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1.0 RESUMO GERAL

Foi avaliado como as dietas protéicas podem afetar os indices reprodutivos
(fertilizacdo e eclosdo) e a caracteristica seminal do pacu, Piaractus mesopotamicus
criados em tanques-rede. Duzentos e vinte e quatro reprodutores com quatro anos de
idade, peso e comprimento médios de 2,62 + 0,59 Kg e 47,64 = 2,83 cm
respectivamente, foram distribuidos em 16 tanques-rede (5 m3/cada) na proporcdo de
sete machos e sete fémeas, com densidade de 2,8 peixes m” por tanque. Foi utilizado
um delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e
quatro repeti¢des, sendo os tratamentos (T) constituidos por quatro ragdes experimentais
extrusadas com diferentes niveis de proteina bruta (PB, %): T1 = 18; T2 =24;T3=30¢
T4 = 36, 1soenergéticas (3.300 kcal kg'1 de racdo), isocélcicas e isofosféricas. Os peixes
receberam as racOes experimentais pelos seis meses que antecederam o periodo
reprodutivo e, em seguida, foram selecionados a cada dois dias, dois machos e uma
fémea de cada tratamento totalizando-se 12 peixes, pelo periodo de 22 dias. Os
reprodutores foram induzidos hormonalmente, aplicando-se duas doses de extrato bruto
de pituitiria de carpa totalizando 2,75 e 5,5 mg kg' para machos e fémeas,
respectivamente e apds um periodo de 240 horas-grau seus gametas foram coletados e
analisados. Nas condi¢des do experimento, os reprodutores de pacu, Piaractus
mesopotamicus atingiram a maturacao gonadal nas quatro dietas utilizadas, entretanto,
os valores dos indices reprodutivos (taxas de fertilizacdo e eclosdo) foram inferiores ao
recomendado para a producdo comercial. Todavia, as caracteristicas seminais
apresentaram diferencas significativas entre as quatro dietas estudadas, recomendando-

se a racdo com 18% PB.



1.1 Abstract

Was evaluated how protein diets can affect reproductive rates (fertilization and
hatching) and seminal characteristics of pacu, Piaractus mesopotamicus reared in cages.
Two hundred and twenty-four breeding with four years of age, weight and average
length of 2.62+ 0.59 kg and 47.64 +2.83 cm respectively, were distributed in 16
cages (5 m3/each) in the proportion seven males and seven females, with a density
of 2.8 m™ fish per tank. We used a experimental design completely randomized,
composed by four treatments and four replicates, where the treatments (T) wore
composed by four extruded experimental diets with different levels of crude protein
(CP, %): T1 = 18; T2 = 24; T3 = 30 e T4 = 36, isoenergetic, (3.300 kcal kg'l of diets),
isocalcium and isophosphoric. Fish received the experimental diets for six months
before the reproductive period then were selected every two days, two males and one
female from each treatment in a total of 12 fish, for a period of 22 days. The breeding
wore hormonally induced through two doses of crude extract of pituitary carp totaling
2,75 ¢ 5,5 mg kg™ for males and females, respectively, and after a period of 240 hours-
degree their gametes were collected and analyzed. Under the conditions of the
experiment, the breeding of pacu, Piaractus mesopotamicus reached the gonadal
maturation in the four diets, however, the values of reproductive indices (fertilization
and hatching) were lower than recommended for commercial production. However,
seminal characteristics showed significant differences among the four diets,

recommending a diet with 18% CP.



2.0 INTRODUCAO GERAL

Segundo a FAO (2009), a aquicultura mundial produzia menos de um milhdo de
toneladas no inicio da década de 50, atingindo 51,7 milhdes de toneladas em 2006, com
valores de 78,8 bilhdes de dolares. Paralelamente, a aquicultura brasileira vem
acompanhando esse crescimento saindo do 35° lugar no ranking mundial com uma
producdo de 10 mil toneladas (1984) para 18° colocagdao (2004) produzindo 270 mil
toneladas (Ostrensky et al., 2008). Recentemente, o IBAMA (2007) divulgou que a
producdo aquicola brasileira continua em ascensdo apresentando em 2007, aumento de
10,2% em relacdo ao ano de 2006, contribuido com 5,0% da proteina animal produzida
no pais (Ostrensky et al., 2008).

A maior parcela da producdo nacional (30,6%) ocorreu na regido Sul com
64.483,5 toneladas de pescado em 2007, movimentando um valor total estimado de 250
milhdes de reais. Na ultima década houve um incremento de 10% na produgdo de
espécies nativas impulsionada pelos peixes redondos atingiram no ano de 2005, 26,7%
da producao com 47.752 toneladas (Kubitza et al., 2007).

Diante do enorme potencial aquicola brasileiro, cerca de 5,5 milhdes de hectares
distribuidos em grandes reservatérios naturais e artificiais, clima favordvel e 6timas
condi¢des de qualidade da dgua, a criacdo de peixes continentais em tanques-rede vem
mostrando um crescimento abrupto, necessitando com isso melhorar a eficiéncia de
producdo e o aperfeicoamento das técnicas de cultivo, pontos fundamentais para o
avanco da piscicultura (Zaniboni-Filho et al., 2005; Signor, 2006; Ayroza, 2009).

Embora o sistema de cultivo intensivo apresente inimeras vantagens quando
comparado aos sistemas tradicionais (Cyrino & Conte, 2006), a racdo utilizada em

tanques-rede deve ter um correto balanceamento nutricional, suprindo as exigéncias em



nutrientes dos peixes, considerando-se que os mesmos t€m acesso restrito ao alimento
natural disponivel no ambiente (Ono & Kubitza, 2003) dependendo exclusivamente dos
nutrientes presentes na ragao.

Neste sentido, o desafio é fornecer uma dieta balanceada que atenda tanto as
exigeéncias nutricionais da espécie para cada fase de cultivo bem como, a manutencao da
qualidade da dgua, através da utilizacdo de ingredientes com qualidade na fabricacdo da
racdo (Corraze & Kaushik, 2007).

Para que se obtenha sucesso na intensificagcdo da producdo piscicola deve-se
desenvolver dietas balanceadas que contribuam para o dominio da propagagdo artificial
ou reprodugdo induzida (Romagosa, 2006) fornecendo condi¢des nutricionais aos
reprodutores (matrizes) para que possam produzir gametas de qualidade alcangando
indices reprodutivos satisfatorios, ou seja, crescimento, saide, maturacdo gonadal,
reproducdo e qualidade dos ovos e larvas (Andrade, 2007; Babin et al., 2007; Nordeide,
2007).

Sendo assim, o desenvolvimento de uma dieta protéica adequada para
reprodutores de pacu, Piaratus mesopotamicus criados em tanques-rede, mostra-se
extremamente necessdria para a melhoria dos indices reprodutivos possibilitando uma

producdo sustentavel de larvas e alevinos dessa espécie.



3.0 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Espécie estudada

O pacu, Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887), pertence a superordem
Ostariophysi, ordem Characiformes, familia Characidae e subfamilia Myleinae
(Nakatani et al., 2001) na qual, segundo Bernardino & Colares de Melo, (1989) e
Romagosa (1991), incluem os peixes de maior valor comercial na pesca e piscicultura
brasileira.

Encontra-se distribuida nas bacias dos rios Parand, Paraguai e Uruguai (Lima et
al., 1991, Nakatani et al., 2001) (Figura 01), também conhecido pelos nomes populares
de pacu-guacu e pacu-caranha, possui corpo alto e arredondado, de colora¢do parda,
sendo mais escuro no dorso, ventre levemente comprimido, nadadeiras com coloracdo
escura, sendo pares as peitorais e pélvicas e as demais dorsal, adiposa, anal e caudal
singulares. Apresenta numerosas escamas pequenas, boca diminuta e terminal, com

dentes molariformes (Romagosa 1991; Nakatani et al., 2001; Duke Energy, 2003).



Figura 01: Reprodutor de pacu, Piaractus mesopotamicus.

Por ser um peixe reofilico, em ambiente natural realiza migracdes ascendentes
até as cabeceiras dos rios com fins reprodutivos (Romagosa et al., 1988; Bock &
Padovani, 2000; Iseki et al., 2008). Quando em ambientes confinados como nos cultivos
em acudes, tanques ou tanques-rede ocorre bloqueio no ciclo gonadal, reproduzindo-se
artificialmente por meio de inducdo artificial (Romagosa et al., 1988; Lima et al., 1991;
Romagosa, 2006; Romagosa, 2008; Romagosa et al., 2010).

O periodo reprodutivo dessa espécie se estende de novembro a janeiro, possui
desova total, com fecundagdo externa e ndo apresenta cuidado parental. (Romagosa et
al., 1990; Duke Energy, 2003). Na natureza, sua maturacdo gonadal ocorre quando o
exemplar atinge de 3 a 4 anos de vida e cerca de 34 cm de comprimento total (Suzuki et
al., 2004, Urbinati & Gongalves, 2005). Pode atingir grande porte, 50 cm ou mais
(Nakatani et al., 2001; Maria et al., 2004), possui hédbito alimentar onivoro (Furuya et
al., 2008) com tendéncia a ser frugivoro-herbivoro (Abimorad et al., 2007) e o contetido
estomacal dos animais na natureza é constituido principalmente, por folhas, residuos

vegetais e restos de esqueletos de peixes (Silva, 1985).



Aliando-se a estes fatos, a espécie mostra ser promissora para a piscicultura
brasileira por apresentar rdpido crescimento, rusticidade ao manejo, facil adaptacdo a
alimentacdo artificial e grande aceitacio do mercado consumidor, podendo ser
explorado na criacdo comercial e pesca esportiva (Castagnolli, 1992, Cantelmo, 1993,
Bicudo et al., 2009).

Dentre as inimeras espécies criadas nas pisciculturas, o pacu € uma das poucas
espécies produzidas nos quatro estados da regido sudeste (Pezzato & Scorvo-Filho,
2000), por outro lado, na regido Sul seu cultivo se encontra concentrado no estado do
Parand, devido as baixas temperaturas dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do
Sul, que podem ser letais para esta espécie.

Um dos fatores que limitam a expansdo da producdo do pacu € a existéncia de
espinhas em “y” em sua musculatura, porém, hoje em dia, h4 cortes especificos que
possibilitam a retirada destes espinhos viabilizam os cortes do tipo filé (Bittencourt,
2008). Além disso, outra alternativa para a comercializacdo desta espécie € na forma de
carne mecanicamente separada (CMS) com o uso de despolpadeiras, visando a
elaboragdo de produtos processados como bolinhos, fishburgueres, nuggets, entre outros
(Boscolo et al., 2010), que pode se tornar uma forma de incrementar a oferta de
produtos a base de pescados e estimular a producgdo, pois o rendimento de tronco limpo
destes peixes é de aproximadamente 60% (Bombardelli et al., 2007), devido a baixa
porcentagem de cabeca.

E uma espécie que se adapta com grande facilidade ao cativeiro, porém nio se
reproduz naturalmente, sendo assim necessdria a inducao hormonal (Romagosa, 1991;
Maria et al., 2004). Apesar das técnicas reprodutivas empregadas para as matrizes
criadas em viveiros escavados serem consideradas satisfatorias (Bock & Padovani,

2000), nao se tem informacdo sobre a reproducdo dessa espécie quando criadas em



tanques-rede até o momento. A escassez destas informacdes e pesquisas, principalmente
dos aspectos reprodutivos, levou Bock & Padovani (2000) e Sanches et al., (2011) a
ressaltarem a necessidade do aprimoramento de biotécnicas e indices reprodutivos que

garantam assim, a produgio sistemadtica de alevinos.

3.2 Tanques-rede

Tanques-rede sdo estruturas flutuantes utilizadas na criagdo de peixes,
confeccionadas com rede ou tela revestida, de malhas de diferentes tamanhos que
podem ser montadas diferentes materiais, desde que as telas permitam a passagem do
fluxo de agua e a saida dos dejetos dos peixes. Sdo elaborados com materiais leves e
ndo cortantes para facilitar o manejo e que apresentem resisténcia mecanica e a corrosao
(Schmittou, 1995; Beveridge, 1996; CODEV ASF, 2008).

O cultivo de peixes em tanques-rede teve seu inicio hd mais de 50 anos, na Asia,
mas foi no Japdo, em 1961, que se realizaram as primeiras criagdes comerciais com
espécies marinhas. Em 1963, comegaram a ser instalados os primeiros tanques-rede nos
lagos Suwa e Kazumigaura, para o cultivo da carpa comum (Castagnolli, 2000).

As principais vantagens desse sistema produtivo em relagdo ao semi-intensivo
(viveiros escavados) sdo: menor custo de investimento inicial, rdpida implantacdo e
expansdo do investimento, possibilidade de escalonar a producdo, facilidade de
movimentacdo e realocacdo dos peixes, simplicidade na despesca, melhor observacdao
dos peixes, menor variagdo dos parametros fisicos e quimicos da dgua (Schmittou,
1995; Kubitza, 2000; Ono & Kubtiza, 2003; Cyrino & Conte, 2006; CODEVASP, 2008;

Ayroza, 2009).



Todavia, apresenta desvantagens ao sistema semi-intensivo (viveiros escavados),
como: dificuldade na legalizacdo do empreendimento, dependéncia total do alimento
artificial (racdo), risco de incrustacdo (colmatagdo), risco de rompimento da tela da
gaiola com perda da producdo e introducdo de doengas e/ou peixes no ambiente
prejudicando as populacdes naturais, acimulo de fezes e metabdlitos embaixo dos
tanques-rede promovendo impacto ambiental, dificuldades no tratamento de doengas,
grande suscetibilidade a roubos ou furtos, atos de vandalismo ou até mesmo de
curiosidade popular (Ono & Kubtiza, 2003; CODEVASP, 2008).

O sistema de criacdo de peixes em tanques-rede vem-se tornando atividade
alternativa, uma vez que nos reservatérios brasileiros a diminui¢do da quantidade de
espécies e seu porte vém acarretando em baixa produtividade da pesca e, em
consequéncia, baixa remuneracdo dos pescadores (Okada et al., 1997). Neste sentido, a
piscicultura em tanques-rede por possuir grande afinidade com a cultura dos pescadores,
apresentando em comum o ‘“‘peixe” e o ‘“ambiente aquitico” como parte de seu
cotidiano, tem sido difundida como uma nova atividade e fonte de renda para estas
comunidades.

Além disto, o cultivo de peixes em tanques-rede pode aproveitar os ambientes
aquaticos existentes, dispensando o desmatamento de grandes dreas e evitando
problemas de erosdo e assoreamento (Cardoso et al., 2005; Ayroza, 2009) . Todavia, sua
criacdo pode incrementar consideravelmente a producao aquicola, criar condi¢des para
atrair novos investidores e, tornar-se excelente alternativa de geracdo de emprego e
renda além de diminuir a pressdo sobre os estoques pesqueiros naturais e sobre as
varzeas (Ayroza et al., 2005; Ayroza, 2009).

Entretanto, sua criacdo em tanques-rede necessita de maiores informacdes e de

adequacdo da cadeia produtiva (Bittencourt, 2008). Nesse contexto, a legislacdo assume



grande importancia como ferramenta para o direcionamento da aquicultura, como o
decreto n° 2.869 de 9 de dezembro de 1998, onde ficou regulamentada a cessdo de
dguas publicas para a exploracio da atividade. Sua implantacdo depende de
compatibilizar a viabilidade econdmica com a sustentabilidade ambiental, evitando
assim conflitos no uso de recursos hidricos e promovendo o desenvolvimento regional
(Ayroza, 2009).

O estado do Parand destaca-se pelo seu elevado potencial de recursos hidricos,
dentre eles, encontra-se o reservatério de Itaipu com 170 Km de extensdo entre as
cidades de Foz do Iguacu e Guaira. O reservatério de Itaipu tem uma lamina de dgua de
1.350 km®, apresenta capacidade suporte para produzir 6.237 toneladas de peixes por
ano em sistema de tanques-rede, nos seus trés parques aquicolas demarcados e
licenciados, com o apoio da Itaipu Binacional (Informativo Cultivando Agua Boa,
2010).

No Brasil, a maioria dos estudos realizados utilizando-se tanques-rede de
pequeno ou grande volume, instalados em reservatérios ou pequenas represas foi
realizado com a tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus (Bozano et al., 1999; Carneiro et
al., 1999; Winckler-Sosinski & Leboute, 2000; Ayroza et al., 2005 e Ayroza, 2009).

Porém, poucos trabalhos foram realizados com espécies nativas, entre eles,
Brandao et al., (2004) e Gomes et al., (2004) com Colossoma macropomum; Merola e
Souza (1988), Ferraz de Lima et al., (1996) e Bozano et al., (1994) com Piaractus
mesopotamicus; Garcia e Baasch, (2003) e Reidel et al., (2010) com Rhamdia quelen,
Andrade et al., (2010) e Romagosa (2010) com Pseudoplatystoma corruscans e
P.fasciatum, sendo essas pesquisas concentrados nas dreas de manejo produtivo exceto,
os trés ultimos autores citados que se dedicaram a biologia reprodutiva de peixes

migradores.
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3.3 Proteina na nutricio de peixes

Pesquisas sobre a nutricdo de peixes tém desempenhado um papel importante
para enfrentar os desafios das ultimas décadas desenvolvendo racdes balanceadas
reduzindo as perdas de nutrientes que afetam a ambiente aquitico e aumentando a
sustentabilidade ecoldgica ou de viabilidade técnico-econdmica da atividade (Lazzari et
al., 2006; Corraze e Kaushik, 2007).

A proteina é um ingrediente essencial para o desenvolvimento dos peixes nas
diferentes fases do ciclo de vida e é um dos itens mais caros na formulacdo de racdes
(Boscolo, 2003, Barros, 2010), portanto, faz-se necessario determinar com precisio as
exigéncias de proteina para cada espécie de peixe (Craig & Helfrich, 2009; Barros,
2010). Corresponde aos nutrientes com maior importancia no crescimento dos peixes e
o seu perfil aminoacidico é quem define a sua qualidade, determinando seu valor como
componente da dieta (Pezzato et al., 2001). Cerca de 20 aminodcidos sdo encontrados
nas proteinas, mas somente dez sdo essenciais aos peixes, dentre eles, a arginina,
histidina, isoleucina, leucina, metionina, valina, fenilalanina, treonina, lisina e triptofano
(Proencga e Bittencourt, 1994).

As principais funcdes da proteina sdo a formacdo e manutencdo dos tecidos,
formacdo de hormonios, enzimas, anticorpos, transporte de minerais e para peixes
carnivoros sdo a principal fonte de energia (Logato, 2000). Sdo hidrolisadas durante os
processos metabolicos, liberando aminodcidos livres, que serdo distribuidos através da
corrente sanguinea para os o6rgdos e tecidos dos peixes (Machado, 2004). Estes
aminodcidos por sua vez sdo utilizados na sintese protéica ou em compostos
nitrogenados essenciais para o metabolismo durante o processo de crescimento e

reproducdo, ou ainda como fonte de energia (Millward, 1989).
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Dietas com niveis insuficientes de proteinas e aminodcidos podem reduzir o
crescimento, a eficiéncia alimentar ou ainda causar imunodepressdo, devido a
mobilizacdo da proteina de alguns tecidos para a manutencao de fung¢des vitais do peixe.
Entretanto, excesso de proteinas pode agir de duas formas, ou ser utilizada na formagao
de tecido muscular e crescimento ou converter em energia (Millward, 1989), o que pode
acarretar na diminuicdo da ingestdo de racdo antes que Os peixes consumam O
necessario de proteina, pois, os niveis de ingestdo sdo determinados pela energia
disponivel (Pezzato et al., 2001).

Uma vez que os peixes em tanques-rede estdo impossibilitados de procurar por
alimentos naturais que possam suprir alguma deficiéncia nutricional apresentada pela
dieta fornecida, todos os nutrientes exigidos pelo peixe devem estar contidos na racao
(Carneiro, 2004).

Peixes adultos quando comparados aos jovens necessitam de mais proteina para
a sua manuten¢do principalmente, no periodo que antecede a reprodugdo, quando sdo
formados os gametas (Lochmann, 2001). Segundo o autor, se a formulacdo de dietas
para reprodutores de Piaractus brachypomus criados em cativeiro, nao for corretamente
balanceada para atender as exigéncias dos peixes na fase de maturagdo final, o sucesso

reprodutivo pode ser negativo.

3.4 Reproducao de espécies nativas

No Brasil existe uma diversidade de espécies nativas, algumas delas com
excelentes caracteristicas para piscicultura, embora a implantacdo de um processo de
cultivo ainda seja bem problemdtico. Por isso, ainda hoje na piscicultura, a criagdo de

espécies exdticas domina o mercado brasileiro (Zaniboni-Filho, 2004).
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Segundo Kubitza, (2007) foram cultivadas 114 mil toneladas de peixes exdticos
e 58 mil toneladas de peixes nativos, respectivamente, 64% e 33% da producdo da
piscicultura nacional em 2005, valor este, que diante do grande nimero de espécies e
hibridos de peixes nativos cultivadas nos estados brasileiros, demonstra que a
participacdo desses peixes ainda é modesta.

Existem inimeras vantagens no cultivo de espécies de peixes nativos quando
comparadas as exoticas, pois, as nativas se encontram adaptadas ao clima, alimentando-
se em temperaturas inferiores e sdo bem aceitas nos mercados consumidores (Zaniboni-
Filho, 2000).

Os primeiros trabalhos visando a reproducdo artificial de peixes reofilicos
realizadas no Brasil, datam da década de 30, por Rodolpho von Ihering e seus
colaboradores e a partir da década de 1970 houve um aumento considerdvel dos
conhecimentos sobre reproducdo induzida de algumas espécies nativas (Woynarovich e
Horvath, 1983)

Castagnolli & Cyrino (1980); Woynarovich (1988); Bernardino e Ferrari (1987) e
Carneiro (1990) realizaram pesquisas sobre reproducdo, larvicultura, alimentacdo e
melhoramento nos cultivos das espécies de interesse a piscicultura (Alvarado, 2003).
Porém, mesmo assim, ainda hoje um dos entraves na piscicultura de espécies nativas é
uma producdo de alevinos insuficiente para abastecer o mercado (Castagnolli, 2004;

Kubitza, 2007).

4.0 AREA DE IMPLANTACAO DO EXPERIMENTO

O presente estudo foi realizado na drea de transicao do reservatorio da Itaipu

Binacional, no Centro de Desenvolvimento de Pesquisa para Piscicultura em tanques-
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rede, localizado no Refligio Bioldgico Bela Vista, municipio de Santa Helena — PR,
Brasil (Figura 02).

O Refugio Bioldgico ¢ uma unidade de conservacdo ambiental oficialmente
criada pela Itaipu Binacional em 1984, com o objetivo de resgatar e proteger a fauna
ap6s a formacgdo do reservatério do lago de Itaipu além, elem de propiciar pesquisas
(Lindenmayr, 2007).

O Refiigio Bioldgico conta com 74 tanques-rede (Figura 03), nos quais sdo
desenvolvidas pesquisas direcionadas as necessidades especificas do cultivo de peixes
no reservatério de Itaipu como, conversdao alimentar, sobrevivéncia, rendimento
corporal, acimulo de gordura visceral, composi¢do quimica da carcaga, qualidade da

agua, entre outros (Informativo Cultivando Agua Boa, 2010).

Figura 02. Vista aérea do Refiigio Biolégico, Santa Helena-PR.
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Figura 03. Tanques-rede utilizados no experimento no Refugio Biol6gico em Santa Helena-PR.
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5.0 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar o desempenho reprodutivo de matrizes do pacu, Piaractus

mesopotamicus alimentadas com diferentes niveis de proteina bruta e criadas em

tanques-rede.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Avaliar o efeito de dietas protéicas nos indices reprodutivos (fertilizacdo e

eclosdo) do pacu, Piaractus mesopotamicus criado em tanques-rede.

5.2.2. Avaliar o efeito de dietas protéicas na caracteristica seminal do pacu,

Piaractus mesopotamicus criado em tanques-rede.
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PACU, Piaractus mesopotamicus CRIADO EM TANQUES-REDE
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Resumo

O presente trabalho avaliou o efeito de dietas protéicas nos indices reprodutivos
(fertilizacdo e eclosdo) do pacu, Piaractus mesopotamicus criados em tanques-rede.
Duzentos e vinte e quatro reprodutores foram distribuidos em 16 tanques-rede (5,0
m?3/cada) na proporcdo de sete machos e sete fémeas, com densidade de 2,8 peixes m>
tanque. Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos (T) e quatro repeti¢des, constituidos por quatro ragdes experimentais
extrusadas com diferentes niveis de proteina bruta (PB, %): T1 = 18; T2=24;T3=30¢
T4 = 36, 1soenergéticas (3.300 kcal kg'1 de ragdo), isocdlcicas e isofosfdricas. Os peixes
receberam as racOes experimentais pelos seis meses que antecederam o periodo
reprodutivo (dezembro-janeiro) e, em seguida, foram selecionados a cada dois dias, dois
machos e uma fémea de cada tratamento totalizando-se 12 peixes, por um periodo de 22
dias. Os reprodutores foram induzidos hormonalmente, aplicando-se duas doses de
extrato bruto de pituitéria de carpa totalizando 2,75 e 5,5 mg.kg" para machos e fémeas,
respectivamente e apos um periodo de 240 horas-grau seus gametas foram coletados e
analisados. Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) (P>5%) e,
no caso de diferencas estatisticas foi aplicado o teste de Tukey (5%). Os maiores valores

das taxas de fertilizacdo (74,21 £ 7,72; 75,55 + 10,73) foram obtidas nos tratamentos de
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18 e 36%, respectivamente. Da mesma forma que, os valores das taxas de eclosdo
mantiveram comportamento semelhante ao da fertilizacdo onde se constatou valores
inferiores (2,65 = 1,17) de eclosdo para o T 30% de PB e superiores (13,17 £ 0,12) para
o T 18% PB. Os indices reprodutivos avaliados (taxas de fertilizacdo e eclosdo) ficaram
abaixo do recomendado para a produgao comercial.

Palavras-chave: fertilizacdo, ovos, reproducao artificial, s€men, sistema intensivo.

Abstract

The present work evaluated the effect of protein diets on reproductive indices
(fertilization and hatching) of pacu, Piaractus mesopotamicus reared in cages. Two
hundred and twenty-four breeding were distributed in 16 cages (5.0 m3/ each) in the
proportion of seven males and seven females, with a density of 2.8 fish m™ tank. We
used a experimental design completely randomized, with four treatments (T) and four
replicates, composed by four extruded experimental diets with different levels of crude
protein (CP, %): T1 = 18; T2 = 24; T3 = 30 e T4 = 36, isoenergetic, (3.300 kcal kg'1 of
diets), isocalcium and isophosphoric. The fish received the experimental diets for six
months before the reproductive period (December-January) and were selected every two
days, two males and one female from each treatment to a total of 12 fish, for a period of
22 days. The breeding wore hormonally induced through two doses of crude extract of
pituitary carp totaling 2,75 ¢ 5,5 mg kg' for males and females, respectively, and after a
period of 240 hours-degree their gametes were collected and analyzed. The results were
submitted to analysis of variance (ANOVA) (P>5%) and in the case of statistical
differences was applied Tukey test (5%). The highest values of fertilization rate (74.21
+ 7.72, 75.55 £ 10.73) were obtained in the treatments of 18 and 36% respectively. In

the same way, the hatching rates had the similar behavior of fertilization where found
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lower values (2.65 £+ 1.17) of hatching for the treatment of 30% CP and the highest
(13.17 = 0.12) for the treatment of 18% CP. The reproductive indices evaluated
(fertilization and hatching rates) were lower than recommended for commercial
production.

Keyword: fertilization, eggs, artificial reproduction, semen, intensive culture system.

Introducao

O Brasil € o terceiro pais do mundo em potencial hidroelétrico tendo mais de
36.000 km? de lamina d’4dgua em reservatdrios de usinas hidrelétricas (ANEEL, 2002).
Nas ultimas duas décadas tem sido fomentado o uso multiplo destas dguas como a
atividade piscicola por meio da criagdo de peixes em tanques-rede, uma das principais
alternativas de se aproveitar este potencial para producido de alimento e geracdo de
renda (Ono & Kubitza, 2003; Diemer et al., 2010). Entretanto, a criacdo de peixes em
reservatorios vem sendo realizada quase que em sua totalidade com a tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticus (Cyrino & Conte, 2006), porém, no reservatério de ITAIPU é
proibida a criag@o de espécies de peixes exoticos (JIE, 2007). Diante disso, foi escolhida
uma espécie nativa — o pacu, Piaractus mesopotamicus por apresentar uma cadeia
produtiva desenvolvida, desempenho zootécnico satisfatério e aceitacio do mercado
consumidor (Senhorini et al., 1988; Cantelmo, 1993; Queiroz et al., 2005; Senhorini,
1995; Souza et al., 2003; Oliveira et al., 2004; Boscolo et al., 2010).

P. mesopotamicus ¢ uma espécie que realiza migracdo rio acima na época
reprodutiva (novembro a fevereiro), deslocando-se centenas de quildmetros. Todavia,
quando confinados (viveiros, acudes, tanques-rede), a privagdo desse comportamento

migratorio impede que esses peixes atinjam a maturacdo gonadal e, conseqiientemente,
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liberam seus gametas somente por meio de inducdo hormonal (Romagosa et al., 1990;
Murgas et al., 2009; Sanches et al., 2011).

Segundo Bock & Padovani (2000), a reproducdo induzida do pacu criado em
cativeiro encontra-se praticamente dominada, porém, ainda existem outros pontos
criticos para o pleno sucesso da cadeia produtiva como a oferta insuficiente de alevinos
e a distancia entre os pontos de cultivo em tanques-rede e os produtores de alevinos
(Bittencourt et al., 2010). Além disso, poucos s@o os estudos com peixes nativos que
determinem um manejo nutricional adequado no preparo de reprodutores durante o
periodo de maturacdo gonadal garantindo assim, indices reprodutivos satisfatorios, bem
como, a qualidade da prole, quando criados em tanques-rede (Andrade et al., 2010;
Reidel et al., 2010).

E sabido que em tanques-rede os peixes ndo tém acesso ao alimento natural
dependendo exclusivamente da racdo ofertada (Ono & Kubitza, 2003). Neste sentido, se
a racdo ndo for corretamente balanceada as matrizes poderdo ndo estar bem nutridas
antes do periodo reprodutivo, momento onde ocorre a formac¢ao dos gametas, bem como
no momento da reproducdo, o que, segundo Lochmann (2001) poderéd causar prejuizos
na desova e, também, na qualidade dos gametas, produzindo um ndmero insuficiente de
alevinos.

Sendo assim, o presente trabalho avaliou o efeito das distintas dietas protéicas

nos indices reprodutivos do pacu, Piaractus mesopotamicus criados em tanques-rede.
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Material e métodos

O experimento foi realizado na area de transi¢cdo do reservatorio da ITAIPU
Binacional, no Centro de Desenvolvimento de Pesquisa para Piscicultura em Tanques-
rede, localizada no Refigio Bioldgico, municipio de Santa Helena, Parand, Brasil,
durante o periodo de junho de 2009 a janeiro de 2010.

Foram distribuidos 224 reprodutores com quatro anos de idade, peso e
comprimento médios de 2,62 + 0,59 Kg e 47,64 + 2,83 cm respectivamente, em 16
tanques-rede (5,0 m3/cada) na proporcao de sete machos e sete fémeas por tanque, com
densidade de 2,8 peixes m” por tanque (Figura 4). Foi utilizado um delineamento
experimental inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (T) e quatro repeti¢des,
sendo os tratamentos constituidos por quatro racdes experimentais extrusadas com
niveis de proteina bruta (PB) distintos (18; 24; 30 e 36%), sendo as mesmas, isocélcicas,
1sofosforicas e isoenergéticas (Tabela 01).

Em junho de 2009, antes do inicio do processo de maturacdo gonadal dos pacus
as racOes experimentais foram ofertadas aos peixes “ad libitum”, trés vezes ao dia, as

08:00, 13:00 e 17:00 horas.
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Tabela 01. Composicdo das ragdes experimentais ofertadas aos reprodutores do
pacu, Piaractus mesopotamicus durante o periodo estudado.

NIVEL DE PROTEINA (%)

INGREDIENTES (%)

18 24 30 36

Farinha de visceras de aves 12,10 18,82 25,53 32,25
Farelo de soja 10,00 16,67 23,33 30,00
Arroz quirera 20,00 20,00 20,00 20,00
Milho 45,75 34,97 24,18 13,40
Farelo de trigo 3,00 3,00 3,00 3,00
Premix’ 0,50 0,50 0,50 0,50
Sal comum 0,30 0,30 0,30 0,30
L-Lisina 0,28 0,26 0,24 0,22
Propionato de célcio 0,20 0,20 0,20 0,20
DL-Metionina 0,03 0,05 0,07 0,09
BHT 0,02 0,02 0,02 0,02
Oleo de soja 4,30 2,87 1,43 0,00
Fosfato bicélcico 3,02 2,01 1,01 0,00
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
NUTRIENTES (%) VALORES CALCULADOS
Amido 44,00 37,28 30,56 23,84
Calcio 1,53 1,53 1,53 1,53
Energia Digestivel (kcal/kg)2 3300,00  3300,00 3300,00 3300,00
Fibra bruta 2,01 2,29 2,57 2,85
Fésforo total 1,10 1,10 1,10 1,10
Gordura 7,63 6,70 5,78 4,85
Lisina 1,08 1,44 1,80 2,16
Metionina+Cistina 0,65 0,85 1,04 1,24
Proteina bruta 18,00 24,00 30,00 36,00
Metionina 0,36 0,48 0,60 0,72
Treonina 0,70 0,95 1,19 1,44

" Suplemento mineral e vitaminico (Vaccinar): Met 5%, Mn 3.750mg, BHT 0,5%, Ca 43g, Zn 70mg, Fe 15.000mg, Cu
2.000mg, Co 50mg, I 125mg, Se 0,2mg, Vit A 5000UL Vit D3 300.000Ulkg, Vit E 80mg, Vit K3 2.260mg, Vit Bl
2.500mg, Vit B2 5.000mg, Vit B6 2.500mg, Vit B12 7.500mg, Vit C 75.000mg, Ac Folico 500mg, Ac. Pantoténico
12.500mg, Niacina 20.000mg, Colina 200.000mg, Lisina 4%, Biotina 150mg/kg.

% Valores de energia digestivel dos alimentos baseados em Signor et al., (2010).

De 14 dezembro de 2009 a 19 de janeiro de 2010 foram selecionados a cada dois
dias, dois machos e uma fémea de cada tratamento totalizando 12 peixes, por um
periodo de 22 dias. Foram selecionados os machos que liberaram sémen apos leve
pressao da papila urogenital (Figura 4) segundo a metodologia preconizada por Sanches
et al., (2009) e as fémeas por meio da observacdo da migracdo da vesicula germinativa

dos ovécitos (Figura 5) segundo Romagosa (1991) e Andrade-Talmelli, et al., (2002).
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Figura 04. Selecao de machos de Piaractus mesopotamicus que liberaram sémen apos leve
pressdo da papila urogenital.

Figura 05. Retirada de ovdcitos com sonda uretral (esquerda) e posicdo da vesicula germinativa (direita).

No momento da sele¢do, os peixes de cada tratamento foram marcados na
nadadeira dorsal com fios coloridos, retirados dos tanques-rede e acondicionados no
laboratério localizado as margens da represa (Figura 6). Em seguida, as matrizes foram
pesadas, medidas e separadas por sexo em duas caixas de 1000L cada, sendo uma para

" - p 3.1
os machos e outra para as fémeas, com renovacio de dgua constante de 1,5 m” h™.
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Figura 06. Laboratério experimental as margens do reservatério de ITAIPU.

Machos e fémeas de cada tratamento foram induzidos por meio de duas doses de
extrato bruto de pituitdria de carpa, sendo as doses de 0,25 ¢ 2,5 mg.kg™” e 0,5 ¢ 5,0 mg
kg para machos e fémeas, respectivamente, segundo o recomendado por Sanches et al.,
(2011).

Ap6s um periodo de 240 horas-grau (unidades térmicas acumuladas - UTA)
cronometradas a partir da 2* aplicacdo hormonal, os gametas foram coletados,
individualmente, por meio de massagem na regido ventral do animal no sentido
encéfalo-caudal segundo Bombardelli et al., (2006). O sémen foi coletado com o auxilio

de um tubo Falcon (0,1mL) e os ovécitos em um becker (2 L) (Figura 7).
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Figura 07. Coletas dos gametas: s€men (esquerda) e ovdcitos (direita).

Em seguida, os gametas foram acondicionados em uma bacia pldstica seca onde
foram homogeneizados, fertilizados e adicionou-se &dgua de abastecimento das
incubadoras experimentais (Figura 8).

Dos ovos fertilizados, foram coletadas cinco aliquotas de 20 mL de ovos
hidratados provenientes de cada desova (1 fémea:2 machos) os quais foram adicionados
a 20 incubadoras (Figura 9) cilindrico conicas (20 L), com renovagdo de dgua de 1,5 L

min’! segundo Bock & Padovani, (2000).

Figura 8 e 9. Homogeneizacdo dos gametas (esquerda) e transferéncia de 20 mL de ovos para as
incubadoras experimentais (direita).
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Transcorridas 8 horas apds a fertilizacdo, foram estimadas as taxas de

Total de ovocitos fertilizados

fertilizacdo (Taxa de Fertilizacdo= x100) por meio de

Total de ovocitos amostrados

trés amostragens de 200 ovos de cada incubadora experimental (Figura 10), sendo
considerados ovos fertilizados os que se observavam translicidos e ndo-fertilizados, os
opacos segundo Souza et al., (2010).

Total de lodid
As taxas de eclosio (Taxa de Eclosdo = otar de tarvas ectodidas x100) foram

Total ovos fertilizados

estimadas 24 horas apds a fertilizagcdo por meio da contagem das larvas de cada
incubadora experimental (Figura 11) para se determinar o nimero de larvas eclodidas.

As larvas foram coletadas e fixadas em solu¢do de formaldeido a 4% para posterior

contagem.

Figura 10 e 11. Estimativas das taxas de fertilizacdo (esquerda) e eclosio (a direita) do P.
mesopotamicus.

A dgua utilizada no laboratério, tanto das caixas de manuten¢do das matrizes
quanto das incubadoras experimentais foi bombeada da prépria represa passando apenas
por um filtro mecanico de tela, cascalho e areia. A andlise dos valores dos pardmetros

fisico-quimicos (temperatura, oxigénio dissolvido e pH) foram determinados.

41



Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com
nivel de significancia de 5% e no caso de diferencas estatisticas foi aplicado o teste de

Tukey em 5% de probabilidade.

Resultados e discussao

Os valores médios de temperatura (T), oxigénio dissolvido (OD) e pH da agua
registrados durante o experimento apresentaram pequenas variacoes de 25,27 + 0,67°C;
5,21 + 0,83mg.L'1 e 7,12 £ 0,29, respectivamente, valores estes, bem semelhantes aos
encontrados por Signor et al., (2010) (T = 24,21 + 3,50°C; OD = 7,27+1,04 mg.L’l; pH
= 7,42 + 0,22) e Hilbig, (2010) (T = 27,7 £ 0,9 °C; OD = 7,36 + 0,06; pH = 7,03 +
0,45mg.L'1) com a mesma espécie € no mesmo reservatorio.

Os valores do peso e comprimento médio das matrizes de cada tratamento estdo
demonstrados na Tabela 02.

Sabe-se que P. mesopotamicus oriundos da natureza atingem a primeira
maturac¢ao ovariana com quatro anos de idade (Castagnolli, 1992) e criados em viveiros
escavados com trés anos de vida (Romagosa et al., 1991). Entretanto, informagdes sobre
reprodutores mantidos em tanques-rede sdo praticamente inexistentes.

Para verificar se os ovdcitos encontravam-se na fase final de maturacdo foi
examinada a freqiiéncia porcentual do deslocamento da vesicula germinativa (ndcleo)
para a periferia da célula de acordo com a metodologia preconizada por Romagosa et

al., (1990) para a mesma espécie porém, mantidas em viveiros escavados.
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Tabela 02. Peso e comprimento total médios dos reprodutores por tratamento durante

a realizac@o do experimento.

TRATAMENTOS (% PB)

SEXO PARAMETROS
18 24 30 36
. 49,60 + 48,13 + 50,80 +
A Comprimento Total (cm) 47,94 + 3,54 2.12 1.25 3.16
Fémeas 390 +
Peso (kg) 2,85+043 3,09+048 2,66+0,15 O 76_
C ) fo total (cm) 46,69 =+ 46,33 + 4745 + 4717 +
omprimento total (cm 2.35 1.83 2.68 233
Machos
2,49 +
Peso (kg) 234+0,45 2,39+0,35 2,58+0,49 0.65

* Nao houve diferengas significativas entre os tratamentos (P<0,05) pelo teste de Tukey.

A freqiiéncia percentual da posicdo da vesicula germinativa-periféricos

encontram-se expressos na Tabela 03, valores estes inferiores ao minimo de 80%

recomendado por Souza et al., (2010) para o mandi-pintado, Pimelodus britskii e por

Sanches et al., (2011) para o pacu, P. mesopotamicus. Contudo, este fato provavelmente

deva ter ocorrido devido ao sistema de confinamento das fémeas dos

tratamentos, indicando que somente 60% dos ovdcitos encontravam-se preparadas para

a desova.

Tabela 03. Valores médios da freqiiéncia percentual da posicdo da vesicula
germinativa-periférica, fertilizacdo e eclosdo dos ovos do pacu, P. mesopotamicus nos

distintos tratamentos.

TRATAMENTOS (% PB)

PARAMETROS
18 24 30

36

Vesicula Germinativa

59,57+12,41 59,98 +£8,31 49,06 +17,24 60,82 £ 11,47

Periférica (%)

Taxa de

7421 £7,72a 58,31 £18,90ab 33,21 £2,59b 75,55 £ 10,73a

Fertilizacdo (%)

Taxa de Eclosdo (%) 13,17 #0,12a 9,01 £0,69b 2,65+1,17c 9,86 £0,61b

* Letras diferentes indicam diferencas significativas (P>0,05) pelo teste de Tukey.
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Embora os valores de freqiiéncia percentual da posicao da vesicula germinativa
dos ovdcitos ndo tenham diferido estatisticamente entre si (P<0,05), comportaram-se de
forma semelhante aos valores estimados das taxas de fertilizacdo onde constatou-se que
no tratamento 30% de PB foram registrados os menores valores.

Apesar do P. mesopotamicus ser considerado uma espécie que apresenta taxas
de fertilizacdo acima de 80% (Moreira et al., 2001), as mesmas podem variar em um
unico periodo reprodutivo como constatado por Silva (2007) que obteve taxas variando
de 51,0 a 94,7%. Embora os valores das taxas de fertilizacdo fornecam informacdes
sobre a qualidade dos gametas (Bobe & Labbé, 2010), deve-se considerar a influéncia
de fatores exdgenos (temperatura, horas de luz, etc.) que podem nio estar relacionados
diretamente a qualidade dos gametas (Silva, 2007).

Brooks et al., (1997) afirmam que os reprodutores necessitam de maiores
quantidades de proteina e energia para formacdo dos gametas, entretanto, nao foi
possivel comprovar no presente estudo. Andrade et al., (2010) inferiram que dietas
balanceadas e adequadas aos reprodutores resultam em taxas de fertilizacdo e eclosdo
mais promissoras. Entretanto, estudos referentes a nutricdo de reprodutores nativos sao
escassos (Bombardelli et al., 2010) dificultando a comparagdo dos resultados.

Signor et al.,, (2010) determinaram as exigéncias nutricionais durante o
crescimento (engorda) de P. mesopotamicus mantidos em tanques-rede testando trés
niveis de proteina bruta (25, 30 e 35%) e obtiveram resultados de desempenho
zootécnico superior com 25% de PB e 3.250 kcal kg de energia digestivel. Em outro
sistema de criacdo, Fernandes et al., (2001) haviam demonstrado que a exigéncia
nutricional de juvenis dessa espécie foi inferior (22% de PB).

No presente estudo, os valores mais elevados das taxas de fertilizacdo (74,21 +

7,72; 75,55 £ 10,73) foram obtidos nos tratamentos com percentuais de PB de 18% e
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36%, respectivamente, demonstrando que a espécie atinge indices reprodutivos
semelhantes mesmo quando alimentados com valores inferiores de PB, corroborando
também com os resultados obtidos por Signor et al., (2010) quanto a baixa exigé€ncia de
PB em outras fases de desenvolvimento (crescimento e terminagao).

O fato de P. mesopotamicus ser um peixe onivoro, com hdébito alimentar
especificamente frugivoro-herbivoro (Souza et al., 2003; Abimorad et al., 2007) pode
explicar a sua menor exigéncia protéica quando comparado com espécies carnivoras que
exigem dietas igual ou superiores a 40% de PB (Andrade et al., 2010; Teixeira et al.,
2010). Entretanto, elucidar aspectos referentes a essas dreas (nutricdo X reprodugdo) é
um dos contrastes fundamentais para o futuro desenvolvimento da aqiiicultura.

As estimativas dos valores das taxas de fertilizacdo e eclosdo dos ovos tiveram
comportamento semelhante. O menor valor para a taxa de eclosdao (2,65 + 1,17) foi
obtido para o tratamento com 30% de PB e superior (13,17 £ 0,12) para o tratamento de
18% de PB. Entretanto, as taxas de eclosdo foram inferiores aos valores encontrados por
Galo (2009) que obtiveram entre 85,0 e 36,0% e Streit Jr. et al., (2007) de 80,0% para a
mesma espécie, todavia em viveiros escavados. Segundo Galo (2009) baixos valores das
taxas de eclosdao podem indicar que as fémeas ainda ndo estavam aptas a reprodugio,
encontravam-se imaturas ou em processo de reabsor¢ao dos ovdcitos.

Neste estudo os reprodutores de P. mesopotamicus estocados em tanques-rede
atingiram a maturacdo gonadal, no entanto, a intensificacdo da criagdo ainda €
considerada um impasse devido a falta de conhecimentos bioldgicos sobre a espécie. Ha
necessidade de se conhecer os mecanismos complexos que envolvem a nutricio dos
reprodutores versus a formagdo dos gametas, por intermédio de estudos basicos e

aplicacdes tecnoldgicas, contribuindo para o crescimento da aqiiicultura industrial.
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Conclusao

Nas condicdes do experimento, os reprodutores de pacu, Piaractus
mesopotamicus quando alimentados com dietas experimentais atingiram a maturagdo
gonadal, porém as taxas de fertilizacdo e eclosdo ficaram inferiores aos valores

recomendados para produ¢do comercial.
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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito de dietas protéicas nas caracteristicas seminais do pacu,
Piaractus mesopotamicus criados em tanques-rede. Para tal, 224 matrizes foram
distribuidas em 16 tanques-rede (5 m3/cada) na densidade de 2,8 peixes m>, em um
delineamento experimental inteiramente casualizado, composto por quatro tratamentos
(T) e quatro repeticoes sendo os tratamentos constituidos por quatro ragdes
experimentais extrusadas com diferentes niveis de proteina bruta (PB, %): T1 = 18; T2
= 24; T3 = 30 e T4 = 36, isoenergéticas (3.300 kcal kg de racdo), isocdlcicas e
isofosforicas. Os peixes receberam as racdes experimentais pelos seis meses que
antecederam o periodo reprodutivo, sendo que durante o0 mesmo, foram selecionados 22
machos de cada tratamento e induzidos hormonalmente, por meio de duas doses de
extrato bruto pituitiria de carpa, totalizando 2,75 mg Kg'. Os gametas masculinos
foram coletados apds um periodo de 240 horas-grau e homogeneizados dando origem a
um “pool” de sémen para cada tratamento dos quais foram mensurados os seguintes
parametros: volume total de sémen liberado (VSL), concentragdo espermatica (CE),

tempo de duracdo da motilidade espermdtica (TDME), percentual de células vivas

(membrana plasmadtica integra) (PCV) e morfologia espermética (ME), submetidos a
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andlise de variancia (ANOVA) (P>5%) e, no caso de diferencas estatisticas foram
aplicado o teste de Tukey (5%). Os valores médios do VSL foram semelhantes com
excecdo do tratamento com 18% que apresentou valor de 14,43 mL, inferior aos demais
tratamentos; a CE obteve valores mais elevados para o tratamento com 36%
apresentando 2,25)(101O + 2,04)(109 spz mL"! diferindo dos demais, inversamente
proporcional ao de TDME com valores superiores para os tratamentos 18% e 24% de
59,51 e 47,62 s, respectivamente. Os valores médios do PCV foram de 98% e o ME
apresentou o maior valor de espermatozdides normais (44,67%) para o tratamento com
18% de PB Para reprodutores de pacu, P. mesopotamicus, nas condi¢des experimentais
utilizadas, recomenda-se o menor indice protéico (18% PB).

Palavras-chave: motilidade espermatica, proteina bruta, reproducdo artificial, sistema

intensivo sémen.

Abstract

Aimed to evaluate the effect of protein diets on the characteristic seminal of
pacu, Piaractus mesopotamicus raised in cages. To this, 224 breeding were distributed
in 16 cages (5.0 m3/ each) with a density of 2.8 fish m> in a experimental design
completely randomized, composed by four treatments (T) and four replicates,
composed by four extruded experimental diets with different levels of crude protein
(CP, %): T1 = 18; T2 = 24; T3 = 30 e T4 = 36, isoenergetic, (3.300 kcal kg'1 of diets),
isocalcium and isophosphoric. Fish received the experimental diets for six months
before the reproductive period, and during the same period, were selected 22 males
of each treatment and hormonally induced through two doses of crude extract of
pituitary carp, totalling 2.75mg kg™'. The gametes were collected after a period of 240

hours-degree and mixed resulting in a "pool" of semen for each treatment which were
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measured the following parameters: total volume of semen released (TVSR), sperm
concentration (SC), sperm motility duration (SMD), percentage of living cells (plasma
membrane integrity) (PLC) and sperm morphology (SM), subjected to analysis of
variance (ANOVA) (P>5%) and in case of statistical differences was applied the Tukey
test at 5% probability. The mean values of TVSR were all similar with the exception of
18% which showed a value of 14.43 mL, lower than the other treatments; the SC
obtained higher values for 36% 2.25x10' + 2.04x10’spz mL™" differed significantly,
inversely proportional to the behavior of SMD who obtained higher values for 18% and
24% of 59.51 and 47.62 seconds, respectively. The mean values of PLC was 98% and
the SM remained within normal ranges for the species. For breeding of P.
mesopotamicus, in the experimental conditions used, recommending the diet with lower
protein levels (18% CP).

Keywords:spermatic motility, crude protein, artificial fertilization, intensive culture

system, semen.

Introducao

Em geral, o sucesso reprodutivo dos peixes depende de um ajuste temporal
havendo a necessidade de existir sincronia entre o alimento ofertado (antes ou durante o
periodo reprodutivo) e o momento da liberacao de gametas (desova) (Romagosa, 2008).
Logo, aos reprodutores deve-se oferecer uma dieta apropriada e diferenciada (Izquierdo
et al., 2001). Todavia, o volume de informagdes praticas que demonstrem 0 manejo
nutricional adequado especificamente para reprodutores sdo praticamente inexistentes e
deve ter destaque por sua importancia na producdo e manutencdo de grandes grupos de

peixes que representam a aqiiicultura (Zaniboni-Filho e Nufier, 2004; Romagosa, 2008).
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Frente a essa realidade deve-se considerar que a reprodugdo de peixes reofilicos,
em geral, apresenta dois aspectos cruciais como, o manejo do plantel de reprodutores e
a producdo de gametas de boa qualidade para a obtencdo de uma nova prole (Souza,
2007; Romagosa, 2008; Romagosa et al., 2010; Sanches et al., 2011). Enquanto,
técnicas ou protocolos de reprodugdo induzida t€m sido aplicadas com relativo sucesso,
resultados inadequados e/ou insuficientes sobre manejo e produ¢do de gametas mostram
a necessidade de manipuld-los conjuntamente com os aspectos nutricionais, sistemas de
criacdo, mercadoldgicas e até laboratoriais (Romagosa, 2008).

Primeiramente foi eleita a espécie a ser estudada - o pacu, Piaractus
mesopotamicus pelo interesse em sua criagdo pela Itaipu Binacional (JIE, 2007; Silva,
2008), mas a seguir, inimeros questionamentos foram levantados como, por exemplo, a
manutencdo do plantel de matrizes mantidas em tanques-rede poderd atingir plena
maturagdo gonadal? Para tal, qual € a exigéncia nutricional para a espécie no periodo
reprodutivo e confinada nesse sistema intensivo, estd dieta deve ser ofertada antes ou
durante o periodo reprodutivo, os gametas serdo vidveis e a prole?

Outro item enigmatico e incompreendido na producdo aquicola € a nutricao de
reprodutores de peixes autdctones brasileiros praticamente negligenciados. Tal fato, tem
sido demonstrado pelos resultados expressivos de experimentos conduzidos com dietas
de reprodutores por Andrade et al., (2010); Reidel et al., (2010) em tanques-rede.
Romagosa (2008) constatou que aspectos nutricionais de matrizes e suas implicacdes
(disponibilidade de alimentos, fluxo e reservas energéticas) € um dos fatores
determinantes da €poca e estratégia reprodutiva (tipo de desova - total ou parcial), bem
como, o periodo de desenvolvimento das gonadas e, a seguir de gametas para espécies
de peixes nativos e acondicionados em tanques-rede. Segundo Bobbe & Labbé (2010)

uma dieta inadequada pode afetar ndo apenas o numero de ovdcitos liberados
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(fecundidade), bem como, o processo de gametogénese, e conseqiientemente, a
qualidade dos gametas.

A experiéncia tem mostrado que fémeas de pacu, P. mesopotamicus aptas a
reproducdo induzida no periodo reprodutivo (nov.- jan.), apresentam didmetro do
ovdcito ao redor de 939,0 um antes da aplicacdo hormonal e 13 horas apds a 2% injecdo,
atingiu 1001,6 pm, provenientes de viveiros escavados (Romagosa et al., 1990). Estes
ovdcitos liberados sdo rodeados por um cdrion, envelope rigido e impermedvel, com a
presenca de uma tnica micrdpila, permitindo que o espermatozdide atinja a membrana
plasmdtica e, em seguida, possa fertilizd-lo (Romagosa, 1991). Entretanto, duvidas
permanecem, pois, muitos espermatozdides nunca o atingirdo e nio serdo capazes de
fertilizd-los (Billard et al., 1995a; Romagosa, 1991). Rurangwa et al., (2004)
constataram que a qualidade espermatica depende da habilidade do espermatozdide em
fertilizar com sucesso o ovdcito.

O objetivo deste estudo foi determinar o efeito de dietas com diferentes niveis
protéicos nas caracteristicas seminais de reprodutores de pacu, Piaractus

mesopotamicus, quando mantidos em tanques-rede.

Material e métodos

O experimento foi realizado na drea de transi¢do do reservatério da ITAIPU
Binacional, no “Centro de Desenvolvimento de Pesquisa para Piscicultura em Tanques-
rede”, localizada no Refiigio Bioldgico, municipio de Santa Helena, Parand, Brasil,
durante o periodo de junho de 2009 a janeiro de 2010.

Em junho de 2009, no inicio do processo de maturacdo gonadal dos pacus,

duzentas e vinte quatro (224) reprodutores (matrizes) dessa espécie, com quatro anos,
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de idade foram distribuidos em dezesseis (16) tanques-rede de Sm3 de volume util (2,0

m X 2,0 m X 1,25 m), em uma densidade de 2,8 peixes m>, e alimentadas com racoes

experimentais.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por quatro

tratamentos (T) e quatro repeti¢des, sendo constituidos por quatro racdes experimentais

com niveis de proteina bruta (PB) distintos (18; 24; 30 e 36%), sendo as mesmas,

isocélcicas, isofosféricas e isoenergéticas (Tabela 04).

Tabela 04. Composicao das racdes experimentais ofertadas aos reprodutores de

Piaractus mesopotamicus durante o periodo estudado.

NIVEL DE PROTEINA (%)

INGREDIENTES (%) 18 24 30 36
Farinha de visceras de aves 12,10 18,82 25,53 32,25
Farelo de soja 10,00 16,67 23,33 30,00
Arroz quirera 20,00 20,00 20,00 20,00
Milho 45,75 34,97 24,18 13,40
Farelo de trigo 3,00 3,00 3,00 3,00
Premix’ 0,50 0,50 0,50 0,50
Sal comum 0,30 0,30 0,30 0,30
L-Lisina 0,28 0,26 0,24 0,22
Propionato de célcio 0,20 0,20 0,20 0,20
DL-Metionina 0,03 0,05 0,07 0,09
BHT 0,02 0,02 0,02 0,02
Oleo de soja 4,30 2,87 1,43 0,00
Fosfato bicalcico 3,02 2,01 1,01 0,00
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
NUTRIENTES (%) VALORES CALCULADOS
Amido 44,00 37,28 30,56 23,84
Calcio 1,53 1,53 1,53 1,53
Energia Digestivel (kc:':ll/kg)2 3300,00 3300,00 3300,00 3300,00
Fibra bruta 2,01 2,29 2,57 2,85
Fosforo total 1,10 1,10 1,10 1,10
Gordura 7,63 6,70 5,78 4,85
Lisina 1,08 1,44 1,80 2,16
Metionina+Cistina 0,65 0,85 1,04 1,24
Proteina bruta 18,00 24,00 30,00 36,00
Metionina 0,36 0,48 0,60 0,72
Treonina 0,70 0,95 1,19 1,44

! Suplemento mineral e vitaminico (Vaccinar): Met 5%, Mn 3.750mg, BHT 0,5%, Ca 43g, Zn 70mg, Fe 15.000mg, Cu
2.000mg, Co 50mg, I 125mg, Se 0,2mg, Vit A 5000UI, Vit D3 300.000UI/kg, Vit E 80mg, Vit K3 2.260mg, Vit Bl
2.500mg, Vit B2 5.000mg, Vit B6 2.500mg, Vit B12 7.500mg, Vit C 75.000mg, Ac Félico 500mg, Ac. Pantoténico
12.500mg, Niacina 20.000mg, Colina 200.000mg, Lisina 4%, Biotina 150mg/kg.

% Valores de energia digestivel dos alimentos baseados em Signor et al., (2010).
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As racOes foram ofertadas a vontade aos peixes “ad libitum”, trés vezes ao dia,
as 08:00, 13:00 e 17:00horas.

No periodo de reprodugdo, meses de dezembro de 2009 e janeiro de 2010, foram
selecionadas de cada tratamento, vinte e dois (22) machos que liberaram sémen apés
uma leve pressao da papila urogenital, de cada tratamento totalizando 88 machos,
segundo a metodologia preconizada por Sanches et al., (2009).

A cada dois dias, foram selecionados dois machos de cada tratamento,
totalizando oito peixes, marcados na nadadeira dorsal com fios coloridos, retirados dos
tanques-rede e acondicionados no laboratério localizado as margens da represa. Em
seguida, as matrizes foram pesadas (kg), medidas (cm) e acondicionadas em uma caixa
de 1.000 L, com renovacio de dgua constante de 1,5 m>h™.

Os machos de cada tratamento foram induzidos hormonalmente aplicando-se
duas doses de 0,25 ¢ 0,5 mg kg™’ extrato bruto de pituitiria de carpa, em um intervalo de
12 horas (Sanches et al., 2011), respectivamente.

A coleta dos gametas masculinos foi realizada apds um periodo de 240 horas-
grau (somatdria da temperatura da d4gua em fungdo do tempo, UTA). Os machos foram
contidos e secos com pano e papel toalha. Em seguida, foi aplicada individualmente
massagem na regido ventral do peixe no sentido encéfalo-caudal segundo Sanches et al.,
(2009). A primeira gota de sémen foi desprezada para evitar possivel contaminagdo e o
restante foi coletado em um tubo Falcon (Figura 12), com graduacio de 0,1 mL, para
mensuragdo do volume total de s€émen liberado e a producdo relativa de s€men, que € o
volume de s€men produzido em relagdo ao peso da matriz.

ApOs a coleta do s€men dos reprodutores foi realizada a homogeneizacdo do
sémen, dando origem a um “pool” para cada tratamento o qual foi armazenado resfriado

as 16°C em uma geladeira térmica (Figura 13).
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Figura 12. Coleta do sémen com tubo graduado.

Em seguida, foi mensurado a concentragdo espermadtica do “pool” de sémen de
cada tratamento. Para tal, foram retiradas amostras de 5 pL. de sémen e diluidas em 5
mL de formol salina tamponado (Figura 14), resultando na diluicdo de 1:1000. Apés a
diluicdo, uma camara hematimétrica de Neubauer (Figura 15) foi utilizada para

contagem de células espermaticas conforme Mataveli et al., (2007).

Figuras 13 e 14. Refrigeracdo do “pool” de sémen (esquerda) e a fixacdo do s€men em formol
salina tamponado (direita).
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Figura 15. Contagem da CE em camara de Neubauer.

A leitura do pH seminal de cada pool de sémen foi verificada por método
colorimétrico, a partir de fita tornassol (Figura 16) segundo Hilbig et al., (2008).

Foi aferido o tempo de duracdo da motilidade espermatica (TDME) do “pool”,
misturando se 5 pL de sémen a 200 pL. de dgua (Figura 17). Concomitantemente, a
homogeneiza¢do (Figura 18) era iniciada a contagem do tempo através de um
crondmetro e retirada uma amostra de 5 plL para ser observada sob microscopio de luz
(objetiva 40X). A estimativa da percentagem de células mdveis seguiu a escala
arbitrdaria de 0 a 100%, quando 100% das células perdiam a motilidade era parado o

crondmetro e aferido o TDME (Figura 19) segundo Souza et al., (2010).

Figuras 16 e 17. Determinacio do pH seminal (esquerda) e confeccdo da lamina para contagem
do TDME (direita).
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Figuras 18 e 19. Ativacdo dos espermatozéides (esquerda) espefmatozéides apos a tomada do
tempo sem motilidade (direita).

A avaliacdo do percentual de células vivas (membrana plasmaética integra) foi
realizada, a partir método de coloragdo eosina-nigrosina (Murgas et al., 2003),
utilizando-se de 30 uL de sémen e 90 uL de cada corante, para a realizacdo da mistura
e, posteriormente, confeccdo do esfregaco (Figura 20). Apds o processamento das
laminas, o material foi analisado em microscépio de luz (objetiva 40X), sendo contados
400 espermatozoides. Foram considerados espermatozdides mortos, células rosadas, e

0S Vivos as nao-coradas.

k

Fiéura 20. Esfregaco I;ara aferir o percentual de células vivas (membrana plasmatica integra).
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As andlises morfolégicas do sémen foram realizadas por meio de dois
esfregacos, com o sémen diluido em formol-salina tamponada (CBRA, 1998), na
propor¢ao de 1:1500 (sémen:solucdo diluente). Os esfregacos foram corados pelo
método de rosa bengala, corante recomendado para peixes por Streit Jr. et al., (2004), e,
depois de secos, levados ao microscopio de contraste de fase (objetiva 40X).
Realizaram-se o exame de 120 espermatozdides entre as laminas feitas de cada amostra
de sémen, classificando-os em normais, com patologias primdrias ou secunddrias, de
acordo com Streit Jr. et al., (2008a).

A dgua utilizada no laboratério, tanto das caixas de manuten¢do das matrizes
quanto das incubadoras experimentais, foi bombeada da prépria represa passando
apenas por um filtro biolégico de tela, cascalho e areia.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com
nivel de significincia de 5% e no caso de diferencas estatisticas foi aplicado o teste de

Tukey em 5% de probabilidade.

Resultados e discussao

Os valores médios de temperatura (TP), oxigénio dissolvido (OD) e pH da dgua
durante o experimento apresentaram pequenas variagdes de 25,27 + 0,67°C; 5,21 +
0,83>mg.L'1 e 7,12 £ 0,29, respectivamente, valores estes, bem semelhantes aos
encontrados por Signor et al., (2010) (TP = 24,21 + 3,50 °C; OD = 7,27+1,04 mg L'l;
pH = 7,42 £ 0,22) e Hilbig, (2010) (TP = 27,7 £ 0,9 °C; OD = 7,36 + 0,06; pH = 7,03 +
0,45 mg L") que trabalharam com a mesma espécie no mesmo reservatorio.

Os valores médios do comprimento total e peso total dos machos-reprodutores

de cada tratamento estdo na Tabela 05.
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Tabela 05. Comprimento total e peso médio dos reprodutores-machos de Piaractus
mesopotamicus alimentados com diferentes niveis de proteina bruta durante o periodo
estudado.

TRATAMENTOS (%, PB)

PARAMETROS
18 24 30 36

Comprimento total
(cm)

Peso (kg) 2,34 £ 0,45 2,39 £0,35 2,58 £0,49 2,49 +0,65

46,69 +2,35 46,33 + 1,83 47,45 £ 2,68 47,17 £2,33

* Ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Os valores médios e desvios-padrao da produgdo seminal e relativa de sémen do

pacu, P. mesopotamicus para cada tratamento constam na Tabela 06.

Tabela 06. Producio seminal total e relativa de sémen de Piaractus mesopotamicus
alimentados com diferentes niveis de proteina bruta durante o periodo estudado.

A TRATAMENTOS (% PB)
PARAMETROS

18 24 30 36

Produgdo seminal

(mL) 14,43 £7,12b 20,28 £5,53a 18,12 + 4,95ab 22,50 £ 7,50a

Produgdo relativa

A o 0,006 = 0,002b 0,009 £0,002a 0,007 £ 0,002ab 0,009 + 0,003a
de sémen (mL g)

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas ao nivel de 5% de variancia pelo teste de Tukey.

No presente experimento os valores de produgcdo seminal obtidos foram
superiores aos encontrados por Galo (2009), Sanches et al, (2011) e Streit Jr. et al.,
(2005) que obtiveram 7,35, 13,64 e 12,00 mL, respectivamente.

Quanto a producgdo relativa de s€men, os valores se comportaram de forma
semelhante aos de produgdo seminal onde os tratamentos com 24, 30 e 36% de PB
apresentaram os valores médios mais elevados 0,009, 0,007 e 0,009 mL g'l,
respectivamente, ndo diferindo estatisticamente entre si (P<0,05) enquanto que o
tratamento com 18% de PB apresentou valor inferior ao demais (0,006 mL g")

diferindo estatisticamente (P<0,05) dos tratamentos 24 e 36% de PB.
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Segundo Luz et al., (2001) o peso dos reprodutores é um parametro que
apresenta influéncia direta na producao seminal e relativa de s€men. Porém, no presente
estudo nao houve diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos para este
parametro. Neste sentido, os maiores valores das produgdes obtidas nos tratamentos
com niveis de PB mais elevados (24, 30 e 36%) podem inferir uma condi¢do nutricional
adequada destas matrizes.

Deve-se considerar que a produgdo seminal e relativa de s€émen € influenciada
por outros fatores como, a época de coleta e metodologia empregada (Luz et al., 2001).
Além disso, ao se analisar estes parametros, deve-se ressaltar que o volume de sémen
liberado pelos reprodutores ndo representa o volume total de s€men, uma vez que este
foi retirado manualmente, por extrusao (Ferreira et al., 2001).

Os valores médios e desvios-padrdo da concentracdo espermdtica foram de
1,79X10" + 4,89x10% 1,78x10" + 5,72x10% 1,83x10" + 1,06x10° e 2,25x10" +
2,04)(109 spz mL! para os quatro tratamentos 18, 24, 30 e 36% de PB, respectivamente,
apresentando diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05) pelo teste de Tukey
(Figura 21).

Nao houveram diferencas significativas (P>00,5) entre os tratamentos com 18,
24 e 30% de PB, porém o tratamento com 36% de PB diferiu dos demais apresentando o
valor de concentracdo espermatica (2,25x10" + 2,04x10° spz mL™") mais elevado.

Os tratamentos com 18, 24 e 30% de PB apresentaram valores médios de
concentracdo espermadtica abaixo dos valores obtidos por Sanches et al., (2011) de

2,75%x10" spz mL™" e 5,30x10'"" spz mL™".
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Figura 21. Concentragdo espermatica do s€émen de Piaractus mesopotamicus alimentados com diferentes
niveis de proteina bruta durante o periodo experimental.

O tratamento com 36% de PB apresentou o maior valor de producdo seminal
(22,50 mL) e de concentracdo espermdtica (2,25)(1010 spz mL‘l). Segundo Poole &
Dillane (1998) pode-se constatar que o elevado valor de producdo seminal ndo se deve a
uma maior quantidade de fluido seminal e sim, a um elevado numero de
espermatozoéides propiciando maior capacidade de fertilizagdo dos ovdcitos.

Segundo Viveiros & Godinho (2009), a medida que ocorre o aumento da
producdo seminal é comum haver redu¢do da concentracao espermatica, porém este fato
ndo foi observado no presente estudo, corroborando com os de Fogli da Silveira et al.,
(1990) e Bedore (1999) que estudaram a mesma espécie.

Valores elevados de concentracdo espermética podem estar associados a uma
melhor condi¢do nutricional dos reprodutores (Billard et al., 1995b). Neste sentido, o
tratamento com 36% de PB proporcionou o resultado mais satisfatorio em relacao a este

parametro.
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A concentrag@o espermatica apresenta variacao intra e interespecifica (Luz et al.,
2001). Além disso, pode ser influenciada pela aplicacdo de hormodnios indutores
(Kavamoto et al., 1989), tipo de hormoénio utilizado (Streit Jr. et al., 2004), nimero de
doses hormonais (Kavamoto et al., 1996a), intervalo de tempo entre as aplicacdes de
hormonio (Castagnolli & Cyrino, 1980), periodo de coleta dos gametas (Kavamoto et
al., 1997), idade dos reprodutores (Kavamoto et al., 1996b), dentre outros fatores.

Os valores médios e desvios-padrao do pH seminal de P. mesopotamicus
alimentados com diferentes niveis de proteina bruta durante o periodo experimental
foram de 7,82 + 0,25; 7,50 £ 0,32; 8,73 £+ 3,09; 7,80 + 0,26; para os quatro tratamentos,
respectivamente, apresentando diferengas significativas entre os tratamentos (P<0,05)
pelo teste de Tukey.

O tratamento com 18% de PB apresentou diferenca estatistica (P<0,05) apenas
em relacdo ao tratamento com 24% de PB ndo diferindo dos demais tratamentos. Da
mesma forma que, o tratamento com 24% de PB apresentou diferenca estatistica
(P<0,05) apenas em relagdao ao tratamento com 18% de PB ndo diferindo (P>00,5)
dos demais tratamentos. Os tratamentos com 30 e 36% de PB nio diferiram (P>00,5)
estatisticamente entre si bem como dos demais tratamentos.

Os valores de pH seminal foram semelhantes aos valores obtidos por Shimoda et
al., (1999), de 8,74 = 0,17 para P. mesopotamicus e o de Hilbig et al., (2008), de 8,6 +
0,3 para o jundid, Rhamdia quelen. Segundo Shimoda et al., (1999), o pH seminal do
pacu € superior ao verificado para a maioria das outras espécies de peixes estudadas.

O pH seminal esta diretamente relacionado com osmorregulacdo e o processo de
ativacao dos espermatozoéides de modo que, valores discrepantes do pH seminal podem
levar a inativacao dos espermatozdides (Perchec et al., 1995; Poupard et al., 1997), fato

este ndo observado no presente estudo.
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Mirian et al., (1997) estudaram a motilidade do sémen da carpa, Cyprinus
carpio com o pH seminal variando entre 6,0 e 9,0 e verificaram que os espermatozdides
ndo apresentam motilidade.

A compreensdo dos indices de qualidade seminal é extremamente significante
para que se consiga alcancgar o sucesso reprodutivo das espécies migradoras brasileiras
(Streit Jr. et al., 2008a) e dentre esses indices 0 TDME € considerado o mais importante
(Billard et al., 1995a) por estar diretamente relacionado com as taxas de fertilizacdo
(Bromage, 1995) e a reserva energética presente na célula espermatica (Billard et al.,
1993).

Os valores médios e desvios-padrao do TDME foram de 59,51 + 10,60, 47,62 +
7,86, 43,48 + 9,29, 42,87 £+ 8,92 (s) para os tratamentos com 18, 24, 30 e 36% de PB,
respectivamente, apresentando diferencas significativas entre os tratamentos (P>0,05)

pelo teste de Tukey (Figura 22).
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Figura 22. Tempo de duragcdo da motilidade espermatica de Piaractus mesopotamicus alimentado com
diferentes niveis de proteina bruta.
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Os tratamentos com 18 e 24% de PB diferiram estaticamente (P>0,05) entre si e
dos demais tratamentos apresentando os valores mais elevados de TDME 59,51 e 47,62
segundos, respectivamente. Todavia os tratamentos com 30 e 36% de PB nao diferiram
estaticamente (P<0,05) entre si e apresentaram os menores valores de TDME 43,48 e
42,87 segundos, respectivamente.

No presente experimento o valor mais elevado para o TDME, 59,51 segundos
foi obtido no tratamento com menor nivel de PB (18%). Quanto maior o TDME maior a
chance de o espermatozoéide fertilizar o ovécito. Neste sentido, o TDME é o parametro
mais comumente utilizado para aferir a qualidade dos espermatozdides em peixes
(Coward et al., 2002). Este parametro tem sido utilizado por Bombardelli et al., (2006);
Murgas et al., (2007); Hilbig et al., (2008); Sanches et al., (2011) para aferir a qualidade
espermadtica em peixes tropicais de dgua doce.

Embora trabalhos que relacionem o TDME com a condi¢do nutricional das
matrizes sejam inexistentes até o presente momento, Bromage, (1995), Izquierdo et al.,
(2001) e Coward et al., (2002) associaram a obtencdo dos maiores valores de TDME a
reprodutores que receberam ragdes balanceadas em quantidades adequadas. Porém, no
presente estudo, os maiores valores de TDME foram obtidos nas dietas com os menores
indices de PB.

O tratamento com o menor valor de PB na ragcdo (18%) apresentou o maior valor
de TDME (59,51s), valor este que foi decrescendo a medida que ocorreu o aumento dos
niveis de PB na racdo. Nos demais tratamentos 24, 30 e 36% de PB os valores de
TDME foram 47,62, 43,48 e 42,87s, respectivamente, evidenciando o comportamento

inversamente proporcional entre o nivel de PB na racdo e o TDME.
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No presente experimento os valores obtidos para 0 TDME foram préximos aos
descritos por Galo (2009), que encontrou valores de TDME de 42,87s para a mesma
espécie.

Os valores de TDME estao diretamente relacionados com a quantidade de ATP
intracelular dos espermatozéides, ou seja, diretamente ligado a reserva energética
armazenada na célula espermatica (Billard et al., 1993; Billard & Cosson, 1992). Neste
sentido, pode-se questionar se ra¢des com altos niveis de PB influenciam diretamente na
reserva energética dos espermatozdides, uma vez que no presente estudo os melhores
resultados para 0 TDME foram superiores no tratamento com 18% de PB.

A avaliagdo do percentual de células vivas (membrana plasmatica integra) €
empregado em estudos relacionados a qualidade espermdtica Bombardelli et al., (2010)
e Sanches et al., (2011). Neste sentido, é considerado um pardmetro importante para se
avaliar a qualidade seminal de peixes, uma vez que, apresenta relacdo direta com a
motilidade espermdtica e, também, com os valores das taxas de fertilizacdo de ovdcitos
(Hilbig et al., 2008; Sanches et al., 2009).

Os valores médios e desvios-padrdo dos percentuais de células vivas foram de
98,2 + 1,25, 98,5 + 1,13, 97,5 £ 0,93, 98,6 + 0,81 (%) para os tratamentos 18, 24, 30 e
36% de PB, respectivamente, ndo apresentando diferencas significativas entre os
tratamentos (P>0,05) pelo teste de Tukey.

Os valores dos percentuais de células vivas encontrados para P. mesopotamicus
alimentados com diferentes niveis de PB foram semelhantes aos de Sanches et al.,
(2011) de 98,65% com a mesma espécie, e de Bombardelli et al., (2006) para o jundia,
R. quelen e Souza, (2007) com o curimbatd, Prochilodus lineatus obtendo os valores de

96 e 97,5%, respectivamente.

71



Os dos percentuais de células vivas encontrados no presente experimento
ficaram acima dos 50% recomendados por Bastardo et al., (2004) para que os
espermatozoéides possam ser considerados de boa qualidade.

Embora ndo existam valores minimos determinados para as anormalidades
espermadticas em peixes nativos que indiquem até que ponto o sémen € vidvel, e Streit
Jr. et al., (2008a), Streit Jr. et al.,, (2008b) e Sanches et al., (2009) utilizam este
parametro para inferir a qualidade do s€émen assim como, Mataveli et al., (2007) para
espécies exaticas.

Os valores médios e desvios-padrao dos parametros de anormalidade dos

espermatozoéides do pacu, Piaractus mesopotamicus para cada tratamento constam na

Tabela 07.

Tabala 07. Valores médios e desvios-padrao dos parametros de anormalidades dos
espermatozoéides de Piaractus mesopotamicus alimentados com diferentes niveis de
proteina bruta.

ANORMALIDADES ESPERMATICAS (%
TRATAMENTOS (% PB) (%)

NORMAL PRIMARIA SECUNDARIA
18 44,67 +2,80b 25,00 + 2,28ab 30,33 2,94
24 41,67 £2,50ab 24,17 +4,02 a 34,17 +£3,54
30 39,33 +2,42° 29,50 +2,66b 31,17 3,60
36 41,00 +3,85ab 23,17+271a 35,83 £4,79

* Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas ao nivel de 5% de variancia pelo
teste de Tukey.

Os tratamentos com 18, 24 e 36% de PB nio diferiram estatisticamente (P<0,05)
entre si para o parametro de anormalidade espermatica, entretanto, o tratamento com
30% de PB apresentou diferencas significativas (P<0,05) apenas em relagdo ao
tratamento com 18% de PB ndo diferindo estatisticamente (P>0,05) dos demais
tratamentos.

Os tratamentos 18, 24 e 36% de PB nao diferiam estatisticamente (P>0,05) entre

si para as anormalidades espermdticas primadrias. Entretanto, o de 30% de PB
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apresentou diferencga significativa (P<0,05) quando comparado aos de 24 e 36% de PB
ndo diferindo estatisticamente (P>0,05) do tratamento de 18% de PB. Em relacdo ao
parametro de anormalidades espermadticas secunddrias ndo foram verificadas diferencas
significativas (P>0,05) entre os quatro tratamentos.

Os problemas de anormalidades espermdticas em peixes estdo normalmente
relacionados a idade dos reprodutores, doengas, consangiiinidade, estresse, bem como, a
condicao nutricional dos reprodutores (Herman et al., 1994, Rana, 1996; Moraes et al.,
2004). Entretanto, para os mamiferos, sdo considerados inadequados parametros de
anormalidade espermadtica superiores a 30% (CBRA, 1998).

Na Figura 23, foram registradas anormalidades de P. mesopotamicus comumente
encontradas para esta espécie. Na Figura 23 € possivel visualizar patologias que se
subdividem em primdrias e secundarias corroborando as descri¢des realizadas por Streit
Jr., et al., (2008a). Entretanto, os autores afirmam que ndo hd comprovacdo que
espermatozdides de peixes com anormalidades espermdticas ndo fecundem, porém,
sabe-se que essas anormalidades prejudicam a motilidade espermética reduzindo os
indices reprodutivos (taxas de fertilizacdo e eclosdo) uma vez que, os espermatozdides
por exemplo, com a cauda quebrada nadam de maneira errdtica diminuindo assim, as

chances de encontrar a micrépila e fecundar o ovécito.
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Figura 23. Alteracdes morfolégicas do s€émen de Piaractus mesopotamicus alimentados com diferentes
niveis de proteina bruta. A, B = Espermatozdides normais (setas); C, D = Espermatozdides com as caudas
enroladas (setas); E, F = Espermatozéides com a cauda enrolada e quebrada e cauda solta (setas).

Conclusao

Para os reprodutores-machos de pacu, Piaractus mesopotamicus criados em
tanques-rede, a dieta com 18% de proteina bruta propiciou valores de motilidade

superiores (> 59,51s) quando comparado aos outros tratamentos.
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e/ou filosdficas para estruturacdo e feitura de artigos a ser submetidos e avaliados pela RBZ.

Sera redigida por ou a convite do corpo editorial da RBZ.

Estrutura do artigo (artigo completo)

O artigo deve ser dividido em secdes com titulo centralizado, em negrito, na seguinte
ordem: Resumo, Abstract, Introducdo, Material e Métodos, Resultados e Discussio,
Conclusdes, Agradecimentos (opcional) e Referéncias. Nao sdo aceitos subtitulos. Os

pardgrafos devem iniciar a 1,0 cm da margem esquerda.
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Formatacao de texto

O texto deve ser digitado em fonte Times New Roman 12, espaco duplo (exceto
Resumo, Abstract e Tabelas, que devem ser elaborados em espaco 1,5), margens superior,
inferior, esquerda e direita de 2,5; 2,5; 3,5; e 2,5 cm, respectivamente.

O manuscrito pode conter até 25 paginas. As linhas devem ser numeradas da seguinte
forma: Menu ARQUIVO/CONFIGURAR PAGINA/LAYOUT/NUMEROS DE LINHA../
NUMERAR LINHAS (numeracdo continua) e a paginacdo deve ser continua, em algarismos
ardbicos, centralizada no rodapé. O arquivo deverd ser enviado utilizando a extensdo .doc. Nao
enviar arquivos nos formatos pdf, docx, zip ou rar.

Manuscritos com nidmero de pdginas superior a 25 (acatando-se o méiximo de 30
péginas) poderdo ser submetidos acompanhados de carta encaminhada ao Editor Cientifico
contendo justificativa para o nimero de paginas excedentes. Em caso de aceite da justificativa, a
tramitagdo ocorrerd normalmente e, uma vez aprovado o manuscrito, os autores deverdo arcar
com o custo adicional de publicacdo por paginas excedentes. Caso ndo haja concordancia com a
justificativa por parte do Editor Cientifico, o manuscrito serd reencaminhado aos autores para
adequacdo as normas, a qual devera ser realizada no prazo maximo de 30 dias. Em caso do nao-
recebimento da versdo neste prazo, proceder-se-a ao cancelamento da tramitacdo (ndo havera

devolucio da taxa de tramitacao).

Titulo

Deve ser preciso, sucinto e informativo, com 20 palavras no maximo. Digitd-lo em
negrito e centralizado, segundo o exemplo: Valor nutritivo da cana-de-acticar para bovinos.
Deve apresentar chamada de rodapé “1” somente quando a pesquisa foi financiada. Nao citar

“parte da tese...”

Autores

A RBZ permite até oito autores. A primeira letra de cada nome/sobrenome deve ser
maidscula (Ex.: Anacleto José Benevenutto). Nao listd-los apenas com as iniciais e o dltimo
sobrenome (Ex.: A.J. Benevenutto).

Digitar os nomes dos autores separados por virgula, centralizado e em negrito, com
chamadas de rodapé numeradas e em sobrescrito, indicando apenas a instituicdo a qual estavam
vinculados a época de realizagdo da pesquisa (instituicdo de origem), e ndo a atual. Nao citar
vinculo empregaticio, profissdo e titulagdo dos autores. Informar o endereco eletronico somente

do responsdvel pelo artigo.
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Resumo

Deve conter no maximo 1.800 caracteres com espacos. As informagdes do resumo
devem ser precisas. Resumos extensos serdo devolvidos para adequagdo as normas.

Deve sumarizar objetivos, material e métodos, resultados e conclusdes. Nao deve conter
introducdo nem referéncias bibliogréficas.

O texto deve ser justificado e digitado em paragrafo tnico e espaco 1,5, comecando por
RESUMO (ABSTRACT), iniciado a 1,0 cm da margem esquerda.

A partir da obrigatoriedade de tradu¢do dos manuscritos para a lingua inglesa, a versao
final (artigo formatado) apresentard somente o resumo em inglés (abstract). Assim, manuscritos
submetidos em portugués deverdo conter apenas o RESUMO, o qual serd posteriormente
vertido para o inglés, e manuscritos submetidos em inglés deverdo apresentar somente o

ABSTRACT.

Palavras-chave

Apresentar até seis (6) palavras-chave (key words) imediatamente apds o resumo
(abstract), respectivamente, em ordem alfabética. Devem ser elaboradas de modo que o trabalho
seja rapidamente resgatado nas pesquisas bibliograficas. Nao podem ser retiradas do titulo do
artigo. Digitd-las em letras mintsculas, com alinhamento justificado e separadas por virgulas.
Nao devem conter ponto-final.

Seguindo-se o padrao de normas para o resumo/ abstract, manuscritos submetidos em
portugués deverdo conter somente palavras-chave, as quais serdo traduzidas posteriormente a

aprovacdo, e artigos em inglés, somente key words.

Introducao

Deve conter no maximo 2.500 caracteres com espacos, resumindo a contextualizacio
breve do assunto, as justificativas para a realizacdo da pesquisa e os objetivos do trabalho.
Evitar discussdo da literatura na introducdo. A comparacdo de hipéteses e resultados deve ser
feita na discussao.

Trabalhos com introdugdo extensa serdo devolvidos para adequacao as normas.
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Material e Métodos

Se for pertinente, descrever no inicio da se¢do que o trabalho foi conduzido de acordo
com as normas éticas e aprovado pela Comissio de Etica e Biosseguranga da instituicdo.

Descricdo clara e com referéncia especifica original para todos os procedimentos
bioldgicos, analiticos e estatisticos. Todas as modificacdes de procedimentos devem ser

explicadas.

Resultados e Discussao

E facultada ao autor a feitura desta secio combinando-se os resultados com a discussdo
ou em separado, redigindo duas secdes, com separacdo de resultados e discussd@o. Dados
suficientes, todos com algum indice de variacdo, devem ser apresentados para permitir ao leitor
a interpretacdo dos resultados do experimento. Na secdo discussdo deve-se interpretar clara e
concisamente os resultados e integrd-los aos resultados de literatura para proporcionar ao leitor
uma base ampla na qual possa aceitar ou rejeitar as hipdteses testadas.

Evitar pardgrafos soltos, citagdes pouco relacionadas ao assunto e cotejamentos

extensos.
Conclusoes

Devem ser redigidas em pardgrafo tnico e conter no maximo 1.000 caracteres com
espaco.

Resuma claramente, sem abreviagdes ou citacdes, as inferéncias feitas com base nos
resultados obtidos pela pesquisa. O importante é buscar entender as generalizagdes que
governam os fendmenos naturais, e ndo particularidades destes fendmenos.

As conclusdes sdo apresentadas usando o presente do indicativo.

Agradecimentos
Esta secdo € opcional. Deve iniciar logo apds as Conclusdes.

Abreviaturas, simbolos e unidades

Abreviaturas, simbolos e unidades devem ser listados conforme indicado na pdgina da RBZ,

link “Instrucdes aos autores”, “Abreviaturas”.
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Deve-se evitar o uso de abreviagdes ndo-consagradas, como por exemplo: “o T3 foi
maior que o T4, que ndo diferiu do T5 e do T6”. Este tipo de redacdo ¢ muito comoda para o
autor, mas € de dificil compreensdo para o leitor.

Os autores devem consultar as diretrizes estabelecidas regularmente pela RBZ quanto

a0 uso de unidades.

Estrutura do artigo (comunicacio e nota técnica)

Devem apresentar antes do titulo a indicacdo da natureza do manuscrito (Comunicacao
ou Nota Técnica)centralizada e em negrito.

As estruturas de comunicagdes e notas técnicas seguirdo as diretrizes definidas para os
artigos completos, limitando-se, contudo, a 14 pdginas de tamanho méximo.

As taxas de tramitacdo e de publicacdo aplicadas a comunicacdes e notas técnicas serdo
as mesmas destinadas a artigos completos, considerando-se, porém, o limite de 4 pdginas no
formato final. A partir deste, proceder-se-4 a cobranca de taxa de publicacdo por pagina

adicional.

Tabelas e Figuras

E imprescindivel que todas as tabelas sejam digitadas segundo menu do Microsoft® Word
“Inserir Tabela”, em células distintas (ndo serdo aceitas tabelas com valores separados pelo
recurso ENTER ou coladas como figura). Tabelas e figuras enviadas fora de normas serdao
devolvidas para adequagao.

Devem ser numeradas sequencialmente em algarismos ardbicos e presentadas logo apds
a chamada no texto.

O titulo das tabelas e figuras deve ser curto e informativo, evitando a descricdo das
variaveis constantes no corpo da tabela.

Nos graficos, as designagdes das varidveis dos eixos X e Y devem ter iniciais
maidsculas e unidades entre parénteses.

Figuras ndo-originais devem conter, apds o titulo, a fonte de onde foram extraidas, que
deve ser referenciada.

As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras
devem ser padronizados.

Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como
circulo, quadrado, tridngulo ou losango (cheios ou vazios).

As curvas devem ser identificadas na prépria figura, evitando o excesso de informacdes

que comprometa o entendimento do grafico.

90



As figuras devem ser gravadas nos programas Microsoft® Excel ou Corel Draw®
(extensdo CDR), para possibilitar a edi¢@o e possiveis correcdes.

Usar linhas com no minimo 3/4 ponto de espessura.

As figuras deverdo ser exclusivamente monocromaticas.

Nao usar negrito nas figuras.

Os ntimeros decimais apresentados no interior das tabelas e figuras dos manuscritos em

portugués devem conter virgula, e ndo ponto.

Citagoes no texto

As citacdoes de autores no texto sdo em letras mindsculas, seguidas do ano de
publicacdo. Quando houver dois autores, usar & (e comercial) e, no caso de trés ou mais

autores, citar apenas o sobrenome do primeiro, seguido de et al.

Comunicacao pessoal (ABNT-NBR 10520).

Somente podem ser utilizadas caso sejam estritamente necessdrias ao desenvolvimento
ou entendimento do trabalho. Contudo, ndo fazem parte da lista de referéncias, por isso sdo
colocadas apenas em nota de rodapé. Coloca-se o sobrenome do autor seguido da expressio
“comunicagdo pessoal”, a data da comunicacdo, o nome, estado e pais da instituicdo a qual o

autor € vinculado.

Referéncias

Baseia-se na Associagdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT (NBR 6023).

As referéncias devem ser redigidas em pagina separada e ordenadas alfabeticamente
pelo(s) sobrenome(s) do(s) autor(es).

Digita-las em espago simples, alinhamento justificado e recuo até a terceira letra a partir
da segunda linha da referéncia. Para formatd-las, siga as seguintes instru¢des: No menu
FORMATAR, escolha a op¢io PARAGRAFO.. RECUO ESPECIAL, opgio
DESLOCAMENTO... 0,6 cm.

Em obras com dois e trés autores, mencionam-se os autores separados por ponto-e-
virgula e, naquelas com mais de trés autores, os trés primeiros seguidos de et al. As iniciais dos
autores ndo podem conter espacos. O termo et al. ndo deve ser italizado nem precedido de

virgula.
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Indica(m)-se o(s) autor(es) com entrada pelo dltimo sobrenome seguido do(s)
prenome(s) abreviado (s), exceto para nomes de origem espanhola, em que entram os dois
dltimos sobrenomes.

O recurso tipogréfico utilizado para destacar o elemento titulo é negrito.

No caso de homdnimos de cidades, acrescenta-se o nome do estado (ex.: Vigosa, MG;

Vigosa, AL; Vicosa, RJ).

Obras de responsabilidade de uma entidade coletiva

A entidade € tida como autora e deve ser escrita por extenso, acompanhada por sua
respectiva abreviatura. No texto, € citada somente a abreviatura correspondente.
Quando a editora ¢ a mesma instituicio responsdvel pela autoria e jd tiver sido

mencionada, ndo devera ser citada novamente.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTRY - AOAC. Official
methods of analysis. 16.ed. Arlington: AOAC International, 1995. 1025p.

Livros e capitulos de livro

Os elementos essenciais sdo: autor(es), titulo e subtitulo (se houver), seguidos da
expressdao “In:”, e da referéncia completa como um todo. No final da referéncia, deve-se
informar a paginacao.

Quando a editora nao ¢ identificada, deve-se indicar a expressao sine nomine, abreviada,
entre colchetes [s.n.].

Quando editor e local ndo puderem ser indicados na publicagdo, utilizam-se ambas as

expressodes, abreviadas, e entre colchetes [S.L.: s.n.].

LINDHAL, LL. Nutricién y alimentacién de las cabras. In: CHURCH, D.C. (Ed.)

Fisiologia digestiva y nutricion de los ruminantes. 3.ed. Zaragoza: Acribia, 1974. p.425-434.

NEWMANN, A.L.; SNAPP, R.R. Beef cattle. 7.ed. New York: John Wiley, 1997.
883p.

Teses e Dissertacoes

Recomenda-se ndo citar teses e dissertacdes. Deve-se procurar referenciar sempre os

artigos publicados na integra em periddicos indexados. Excepcionalmente, se necessdrio citar
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teses e dissertacdes, indicar os seguintes elementos: autor, titulo, ano, pigina, nivel e drea do

programa de pds-graduacdo, universidade e local.

CASTRO, F.B. Avaliacido do processo de digestdo do bagaco de cana-de-agiicar
auto-hidrolisado em bovinos. 1989. 123f. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) - Escola

Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”/Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba.

SOUZA, X.R. Caracteristicas de carcaca, qualidade de carne e composicao lipidica
de frangos de corte criados em sistemas de producao caipira e convencional. 2004. 334f.

Tese (Doutorado em Zootecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Boletins e relatorios

BOWMAN,V.A. Palatability of animal, vegetable and blended fats by equine.
(S.L.): Virginia Polytechnic Institute and State University, 1979. p.133-141 (Research division
report, 175).

Artigos

O nome do periédico deve ser escrito por extenso. Com vistas a padronizag¢do deste tipo

de referéncia, ndo € necessdrio citar o local; somente volume, intervalo de paginas e ano.

MENEZES, L.F.G.; RESTLE, J.; BRONDANI, LL. et al. Distribuicio de gorduras
internas e de descarte e componentes externos do corpo de novilhos de geragcdes avancadas do
cruzamento rotativo entre as ragas Charolés e Nelore. Revista Brasileira de Zootecnia, v.38,

p.338-345, 2009.

Citagdes de artigos aprovados para publicacdo deverdo ser realizadas preferencialmente

acompanhadas do respectivo DOI.
FUKUSHIMA, R.S.; KERLEY, M.S. Use of lignin extracted from different plant

sources as standards in the spectrophotometric acetyl bromide lignin method. Journal of

Agriculture and Food Chemistry, 2011. doi: 10.1021/jf104826n (no prelo).
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Congressos, reunioes, seminarios etc

Citar o minimo de trabalhos publicados em forma de resumo, procurando sempre

referenciar os artigos publicados na integra em periddicos indexados.

CASACCIA, J.L.; PIRES, C.C.; RESTLE, J. Confinamento de bovinos inteiros ou
castrados de diferentes grupos genéticos. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 30., 1993, Rio de Janeiro. Anais... Rio de Janeiro: Sociedade
Brasileira de Zootecnia, 1993. p.468.

EUCLIDES, V.P.B.; MACEDO, M.C.M.; OLIVEIRA, M.P. Avaliacdo de cultivares de
Panicum maximum em pastejo. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
ZOOTECNIA, 36., 1999, Porto Alegre. Anais... Sdo Paulo: Sociedade Brasileira de
Zootecnia/Gmosis, [1999]. (CD-ROM).

Artigo e/ou matéria em meios eletrénicos

Na citacdo de material bibliografico obtido via internet, o autor deve procurar sempre
usar artigos assinados, sendo também sua func¢do decidir quais fontes tém realmente
credibilidade e confiabilidade.

Quando se tratar de obras consultadas on-line, sdo essenciais as informacdes sobre o
endereco eletrdnico, apresentado entre os sinais < >, precedido da expressdo “Disponivel em:” e

a data de acesso do documento, precedida da expressao “Acesso em:”.

NGUYEN, T.H.N.; NGUYEN, V.H.; NGUYEN, T.N. et al. [2003]. Effect of drenching
with cooking oil on performance of local yellow cattle fed rice straw and cassava foliage.
Livestock Research for Rural Development, v.15, n.7, 2003. Disponivel em: <http://
www.cipav.org.co/ lrrd/lrrd15/7/nhan157 . htm> Acesso em: 28 jul. 2005.

REBOLLAR, P.G.; BLAS, C. [2002]. Digestion de la soja integral en rumiantes.

Disponivel em: <http://www.ussoymeal.org/ruminant_s.pdf.> Acesso em: 12 out. 2002.

SILVA, R.N.; OLIVEIRA, R. [1996]. Os limites pedagdgicos do paradigma da
qualidade total na educagdo. In: CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA DA UFPe, 4.,
1996, Recife. Anais eletronicos... Recife: Universidade Federal do Pernanbuco, 1996.

Disponivel em: <http:// www.propesq.ufpe.br/ anais/anais.htm> Acesso em: 21 jan. 1997.

Citacoes de softwares estatisticos
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A RBZ ndo recomenda a citacdo bibliografica de softwares aplicados a andlises
estatisticas. A utilizacdo de programas deve ser informada no texto (Material e Métodos)
incluindo o procedimento especifico e o nome do software com sua versdo e/ou ano de

lancamento.

“... os procedimentos estatisticos foram conduzidos utilizando-se 0 PROC MIXED do

SAS (Statistical Analysis System, versdo 9.2.)”
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