem a anatomia testicular
diferenciada, assim como outros Siluriformes (Nguenga et al., 1996).
Morfologicamente, o sistema reprodutor masculino dos Siluriformes é distinto,
podendo apresentar testiculos com Iébulos digitiformes (Loir et al., 1989),
testiculos compactos sem Iébulos (Guimaraes-Cruz e Santos, 2004; Melo et al.,
2011), testiculos com duas regides, craniana espermatogénica e caudal
secretora, ou ainda testiculos com vesiculas seminais acessorias (Loir et al.,
1989; Santos et al., 2001).

Siluriformes como jundia, Rhamdia quelen (Bombardelli et al., 2006),
surubim-do-Paraiba, Steindachneridion parahybae (Canepelle, 2011), cascudo,
Rhinelepis aspera (Sanches et al., 2011) liberam sémen a partir da indugao
hormonal e massagem na cavidade abdominal. Contudo, mesmo com a
aplicagao hormonal, infelizmente, para o mandi-pintado, Pimelodus britskii, bem
como, outras espécies dessa ordem € necessario a remogao e maceragao dos
testiculos para a coleta de sémen, como em bagre-africano, Clarias gariepinus
(Polling et al., 1987; Rurangwa et al., 2000; Viveiros et al., 2002; Wagenaar et
al.,, 2012), surubim-lima, mandi, Pimelodus maculatus (Sato et al., 1999),
Sorubim lima (Shibatta et al., 2011), jau, Zungaro jahu (Nogueira et al., 2012),
e Ictalurus furcatus (Gima et al., 2013), pratica esta utilizada nas piscigranjas. A
dificuldade na obtengdo de sémen no momento da desova promove a utilizacéo
de um maior numero de machos (Mylonas et al., 2010), elevando-se os custos

da atividade (Romagosa, 2006; Romagosa, 2008).

1.3 Reproducao artificial

E sabido que a reproducéo de peixes é dividida em duas fases, sendo que
na primeira ocorre a proliferacdo, crescimento e diferenciacdo dos gametas,
enquanto na segunda, compreende a maturacédo e preparagao dos ovocitos e
espermatozoides para serem liberados (Romagosa, 2006; 2008; Mylonas et al,
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2010). Porém, esse processo maturacional pode passar por problemas
denominados de falhas ou disfuncdo reprodutiva, que nada mais é que o
fracasso na produgdo de sémen e/ou de ovocitos, sendo que em machos o
maior problema é a produgao de pouco sémen e de baixa qualidade (Man&nos
et al., 2008), enquanto nas fémeas as falhas reprodutivas podem ocorrer na

maturagao ovocitaria, ovulagado ou desova (Romagosa, 2006).

Em 1996, Donaldson realizou uma revisdo sobre a reproducéao artificial
(induzida) de peixes dividindo-a em trés fases tecnolégicas: 1) nos anos 30, em
que se induzia a maturagao final dos peixes, ovulacao e liberagcdo de sémen
por meio de aplicagdo de glandula pituitaria diluida em soro fisiolégico. —
método simples e pratico. Os primeiros experimentos foram conduzidos von
Ihering e colaboradores (1937), coletando hipéfises de ra induziram peixes a
espermiacdo com dosagens crescentes e sucessivas; 2) na década de 70,
iniciaram-se estudos com homodlogos, gonadotrofinas de peixes parcialmente
purificadas e gonadotrofina coriénica humana (hCG) e, 3) em meados de 1980,
comecaram a ser utilizados os analogos do hormdnio liberador de
gonadotrofina (GnRHa) com ou sem dopamina, e também antiestrogenos.
Ambas os horménios apresentam com altos niveis de LH (Zohar e Mylonas
2001), que atuam diretamente nas gbénadas (Andrade et al., 2003). Outras
substancias indutoras desencadeiam estimulos na hipéfise dos peixes, como é
0 caso de analogos do hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH),

inibidores de dopamina, domperidona, pimozida e metoclopramida.

Desde entao, a reproducéo artificial passou a ser explorada intensamente,
porém, sem grandes avangos em relagdo as manipulagdes hormonais. Para
que as técnicas de producdo acelerem € necessario que se faga com a
Aquicultura o que ja foi feito para mamiferos, desenvolver tecnologia de ponta
que responda as inumeras questdes que existem sobre cada espécie de peixe
estudada. A partir de entdo, os agentes indutores (horménios naturais ou
sintéticos) devem ser utilizados como ferramentas de gestdo produtiva como,
eficiéncia na producdo de ovos, ampliacdo do periodo de espermiacdo e
facilitar os manejos incubatérios (Zohar e Mylonas, 2001; Romagosa, 2006;
Romagosa, 2008; Mylonas et al., 2010; Phelps et al., 2011).
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1.4 Qualidade dos gametas

A preocupagao na producdo de peixes se refere principalmente, a
qualidade de ovdcitos, desconsiderando-se de certa forma, a qualidade dos
gametas masculinos, embora estes estejam diretamente ligados a produgao de
larvas saudaveis (Bromage & Roberts, 1995; Rurangwa et al., 2004). Embora
a qualidade dos ovécitos possa ser definida como a habilidade de ser fertilizado
e desenvolver um embrido normal (Bonnet et al., 2007) e, esta muitas vezes é
avaliada quanto ao tamanho e aparéncia do ovdcito, avaliagéo fisico-quimica
dos ovarios e liquido celomatico (Bobe & Labbé, 2009). Enquanto, entende-se
por qualidade espermatica, qualquer parametro quantificavel que se
correlacione com a capacidade do espermatozoide em fertilizar o ovdcito,
levando-se em consideragdo principalmente, a motilidade espermatica
(Rurangwa et al.,2004; Bobe & Labbé, 2009).

Na rotina da reproducdo artificial, quando se trata de machos, o
conhecimento das caracteristicas seminais permite utilizar os gametas de
forma racional (Bombardelli et al., 2006). Lahnsteiner (2000) ressalta ainda a
importancia de se conhecer as caracteristicas morfoldgicas e funcionais dos
espermatozoides para melhorar a produgdo de qualquer espécie de peixe

guando mantidos em confinamento.

1.5 Parametros gametas masculinos

Tradicionalmente, destacam-se os parametros de qualidade espermatica
de peixes como, pH, concentracdo espermatica, motilidade, morfologia,
osmolalidade, espermatocrito, ultraestrutura, entre outros (Ninhaus et al., 2006;
Sanches et al., 2010; Sanches et al., 2011).

Em peixes, o pH do sémen e do plasma seminal é avaliado de forma
simplificada, com fita tornasol ou pHmetro, e relaciona-se com a motilidade
espermatica e taxas de fertilizagdo (Alavi et al., 2005). Logo, a concentragao é
facilmente aferida a partir de métodos tais como, espermatdcrito, contagem
microscopica, citrometria e espectrofotometria (Alavi et al., 2005; Cabrita et al.,
2008).
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Nos ultimos anos a motilidade espermatica tem sido o foco das
investigacdes, embora seja considerada uma analise subjetiva (Alavi et al.,
2005) levando a inumeros questionamentos quanto a sua validac&o, pois,
depende principalmente, da experiéncia de quem realiza a analise (Sanches,
2009). Recentemente, por meio de softwares especificos vem sendo utilizado
programas computacionais tais como, Computer Assisted Sperm Analysis
(CASA), na avaliagdo espermatica de peixes (Rurangwa et al., 2001; Wilson-
Leedy & Ingermann, 2007; Sanches et al., 2013; Amann e Waberski, 2014).

O programa CASA é um sistema automatico utilizado para visualizar,
digitalizar e analisar imagens sucessivas, fornecendo informacgdes precisas e
significativas do movimento individual de cada célula bem como, de
subpopulagdes de células espermaticas (Amann e Katz, 2004). As analises
morfologicas e de motilidade espermatica tém sido apontadas como um
instrumento importante na selegdo do sémen, sendo que a taxa de motilidade
espermatica é o teste mais utilizado para predizer a qualidade seminal
(Verstegen et al.,, 2002). A importdncia do programa CASA tem sido
demonstrada em estudos sobre a otimizacdo de gametas (Rurangwa et al.,
2004).
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o sémen de Pimelodus britskii através
de diferentes métodos de coleta e doses hormonais. O experimento foi
executado em dois periodos reprodutivos, novembro/2011 a margo/2012 e
outubro/2012 a margo/2013. No primeiro periodo reprodutivo (Experimento 1)
em todos os meses 12 peixes foram divididos em dois grupos, um grupo
induzido com Extrato Hipofisado de Carpa-EHC (3,0 mg.kg™) e um grupo sem
inducdo hormonal, apdés 240 unidades térmicas acumuladas-UTAs os peixes
dos dois grupos foram eutanasiados e tiveram seus testiculos macerados. No
segundo periodo reprodutivo (Experimento 2) 30 peixes foram divididos em
cinco grupos para comparagao de diferentes doses de EHC e Gonadotrofina
Coridnica humana-hCG na espermiagéo (T1: controle; T2: 3,0 mg.kg'EHC; T3:
0,5 mg.kg'+3,0 mg.kg'EHC; T4: 0,5mg.kg™'+7,0 mg.kg'EHC; T5: 200Ul.kg"
'hCG), sendo que neste periodo os mesmos peixes foram utilizados todos os
meses, € apoés 240 UTAs o sémen foi coletado através de massagem
abdominal. Foram avaliadas a motilidade e velocidade espermatica por meio do
software CASA (Computer Assisted Sperm Analysis). As variaveis seminais por
meio do Statistica 7.0. Por meio da maceracgao, verificou-se alteracées na cor
(branco a amarelado), pH (6 a 7) e concentracdo espermatica
(11,9x10%+4,16x10° a 9,15x10%+3,55x10° espermatozoides/mL™). O volume
mostrou relacdo entre meses e tratamentos (p<0,05). Para todos os
exemplares a motilidade foi superior em nov/2011, diminuindo gradativamente
até fev/2012. O mesmo ocorreu em relagdo aos valores dos IGS (p<0,05),
mostrando a acado da inducdo hormonal no volume seminal. Os peixes do

Experimento1 liberaram volume reduzido de sémen (<0,1mL), translucido e
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aquoso. Em jan/2013 a velocidade espermatica foi superior para o T4 com
médias e 84,56+8,44um.s™" (p<0,05). O tratamento com hCG exibiu motilidade
espermatica inferior aos de EHC, exceto em fev/13. A velocidade espermatica
foi superior a 80,00um.s’ para os trés tratamentos (exceto T4,
69,18126,41pm.s'1) (p<0,05). Os valores de concentragdo espermatica,
motilidade e velocidade espermatica diminuiram gradativamente ao longo dos
meses avaliados. Para P. britskii o periodo reprodutivo influenciou a produgao e
qualidade espermatica. Apesar do pequeno volume seminal liberado, a dose

T4: 7,5 mg.kg™ de EHC mostrou-se eficaz.

Palavras-chave: caracteristicas seminais; ciclo reprodutivo; extrato de hipofise
de carpa; gonadotrofina coribnica humana; produgcao de sémen; qualidade
sémen.
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Abstract

The aim of this study was to characterize the semen Pimelodus britskii through
different collection methods and hormonal doses. The experiment was run in
two reproductive periods, November/2011 to March/2012 and October/2012 to
March/2013. In the first breeding season (Experiment 1 ) in all months 12 fish
were divided into two groups, one experimental group with Carp Pituitary
Extract - EHC (3.0 mg.kg" ") and a group without hormonal induction, after 240
units accumulated thermal-UTA fish from both groups were euthanized and had
their macerated testes. In the second reproductive period (Experiment 2 ) 30
fish were divided into five groups for comparison of different doses of human
Chorionic Gonadotropin-hCG and EHC in spermiation (T1: Control, T2:
3,0mg.kg” EHC, T3: 0,5 mgkg' +3,0 mg.kg" EHC , T4: 0,5 mg.kg" +7,0
mg.kg”' EHC , T5: 200Ul.Lkg™ hCG ) , and in this period the same fish were used
every month, and after 240 UTA semen was collected by abdominal massage.
Motility and sperm velocity were evaluated through the CASA software
(Computer Assisted Sperm Analysis). The seminal variables using Statistica
7.0. Through the soaking, there was color change (white to yellow), pH (6 to 7)
and sperm concentration (11,9x10%t4,16x10° to 9,15x10%t3,55x10°
spermatozoa/mL™). The volum months showed relationship between treatments
(p<0,05). For all copies motility was higher in November/2011, decreasing
gradually until February/2012. The same occurred with the values of the IGS
(p<0,05), showing the action of hormonal induction in seminal volume. The fish
released Experimento1 reduced semen volume (<0,1 mL), translucent and
watery. In january/2013 sperm velocity was higher for medium and T4 with

84,56 + 8,44 pm.s ' (p< 0,05). Treatment with hCG exhibited inferior to EHC
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sperm motility, except fev/13. The sperm velocity was greater than 80,00um.s™
for the three treatments (except T4 69,18 + 26,41um.s™") (p<0,05). The values
of sperm concentration, motility and sperm velocity decreased gradually over
the months evaluated. For P. britskii the reproductive period influenced the
production and sperm quality. Despite the small seminal volume released, the

T4 dose: 7,5 mg.kg™' EHC was effective.

Key-words: seminal characteristics; reproductive cycle; carp hypophysis
extract; human chorionic gonadotrophin; semen production; semen quality.
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4 Introdugao

As caracteristicas reprodutivas dos peixes modificam sazonalmente, e
em machos essa sazonalidade € verificada por meio do volume seminal,
numero de células, motilidade e mudancgas ao longo do periodo reprodutivo [1].
Muitas espécies de peixes exibem falhas ou disfungdes reprodutivas quando
criadas em cativeiro [2]. Manipulagbes dos parametros ambientais e hormonais
refletem na eficiéncia reprodutiva, entretanto, em algumas espécies de peixes
os tratamentos hormonais sao ineficientes [3]. Em geral, os Siluriformes liberam
sémen a partir da indugdo hormonal e massagem na regiao da cavidade
abdominal [4,5]. Mas em casos extremos, uma unica alternativa, mesmo com a
aplicagdo hormonal, é a remogéao dos testiculos, onde € necessario macera-los
para a coleta do sémen, como em, Clarias gariepinus [6, 7], Ictalurus furcatus
[8], Sorubim lima [9], Zungaro jahu [10], Pimelodus maculatus [11]. A
dificuldade na obtencdo de sémen no momento da desova promove a utilizacdo
de um numero maior de machos [12], elevando-se os custos da atividade [13]

com a manutencao dos reprodutores.

Sabe-se que morfologicamente, o sistema reprodutor masculino da
maioria dos Siluriformes de agua doce é distinto de outras ordens de peixes,
frente a grande diversidade reprodutiva da familia, particularmente, no que diz
respeito a anatomia dos testiculos [14,15], apresentando caracteristicas
inerentes ainda pouco conhecidas, podendo apresentar testiculos com franjas
digitiformes [16], testiculos compactos sem franjas [17] testiculos com duas
regides, craniana espermatogénica e caudal secretora, ou ainda testiculos com

vesiculas seminais acessorias [18,19]. Segundo Romagosa [20] para o
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sucesso das técnicas reprodutivas artificiais de uma espécie de peixe €
fundamental que se conheca o ciclo reprodutivo das espécies. Porém, em
Pimelodus britskii, da familia Pimelodidae e ordem dos Siluriformes, espécie
endémica do rio Iguagu, Parana, Brasil [21], apresenta a mesma dificuldade na
liberacdo de sémen verificada nas espécies citadas anteriormente, devido ao
grande numero de franjas presentes nos testiculos. Sdo escassos os estudos

realizados com essa espécie.

O aumento da demanda por espécies de peixes nativos, a exigéncia
dos piscicultores por métodos de producao mais sustentaveis e saudaveis e de
menor impacto no meio ambiente [22,20,13] fizeram com que uma especial
atencao tenha sido dada a producédo de sémen do P. britskii. Portanto, este
trabalho objetivou caracterizar o sémen do P. britskii, sendo os peixes
induzidos hormonalmente ou ndo, ao longo do periodo reprodutivo por meio de

diferentes metodologias.

5 Material e métodos

5.1 Espécie e local de estudo

Neste estudo foram utilizados 90 machos de Pimelodus britskii, sendo que
60 foram utilizados no experimento 1, e 30 utilizados no experimento 2. Os
peixes foram capturados nos reservatérios de Salto Osério e Salto Santiago,
ambos localizados no rio Iguagu, Parana/Brasil. Os peixes foram aclimatados
em dois tanques escavados de concreto com fundo de terra (20 x 10 x 1,5 m
cada), no periodo de novembro de 2011 a margo de 2013, no Instituto de
Pesquisa em Aquicultura Ambiental (InPAA), sendo que a execugao do

experimento foi no Laboratério de Tecnologia da Reproducdo de Animais
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Aquaticos Cultivaveis (LATRAAC), ambos pertencentes a Universidade
Estadual do Oeste do Parana - Unioeste, localizado no municipio de
Toledo/Parang, Brasil (24° 46’ 48,11”S; 53°43°25.77"W). Os peixes receberam
racao comercial peletizada, 32% PB, duas vezes ao dia, até a saciedade

aparente.

Este experimento possui parecer favoravel do Comité de Etica no Uso de

Animais - CEUA/Unioeste, conforme protocolo 03112, Ata 06-2012.

5.2 Conducgao do experimento

Experimento 1

Devido a dificuldade encontrada para a obtencdo de sémen nesta
espécie, optou-se por utilizar a metodologia da maceracdo, utilizada
anteriormente para Clarias gariepinus e Zungaro Jahu [6,9], espécies que
apresentam as mesmas dificuldades. Para tal, foram utilizados 60 machos de
P. britskii, com médias de 19,87+3,56cm e 0,07+0,03kg, mensalmente 12
peixes foram avaliados, sendo seis peixes induzidos com 3,0 mg.kg”"' EHC [23]
e, seis sem aplicacdo hormonal, e mantidos no laboratério em tanques de
1000L, com aeragcdo constante e temperatura controlada (£24°C). A
caracterizagdo seminal realizada entre o0s meses novembro/2011 a
marco/2012, foi realizada por meio de aplicagdo hormonal do Extrato
Hipofisario de Carpa (EHC) e, posteriormente, os testiculos foram removidos e

macerado para coleta de sémen.

Apods 240 o intervalo de 240 Unidades Térmicas Acumuladas (UTA) os

peixes foram eutanasiados com solugdo de benzocaina (250 mg.L™") de acordo
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com a lei do Conselho Federal de Medicina Veterinaria [24], e em seguida,
realizou-se uma incisdo na regido da cavidade abdominal para a retirada dos
testiculos, pesados (g) para o calculo do indice Gonadossomatico (IGS = peso
dos testiculos/peso total do peixe X 100). Logo, os fragmentos dos testiculos
foram colocados em uma seringa adaptada com uma tela de 500 micra e
macerados com auxilio do émbolo (Figura 2). O sémen foi coletado em
seringas, e mantidos em caixa de isopor com gelo (£12°C) [adaptado de 25] até
o fim das analises seminais e espermaticas. Os testiculos e suas franjas foram

medidas com paquimetro.

Figura 2. Detalhes de uma seringa adaptada para a maceragdo dos
testiculos.

Experimento 2

Este experimento foi realizado a fim de avaliar as caracteristicas seminais
do P. britskii induzidos com diferentes horménios (EHC e Gonadotrofina
Coribnica Humana — hCG) em diferentes concentragdes na tentativa de que
houvesse liberagdo de sémen sem a necessidade de sacrificar os animais, ao
longo de um periodo reprodutivo [26]. Para isso foram utilizados 30 machos de
P. britskii, com médias de 26,3t4,6cm e 0,19+0,01kg, marcados
eletronicamente com transponders (TAGs), distribuidos em um delineamento

experimental em estrutura fatorial (5X6). Mensalmente, outubro/2012 a
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marco/2014, os mesmos peixes foram levados para o laboratério e
acondicionados em tanques de 1000L, com aeracdo constante e temperatura

controlada (x24°C) e, receberam os seguintes tratamentos hormonais:
Tratamento 1) 0 mg.kg”' EHC (controle);
Tratamento 2) 3,0 mg.kg™ EHC (Gnica dose);

Tratamento 3) 3,5 mg.kg”' EHC (dose prévia 0,5 mg.kg”" EHC e apds

aproximadamente 288 UTA a 22 dose de 3,0 mg.kg” EHC);

Tratamento 4) 7,5 mg.kg”' EHC (dose prévia 0,5 mg.kg” EHC e apds

aproximadamente 288 UTA uma 22 dose de 7,0 mg.kg™”' EHC);
Tratamento 5) 200 Ul.kg™"' hCG (Unica dose).

Os hormoénios foram diluidos em soro fisiologico, aplicado via
intramuscular. Cada animal foi considerado como uma unidade experimental.
Durante as coletas foram verificadas as numeragdes eletrdnicas e repetidas as

pesagens individuais.

As coletas de sémen foram realizadas apos o intervalo de 240 UTAs
[4,27], para isso os machos foram anestesiados com solugdo de benzocaina
(75 mg.L™"), em seguida, contidos e secos com pano e papel toalha, e para
eliminar os riscos de contaminagao como a urina a primeira gota de sémen foi
desprezada [28]. O sémen foi coletado em seringas, € mantidos nas mesmas

condigdes do sémen do Experimento 1.

5.3 Analises do sémen

O sémen obtido foi submetido as seguintes analises seminais:
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(1) Coloragado do sémen: mensurada a partir de uma analise subjetiva,
sendo enquadrada em uma escala de cor que varia entre branco leitoso,
translucido, transparente e amarelado [29]; (2) pH: foi aferido a partir do
meétodo colorimétrico [25]; (3) Concentragdo espermatica: mensurada a partir
da diluicdo de sémen em formol salino-tamponado (1:1000) e contagem por
meio de camara hematimétrica de Neubauer [30]. (4) Motilidade espermatica
(%) e Velocidade Espermatica: analisadas por meio do software livre CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis). O sémen foi ativado com agua destilada
(1ML sémen: 400 pL agua), e avaliado sob microscopio de luz (obj. 40 x). O
tempo total de motilidade foi considerado o tempo que todos os
espermatozoides levaram parar cessar 0 movimento, com trés repeticoes para
cada amostra. No mesmo instante que a motilidade, foram obtidos os valores
de velocidade curvilinear, velocidade média de deslocamento e velocidade em
linha reta do espermatozoide. Neste estudo as velocidades estdo altamente
interrelacionadas, portanto, foram submetidas a uma analise de componentes
principais (PCA) [31]. O processamento dos videos foi realizado baseado na
descricdo dos componentes necessarios para a utilizacido do aplicativo CASA
por meio de software livre [32], porém, as configuragdes utilizadas para a
analise foram adaptadas para espécie. (5) Taxa de normalidade espermatica:
500uL de espermatozoides foram fixados os em formol salino tamponado
(1:1000 espermatozoides:fixador), e posteriormente corado com rosa de
bengala [31]. Em uma das extremidades da lamina de vidro foram depositadas
duas gotas de 10 pL da solugédo fixada, mantida inclinada para que as gotas
deslizassem até a outra extremidade da lamina, em seguida, deixada para

secar ao ar livre, e entdo, analisadas em microscopio de luz (obj. 40x) [4].
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Foram contados 300 espermatozoides e classificados em normais e anormais

[33].

6 Analise estatistica

Os valores médios do IGS, bem como, as variaveis seminais foram
avaliados por meio do software Statistica 7.0 ®. Para atender os pressupostos
de homogeneidade e normalidade, os dados de volume e concentragéo
espermatica foram transformados em log 10 e arcoseno da raiz. Os resultados
do experimento 1 foram submetidos a analise fatorial. Enquanto os resultados
do experimento 2 foram submetidos a analises One Way, devido a
caracteritstica desbalanceada. Quando significativos (p<0,05), os resultados

foram avaliados com Teste de Duncan.

7 Resultados

7.1 Experimento 1

Os testiculos do P. britskii sdo pareados de mesmo tamanho, localizados
dorsalmente na cavidade celomatica. Os testiculos apresentam franjas de
diferentes tamanhos com média de 0,52 as franjas da regido caudal, 0,75 as
franjas da regiao intermediaria e 1,17 as franjas da regido cranial. Sendo que a
regidao caudal aparentememente corresponde a secregao de fluidos enquanto
as regides intermediaria e abdominal correspondem a produgao espermatica,

variando de branco amarelado a rosado transparente (Figura 3).
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Figura 3. Testiculo do mandi-pintado, P. britskii, dividido em trés regides. RC:
regido caudal, RI: regido intermediaria e RCR: regido cranial.

O sémen obtido por meio desta pratica apresentou aspecto leitoso
variando entre branco e amarelado. Os valores médios do pH seminal
apresentaram amplitudes variando entre 6 e 8, sendo que a média para o
sémen de animais induzidos foi de 6,0 e os de ndo-induzidos 7,0. Estes valores

foram significativamente diferentes em tratamentos e meses (p<0,05) (Tabela

1).

Durante os cinco meses da realizacdo do experimento 1 constatou-se que
o volume obtido por meio da maceragao apresentou correlagdo entre meses e
tratamentos (p<0,05). Os peixes que receberam indu¢do hormonal produziram
maior volume seminal nos meses de novembro/2011 e margo/2012. A dose
hormonal utilizada (unica dose) provocou um aumento no fluido seminal e,
também, no numero de células espermaticas de P. britskii. Os valores da
concentragado espermatica nao diferiram significativamente ao longo do tempo,
apresentando médias de 11,9+4,16x10° (espermatozoides/mL") para peixes-

induzidos e 9,15+3,55x10° (espermatozoides/mL™) n&o-induzidos, porém
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houve diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05). Os peixes
induzidos apresentaram maiores meédias de concentragdes espermaticas

quando comparados aos nao-induzidos.

A Tabela 3 mostra que os valores médios de motilidade espermatica de
P. britskii foram significativamente superiores para o sémen de peixes
induzidos ao longo do periodo reprodutivo. Para o sémen do total de
exemplares (induzidos + n&o-induzidos) os valores de motilidade foram
superiores em novembro/2011 e, diminuiram gradativamente até
fevereiro/2012, porém em margo/2012 houve uma nova ascensao, com altas
taxas de motilidade espermatica. Os valores médios da velocidade espermatica
do P. britskii apresentaram interacdo entre meses e tratamentos, constatando
que os peixes induzidos no més de janeiro/2012 apresentaram valores

significativamente superiores ao aos nao-macerados.

Foi evidente a diferenga dos valores nos tempos totais da ativacao
espermatica de P. britskii entre os meses e tratamentos hormonais, e também
na relagao entre meses e tratamentos (p<0,05). O sémen dos peixes induzidos
apresentaram tempos de motilidade superiores principalmente, nos meses de
dezembro/2011 e janeiro/2012, e esse tempo de motilidade diminuiu

expressivamente em fevereiro e margo/2012.

Os valores médios da normalidade espermatica de P. britskii foram
superiores para os peixes induzidos principalmente, no més de novembro/2011
(49,59 + 2,84%) e diminuiram progressivamente ao longo do periodo
reprodutivo. Os peixes né&o-induzidos tiveram aumento significativo na

normalidade espermatica somente em margo/2013 (21,91 £ 2,70%).
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Tabela 1: Variaveis seminais e espermaticas dos P. britskii, em relagcdo aos tratamentos hormonais e periodo de
novembro/2011 a margo/2012.

s\tla?r::i‘;?sise Tratamentos/Meses
espermaticas T2: Macerados-induzidos Controle: Macerados nao-induzidos
Nov/11 Dez/11 Jan/12 Fev/12 Mar/12 Nov/11 Dez/11 Jan/12 Fev/12 Mar/12

Volume (mL™) 0,49+0,25®  0,36+0,18%°  0,23+0,10% 0,24+0,08% 0,49+0,47° | 0,18+0,06®°  0,17+0,05® 0,16+0,07*  0,12+0,06° 0,21£0,11%
pH 6,00¢0,57°  6,00£0,00°°  6,00+0,00®°  6,00+0,00®  6,00+0,00® | 7,00£0,00°  7,00¢0,51*  7,00£0,00°  7,00+0,00% 7,00£0,54°
Conc(sptzmL™)*  14,1+8,67° 11,044,27° 11,7+1,89° 11,00,42° 12,5+4,53% | 5,73+6,49" 10,9+2,39°  10,7+2,78°  7,95+3,61° 10,8+3,25"
Mot (%) 62,18426,24° 5587+1577° 47,44+19,84° 44 13+18,67° 48,46+549° | 59,15+8,98° 21,24+19,59° 18,60+4,67° 18,55+7,58°  4828+21,52°
Vel (um.s™) 68,75+12,06°° 68,78+546%° 7127+7,06° 63,20 +6,51°%° 65,21+6,91%° | 72,38 +13,35°° 5539+11,06° 48,16+2,17° 61,75+15,17*° 65,35+11,32°°
TTA (s) 60,004£8,16°  99,16+17,44° 119,05+41,93"°  4944+4,90°  5899+9,69° | 64,00+8,30°  66,09+9,74° 54,99+505% 48,05+10,02° 64,00+10,38°
Norm (%) 49,59+2.85°  40,82+14,95™ 24,85+6,16™°  14,66+12,21%°  12,95+6,62% | 33,55+19,54° 11,06+4,58% 557+4,66°  4,04+2,67°  21,91+21,98*°

Tratamentos: testiculos macerados, dose Unica de 3 mg.kg'1; testiculos macerados nao-induzidos.* Conc: Concentragdo espermatica x10° espermatozoides.mL-1; Mot:
motilidade; Vel: velocidade; TTA: tempo total de ativagdo; Norm: normalidade.
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O peso dos testiculos de P. britskii sugere que ao longo do periodo
reprodutivo houve um maior porcentual de sémen nos meses de novembro e
dezembro/2011, entretanto, a partir do més de janeiro/2012 esses valores
comecaram a diminuir lentamente (Figura 5). Os peixes induzidos
apresentaram os valores meédios do IGS mais elevados quando comparados
aos nado-induzidos (p<0,05), mostrando a agdo da indugdo hormonal no volume

seminal do P. britski.
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Figura 4. Indice testiculossomatico (IGS, %) dos P. britskii, ao longo do ciclo

reprodutivo.
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7.2 Experimento 2

Nos meses de outubro e novembro/2012 ndo houve liberagcdo de sémen
dos P. britskii avaliados para os cinco tratamentos hormonais. A partir de
dezembro/2012 somente os peixes que receberam os T3 e T4 (duas doses de
EHC) iniciaram a liberagdo de sémen. Na avaliagdo da coloragdo do sémen
observou-se que quando o sémen foi obtido por meio de massagem abdominal
apresentava aspecto translucido e aquoso. Os valores médios do pH variaram
entre 6 e 8, e ndo foi diferente significativamente entre os meses ou
tratamentos. Durante os meses estudados, os peixes induzidos com o
Tratamento 4 foram os que responderam a indu¢do hormonal de forma

positiva (Tabela 2).

Os valores da concentragao espermatica diferiram significativamente entre
os meses, sendo que em fevereiro e mar¢o/2013 as concentragcbes foram
inferiores aos demais meses (Figura 3A). Nao houve diferenga significativa na
relacado entre os tratamentos e meses (p>0,05). Os valores de concentragao do
sémen provenientes dos testiculos macerados foram significativamente
superiores as concentragbes espermaticas do sémen coletado por meio de
massagem abdominal (p<0,05) devido a obtencao de estermatozoides de todo
o testiculo, porém, a alta concentragcdo espermatica pode ser decorrente de um
grande numero de outras células que nao fossem espermatozoides e que

ficaram no sémen apds a maceragao.
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Tabela 2. Variaveis seminais e espermaticas dos P. britskii submetidos aos
cinco tratamentos hormonais no periodo de novembro/2012 a margo/2013.

Volum Conc
e ( sptz.mL’ Mot Vel TTA Norm
Trat Meses n* (mL) pH " (%) (um.s™) (s) (%)
Dez/12 0 0 - - - - - -
Jan/13 0 0 - - - - - -
Fev/13 0 0 - - - - - -
T1 Mar/13 0 0 - - - - - -
Dez/12 0 0 - - - - - -
Jan/13 1 - - - 93,45+2,92 56,69 75,00 -
7,00+ 88,78+12,1 46,66+
Fev/13 2 - 0,00 5,01+0,90 6 82,85 0,00 81,4614,36
T2 Mar/13 0 0 - - - - - -
6,50+
Dez/12 1 0 0,00 11,6 94,50 87,34 100,00 91,29
7,00+ 80,08+ 75,00+
Jan/13 2 0,03 0,70 9,99+1,36  93,46+3,20 8,69 7,07 92,32+5,42
7,00+ 90,08+ 53,33t
Fev/13 4 0,02 0,00 3,09+0,50 89,05+2,87 4,83 7,07 74,27+10,21
7,00+ 73,41+24,4 60,24+ 47,50+
T3 Mar/13 2 0,005 0,70 0,27+0,09 5 8,98 11,54 88,0045,39
7,00+ 50,56+ 35,00+
Dez/12 5 - 0,00 10,9+2,01 80,62+5,34 7,09 7,07 82,78+10,46
7,00+ 84,56+ 58,09+
Jan/13 2 0,1 0,00 11,8+2,65 96,25+1,37 8,44 6,04 77,78+12,59
7,00+ 80,45+ 47,38+
Fev/13 6 0,04 0,00 0,95+0,962 83,83+9,80 8,71 9,80 72,715,39
7,16+ 69,18+ 43,54+
T4 Mar/13 6 0,01 0,40 0,29+0,16  77,84+0,00 26,41 15,77 72,27+5,71
T5 Dez/12 0 0 - - - - - -
7,00+
Jan/13 1 0,06 0,00 11,6 42,22 36,37 30,00 79,52
7,00+ 85,67+
Fev/13 2 0,03 0,00 5,6142,07 94,49+2,02 1,75 63,33 83,7318,14
7,00+ 53,161£57,3 51,06+
Mar/13 2 0,005 0,00 0,25 2 30,89 44,17  56,00+15,32

*n= numero de peixes que liberaram sémen por meio de massagem na regido abdominal. T1)controle;
T2)3,0 mg EHC.kg™; t3) 0,5 + 3,0 mg EHC.kg™; t4) 0,5 + 7,0 mg EHC/kg™; T5) 200 Ul hCG/kg-1. Trat:
tratamento; Conc:concentragdo espermatica; Mot: motilidade; Vel: velocidade espermaticaTTA: tempo
total de ativagdo; Norm: normalidade.

Todavia, a motilidade espermatica se manteve similar para o sémen de

peixes induzidos com duas doses hormonais (T3 e T4), sendo que os valores

médios foram diminuindo gradativamente no decorrer do periodo reprodutivo.

Os peixes do T5 (hCG) exibiram em todos os meses uma motilidade

espermatica inferior aos que receberam EHC, exceto em fevereiro/2013, onde

o0 sémen proveniente da indugdo com Gonadotrofina Coridbnica humana

apresentou motilidade superior a 95% (Figura 3B).
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Concentragio espermatica (sptz x10° mL)
Motilidade espermatica (%)
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Figura 5. A) Concentracdo e B) motilidade espermatica dos P. britskii,
submetidos ao Etapal durante o experimento. [Tratamentos: T2) dose unica 3
mg.kg”" EHC; T3) dose prévia 0,5 mg.kg”' EHC, 22 dose 3 mg.kg'; T4) dose
prévia 0,5 mg.kg™' 22 dose 7mg.kg™"; T5) dose Unica 200 Ul hCG.kg™.

Em janeiro/2013 as velocidades espermaticas foram significativamente
superiores para o T4 (p<0,05) com média de 84,56+8,44 pm.s™. No més de
fevereiro/2013 os quatro tratamentos apresentaram médias de velocidade
espermatica superiores a 80,00 pm.s™. Em marco/2013, o sémen do T4
apresentou médias superiores de velocidade espermatica (69,18 £ 26,41 pm.s’
") porém, ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (Figura

4A). Houve grande amplitude nos valores de velocidade espermatica.

Em janeiro/2013 os valores do tempo total de ativagdo dos
espermatozoides apresentaram-se significativamente superiores quando
comparados a margo/2013 (p<0,05), porém, essa diferenca nao foi significativa

entre os tratamentos (Figura 4B).
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Figura 6. A)Velocidade espermatica e B) tempo total de ativagcdo do sémen de P.
britskii, submetidos a Etapal durante o experimento. [Tratamentos: T2) dose
unica 3 mg.kg” EHC; T3) dose prévia 0,5 mg.kg" EHC, 22 dose 3 mg.kg™; T4)
dose prévia 0,5 mg.kg™ EHC 22 dose 7mg.kg™"; T5) dose Unica 200 Ul hCG.kg™.

Os valores médios da normalidade espermatica foram significativamente
diferentes somente nos meses de dezembro/2012 e fevereiro/2013. A
normalidade espermatica, assim como, a concentragao espermatica, motilidade
e o tempo total de ativagao foram superiores no inicio do periodo reprodutivo e
diminuiram gradativamente ao longo do mesmo. Em mar¢o/2013 houve uma
nova ascensao nos valores de normalidade espermatica, exceto para o sémen

de peixes induzidos com hCG (T5). Nao houve diferenca significativa na

relagdo entre os meses e tratamentos (p>0,05).
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8 Discussao

Uma das maiores preocupagdes para programas de reprodugao no setor
produtivo é a dificuldade na obtencdo de sémen de algumas espécies de
peixes Siluriformes. Uma reviséo realizada por Viveiros e Godinho [35] afirma
que a dose hormonal aplicada em peixes brasileiros de agua doce atua no
sentido de aumentar o volume seminal. Em P. britskii, durante o periodo de
dezembro/2012 a marg¢o/2013, a liberagdo de sémen foi possivel a partir da
inducdo hormonal e massagem abdominal, porém, em quantidades maximas
de 0,1 mL, onde o T4 (EHC) foi o mais eficiente, pois, um maior niumero de
peixes liberou sémen, apresentando variaveis seminais satisfatorias. Viveiros et
al [36] afirmam que o extrato de hipdfise (em dose dupla ou unica) é utilizado
mundialmente, para induzir a desova, ou ainda combinado com outros
horménios. Estes horménios possuem altos niveis de LH, que agem
diretamente nas gonadas e induzem a espermiagdo ou maturagdo ovocitaria
[2. O LH é envolvido principalmente na estimulacdo de producado de
androgénio nas células de Leydig, € muito baixo durante o inicio da

espermatogénese mas aumenta durante o crescimento testicular e desova [37].

Para o P. britskii foi evidenciado que o volume seminal esta diretamente
ligado a indugéo hormonal e ao periodo reprodutivo, no qual constatou-se que
a partir de janeiro/2013 o volume seminal diminuiu, porém, em fevereiro/2013
um maior numero de exemplares respondeu positivamente aos tratamentos
hormonais. Quando os peixes foram induzidos o volume de sémen produzido
aumentou em comparagao ao tratamento sem indugéo (controle). O mesmo foi
observado para Barbus barbus , segundo Alavi et al [38], Cejko et al [39] e

Cejko et al [40] o volume de sémen, a producédo espermatica e a motilidade
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alteram significativamente durante o ciclo reprodutivo, e também com do tempo

apos o tratamento hormonal.

Em P. britskii, a coleta de sémen apds a indugdo hormonal foi possivel,
porém, em pequeno volume (0,1mL) e menores concentragdes nos meses de
fevereior e marco, quando comparado ao sémen dos testiculos macerados
(0,49mL). Provavelmente, os valores de menor concentragdo espermatica de
P. britskii estejam relacionados com a liberagado apenas do sémen presente na
regido caudal dos testiculos, que € semelhante aos testiculos do Pimelodus
maculatus [41] e possui atividade secretora, enquanto as franjas da regiao

cranial possuem fungao espermatogénica.

Como alternativa para obtengdo de um maior volume de sémen de P.
britskii optou-se por medidas extremas, mesmo com a aplicacdo de EHC,
houve a necessidade da remog¢ao e maceragcao dos testiculos, esta pratica ja
havia sido utilizada para Clarias gariepinus por Rurangwa et al [6] e Viveiros et
al., [7]. Segundo Shibatta et al [9] o problema nao esta na dosagem hormonal,
mas sim na morfologia dos testiculos de algumas espécies de Siluriformes,
como Sorubim lima, Zungaro jahu [10], Pseudoplatystoma fasciatum [19] e
Pimelodus maculatus [11], cujo formato é digitiforme e nao tubular. Esta
caracteristica impede que o sémen seja liberado das franjas, insida para os

tubulos seminiferos e entdo, seja liberado através de massagem abdominal.

Alavi e Cosson [42] afirmam que o pH influencia na motilidade
espermatica, porém, esse resultado nao foi verificado para o sémen de P.
britskii. No presente estudo o pH seminal de P. britskii apresentou média de 6,0

para peixes macerados/induzidos e 7,0 para os demais tratamentos, contudo,
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nao foi constatada nenhuma influéncia dos valores de pH nos resultados de

velocidade, motilidade e tempo total de ativagao.

Parece existir uma relagao entre a coloragdo do sémen e concentracio
espermatica, sendo que quanto mais esbranquicado-cremoso maior a
concentracdo para o género Steindachneridion [43,29]. Os P. britskii que
tiveram os testiculos macerados apresentaram maiores valores de
concentracdo espermatica ao longo do ciclo reprodutivo, apresentando a
coloragdo do sémen esbranquicada-cremosa diferindo do sémen obtido por
meio da massagem da regido abdominal, translucido-aquoso. Nogueira et al
[10] encontraram o sémen do jau, Zungaro jahu diluido apés a inducao
hormonal e testiculos macerados cujos valores de concentragdo do sémen
massageado foi 12,6 x 10° mL" e do sémen proveniente dos testiculos
macerados foi 62,7 x 10° mL™. A indugdo hormonal no P. britskii promoveu
maior producao de fluido seminal, verificado através do volume, e também a

maior produgéo de células espermaticas verificada na concentragao, este

Logo, os valores de motilidade e velocidade espermatica do P. britskii
diminuiram imediatamente apd6s 10 segundos de ativagdo, resultados
semelhantes a Rhamdia quelen e Steindachneridion parahybae [44,29]. O
mesmo foi constatado para Clarias gariepinus [45], porém, a duracdo da
motilidade foi de apenas 30 segundos, valor inferior quando comparado com os
de P. britski. Em Rhamdia quelen [46] os machos induzidos apresentaram
motilidade superior (88,3%) aos nao-induzidos, o tempo de motilidade para
Steindachneridion scripta variou de 46 a 75 segundos [43]. Nogueira et al [10]
encontraram no sémen dos testiculos macerados do Zungaro jahu a motilidade

espermatica superior a 90%.
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A motilidade espermatica do P. britskii € em média 90% para os peixes
induzidos e que receberam massagem abdominal e, inferior a 63 % para peixes
com os testiculos macerados. Essas taxas diminuiram gradativamente durante
o periodo reprodutivo, provavelmente, devido ao choque mecanico do processo
de maceragdo, resultando na presenca de um grande numero de
espermatozoides com defeitos leves (cabega e cauda soltas, cauda torta),
afetando diretamente nos valores de motilidade e velocidade espermatica,
corroborando com os de Maria et al [44] que verificaram que o sémen de
Colossoma macropomum nao-induzidos apresentou valores de normalidade
inferiores aos induzidos, e foi encontrado um numero elevado de

espermatozoides com cabecga solta.

A velocidade espermatica esta diretamente ligada a capacidade de
fertilizacao [49]. Para o sémen de P. britskii os valores de velocidade foram
superiores para o sémen de peixes induzidos com EHC, e também, apresentou
reducao ao final do ciclo reprodutivo (mar¢o/2013). Os espermatozoides
provenientes dos testiculos macerados apresentaram velocidades inferiores,
porém, sem influéncia do ciclo reprodutivo. E assim como em
Steindachneridion parahybae [5], os valores de velocidade diminuiram
drasticamente apdés 10 segundos de ativagdo. Cosson [48] menciona que o0s
valores de alta velocidade inicial dos espermatozoides resultam na curta
duracao da motilidade, pois, as células espermaticas apresentam um estoque
limitado de energia. Segundo Perchec et al [50] o tempo de duracdo da
motilidade espermatica também é influenciado por danos a membrana causada
pelo estresse osmotico enquanto, as mudangas nos valores da velocidade

podem ter relagdo com o comprimento flagelar [38].
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O tempo total de ativacdo dos espermatozoides de P. britskii também foi
influenciado pelo periodo reprodutivo e indugido hormonal, verificando-se que
0s peixes que receberam hormébnio apresentaram maior tempo de ativacio.
Para o Etapa 1 o tempo de ativacao dos espermatozoides foi inferior e,
provavelmente, isso tenha ocorrido pela possivel contaminacdo do sémen com
urina. Logo, a curta duracdo da motilidade desses espermatozoides em agua
doce (neste estudo) possa ser devido a rapida deterioragcdo dos
espermatozoides [51]. Possivelmente, isto ocorra, devido aos choques
osmaticos, pH, temperatura do meio diluidor no momento em que o sémen é
ativado de acordo com Alavi e Cosson [42]. Sanches et al [5] supde que a agua
destilada também, é extremamente prejudicial a membrana do espermatozoide
e, atua diretamente na deterioragdo da membrana. Notou-se que P. britskii
induzidos com hCG tiveram tempo total de motilidade inferior aos induzidos

com EHC.

A qualidade espermatica de P. britskii submetidos ao tratamento com hCG
foi satisfatoria e, em alguns casos foram similares aos tratados com EHC. O
hCG estimuou a espermiacao de Odontesthes bonariensis [52] e influenciou o
aumento do volume seminal e concentragdo espermatica para enguias [53],
ambas as espécies apresentam limitagdo na espermiagdo. Targonska e
Kucharczyk [54] explicam que utilizando-se o hCG a produgao de gametas é
menor, mas que a qualidade biolégica foi superior, porém, as caracteristicas
seminais (motilidade e concentragcado) sdo normalmente inferiores. Cacot et al
[55] e Pan et al [56] trabalhando com Siluriformes advertem que o indutor, hCG
apresentou resultados satisfatorios na producao espermatica, porém, as doses

utilizadas foram mais altas, sugerindo que deve-se testar diferentes doses
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(2000 Ul), sugerindo que deva-se testar essa dosagem com P. britskii. A
efetividade de uma unica dose de hCG pode ser devido a longa permanéncia
deste horménio na corrente sanguinea [57] pelo fato de apresentar maior
resisténcia a degradagao que outras proteinas [37]. Outra vantagem do hCG é
a sua agao direta nas gbnadas, sem que haja necessidade de estoques de LH

[58].

A influéncia do periodo reprodutivo sobre a maturagao e desenvolvimento
testicular do P. britskii pode ser confirmada a partir dos valores do IGS, com
atividade maxima em novembro-dezembro/2012 e, em seguida, verifica-se a
diminuicdo do indice ao longo dos meses, corroborando com resultados

encontrados em Pseudoplatystoma fasciatum [59].

Pode-se observar que a qualidade de sémen do P. britskii, tanto para
animais induzidos quanto os nao-induzidos, apresentou uma melhora
satisfatoria na qualidade seminal durante a realizacdo do experimento, embora
no decorrer do periodo reprodutivo verificou-se um decréscimo nos valores das
variaveis espermaticas e do IGS. Porém, apesar do aumento do IGS apés a
indu¢do hormonal pode-se considerar o P. britskii como oligoespermico (IGS<
1%), esta caracteristica, bem como a pequena liberacao de sémen, muitas
vezes insuficientes para avaliagdo espermatica, sao encontradas para diversas

espécies de Siluriformes [60].

Estudos que avaliem os mecanismos e a morfologia reprodutiva do P.
britskii e de outras espécies que apresentam dificuldade durante a reproducao

artificial sdo necessarios para que
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9 Conclusao

O periodo reprodutivo influenciou a produgao e qualidade espermatica do
P. britskii. Apesar do pouco volume seminal liberado, a dose 7,5 mg.kg” de
EHC mostrou-se eficaz. O periodo reprodutivo e a indugdo hormonal
influenciaram a concentracédo espermatica, porém, a motilidade e velocidade se

mantiveram estaveis durante o periodo estudado.
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Documentacao fotografica

Figura 7. Machos de P. britskii. A) Sele¢ao de machos no tanque; B) Pesagem
em laboratério; C) Marcagéo e leitura dos TAG’s; D) Indugédo hormonal; E)
Anestesia com solugcdo de benzocaina; F) Coleta de sémen por meio de

massagem abdominal.
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Documentacao fotografica

Figura 8. A) Testiculos de P. britskii eutanasiado para retirada dos testiculos;
B) Pesagem dos testiculos em balanga analitica; C) Corte dos testiculos; D)
Maceragdo dos testiculos e coleta de sémen; E) Analises espermaticas no
software livre CASA; F) Anadlise espermatica em microscépio (concentragao e
morfologia espermatica).
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