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PROPOSTA DA TESE

Este trabalho se origina de uma demanda do Laboratério de
Piscicultura Marinha (LAPMAR), de aprimorar técnicas de maturagdao
em laboratorio para o robalo-flecha, Centropomus undecimalis, visando
a reprodugdo em cativeiro e consequente melhoria na produgao de larvas
e alevinos. O fato ¢ que em condi¢des de laboratorio, a outra espécie de
robalo mantida no LAPMAR, o robalo-peva, Centropomus parallelus
atinge a maturagao com certa facilidade. O mesmo nao se observa para o
robalo-flecha. Desta maneira, imagina-se que a espécie apresente
alguma falha no processo reprodutivo em condi¢des de cativeiro
(fémeas vitelogénese ¢ machos espermatogénese) € que a solucao para o
problema esteja em encontrar os possiveis fatores, fisico-quimico
(temperatura da 4gua, fotoperiodo, etc) ou biologicos (aspectos
nutritivos, ou de falhas nos processos endocrinos) que possam
solucionar os baixos desempenhos de maturacdo da espécie, atualmente
observados no laboratorio.

Dentro deste contexto, levantou-se dentre a bibliografia existente
at¢ o momento, informag¢des que pudessem dar subsidios para o
desenvolvimento do trabalho. E dessa maneira que partimos de critérios
mais simples como a utilizacao de variagao de temperatura e simulagao
de luz, até fatores mais especificos do controle endocrino através de
manipula¢des hormonais.

Em relagdo ao robalo-peva C.parallelus, atualmente cultivado no
laboratorio, tem-se obtido grandes progressos na sua produgao.
Experimentos estdo sendo conduzidos no laboratorio atualmente visando
a sua produgdo em escala comercial. Visto que a maturagao, desova e
larvicultura em laboratorio encontram-se bastante avancadas, a maior
dificuldade em relacao a espécie ¢ um crescimento relativamente lento.
Na literatura consultada, verificamos que na Espanha muito se tem feito
em relacdo a mudangas na propor¢do sexual do robalo europeu Sea bass
baseadas em choque de temperatura, visto que a producao naquele pais ¢
fortemente influenciada pelas condi¢des da larvicultura e a proporcao de
machos acaba sendo muito superior a produgdo de f€meas. Os
pesquisadores perceberam que as fémeas t€ém um maior potencial de
crescimento, principalmente pelo fato do processo de primeira
maturagdo ocorrer antes nos machos. Desta forma a producdo de um
maior numero de fémeas ¢ de grande interesse na produc¢do comercial.
No caso dos robalos, o potencial das fémeas ¢ bastante parecido em
vista do observado em populagdes selvagens e em cativeiro.



Desta maneira, os trabalhos realizados para as questdes
levantadas foram divididos da seguinte maneira:

= Capitulo II: Para realizacao deste estudo foi realizada uma série
de adaptagdes nas salas de maturagdo do LAPMAR para
propiciar condi¢cdes de maior conforto para os animais. Placas
de protecao ao redor dos tanques foram erguidas de maneira a
evitar o contato visual no interior das salas com os tratadores.
Desenvolvimento de sitemas de iluminacdao e de controle de
temperatura para alcangar as metas desta primeira etapa do
trabalho referente ao periodo reprodutivo 2006/2007.

» Capitulo III: Dois periodos reprodutivos, (2007/2008) e
(2008/2009) foram empregados para esta segunda etapa do
trabalho baseada na utilizacdo de indutores hormonais, com
destaque para uso implantes com elastbmero no primeiro
periodo e, no segundo, da utilizacido do hormoénio foliculo
estimulante FSH na induc¢do dos animais.

= Capitulo IV: Neste estudo foi necessario o desenvolvimento de
sistema para controle da temperatura da agua e também estudo
aprofundado do material histologico processado. Isto para
verificar a influéncia da temperatura de cultivo sobre alevinos
do robalo-peva em relacdo a crescimento e influéncia na
proporg¢ao sexual.
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RESUMO

Experimento de maturacdo com 54 reprodutores do robalo-flecha
Centropomus undecimalis sobre diferentes regimes térmicos no verao
2006/2007 mostrou incremento de peso diario de 2,23 (g) e aumento de
39 mm em comprimento em 270 dias. Foi constatada evidéncias da
maturagdo gonadal de 85,2% dos reprodutores identificados como
machos, sendo observados volume de s€émen variando de 10 — 400 uL e
picos em janeiro ¢ marco de 2007. Uma tUnica fémea identificada no
periodo teve ovécitos menores que 50 um. No verdo 2007/2008, estes
reprodutores apds implantes com os hormonios 17 a - metiltestosterona
e LHRHa, mostraram evidéncias da maturacdo gonadal para 96,0 %
(machos), os maiores volumes de sémen ocorreram no més de margo,
um meés apos aplicacdo hormonal. Mais uma fémea foi identificada e os
ovocitos ficaram ao redor de 60 um. No verdao 2008/2009, uma das
fémeas identificada nos verdes anteriores apds aplicagdo de multiplas
doses do hormonio HCG, mostrou alguns ovodcitos vitelogénicos com
diametro de 150 pum. Também no periodo, protocolo de multiplas doses
com FSH + HCG, nao melhoraram a maturacdo para os reprodutores
masculinos. Em outro ensaio, 540 alevinos do robalo-peva
Centropomus parallelus foram mantidos em diferentes temperaturas
(20,25 e 30°C), por quatro meses, para avaliacdo do crescimento e da
influéncia sobre a propor¢ao sexual. Verificou-se que peso (g) dos
animais foi superior ao final do periodo para 30°C e nao foram
verificados sinais de mudang¢a na propor¢ao sexual, indicada pela
predominancia de machos nos trés tratamentos, apds localizacdo das
gbnadas através de cortes histoldgicos.

Palavras-chave: C.undecimalis, C. parallellus, maturacao, temperatura,
17-a metiltestosterona, HCG, FSH, propos¢ao sexual






ABSTRACT

Experiment of maturation with 54 broodstocks of common snook
Centropomus undecimalis for different regimes thermal in summer
2006/2007 showed to increment of daily weight of 2,23 (g) and increase
of 39 mm in length in 270 days. Evidences of the gonadal maturation of
85,2% of the identified broodstock as male were confirmed, being
observed volume of semen varying of 10 - 400 puL and peaks were in
January and March of 2007. An only female identified in the period had
oocytes lesser that 50 um. In summer 2007/2008, these broodstocks
after implantations with hormones 17a metyltestosterone and LHRHa,
had shown evidences of the gonadal maturation for 96,0% (male), the
biggest volumes of semen had occurred in the March month, one month
after hormonal application. One more female it was identified and the
oocytes had been around of 60 um. In summer 2008/2009, one of the
females identified in the previous summers after application of multiple
doses of hormone HCG, showed some vitellogenic oocytes with
diameter of 150 um. Also in the period, protocols of multiple doses
with FSH + HCG, had not improved the maturation for the male
broodstock. In another assay, 540 fry of fat snook Centropomus
parallelus had been read in different temperatures (20, 25 and 30°C),
for four months, for evaluation of the growth and the influence on the
sexual ratio. It was verified that weight (g) of the animals was better to
the end of the period for 30°C and signals of change in the sexual ratio
had not been verified, indicated for the predominance of males in the
three treatments, after localization of the gonads through histological
section.

Key words: C. undecimalis, C.parallelus, maturation, temperature, 17 o
methyltestosterone, HCG, FSH, sex ration.
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CAPITULO I - Introducéo Geral

1.1 Apresentagdo e problematica

Um aspecto importante para o desenvolvimento da piscicultura
marinha ¢ a melhoria de programas de controle dos processos
reprodutivos de peixes em cativeiro. A chave para o desenvolvimento
das atuais e futuras tecnologias de desova ¢ o entendimento do efeito do
confinamento sobre o sistema endocrino dos peixes (ZOHAR;
MYLONAS, 2001). Desta forma, a escolha de uma espécie para o
cultivo depende de obter-se o maior nimero de informagdes bioldgicas
relacionadas, principalmente, a caracteristicas sexuais, como habito
alimentar, capacidade de maturar em cativeiro, e da necessidade ou nao
de interven¢do hormonal para obtenc¢ao de gametas. Exemplo disso pode
ser visto como no ocorrido na producao do baramundi, Lates calcarifer,
na Tailandia. Até bem pouco tempo, as coletas de alevinos eram feitas
diretamente do ambiente com capturas anuais chegando a 500.000
juvenis selvagens. Entretanto, a reducdo dos estoques no ambiente desta
espécie de robalo, obrigou o desenvolvimento de técnicas de reproducao
controlada em cativeiro e hoje sao produzidos entre 100 e 150 milhdes
de juvenis em laboratério (ALVAREZ-LAJONCHERE, 2004;
ALVAREZ-LAJONCHERE and TSUZUKI, 2008).

No Brasil, as espécies de robalos que mostram potencial para
avango da piscicultura marinha, dada a qualidade da carne, valor
econdmico e potencial para a pesca esportiva, sdo o robalo-peva (fat
snook), Centropomus parallelus (POEY, 1860) e o robalo-flecha
(common snook), Centropomus undecimalis (BLOCH, 1792).

Em relacdo ao robalo-peva, trabalhos no Brasil com a
maturacdo em cativeiro, desova e larvicultura apresentaram resultados
satisfatorios para o cultivo em larga escala (ALVAREZ-LAJOCHERE
et al., 2002; CERQUEIRA, 2002, CERQUEIRA e TSUZUKI, 2009,
CERQUEIRA, 2009). No entanto um dos maiores problemas para
espécie no momento ¢ o desenvolvimento de tecnologias que
possibilitem melhores condicdes para o crescimento (engorda) em
cultivo.

Em relacdo ao robalo-flecha, a situagdo ¢ bem mais complexa,
visto que a espécie apresenta em sérios problemas para atingir
maturacao gonadal principalmente em relacao as fémeas (CERQUEIRA,
2009). Soligo et al. (2008) obtiveram reproducao induzida para a espécie
pela primeira vez no Brasil, com desova obtida a partir de reprodutores
femininos selvagens recém capturados e de reprodutores masculinos
criados em cativeiro desde alevinos. Os gametas foram obtidos 36 hs
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ap6s aplicacio do hormonio LHRHa, mas obteve-se limitada
porcentagem de fertilizacdo devido ao pequeno volume de sémen
coletado. Esta informacdo deixa claro que os animais mantidos no
laboratorio naquele momento, ndo apresentavam condi¢des adequadas
para maturagdo e consequentemente para a produgdo de sémen de
maneira adequada.

Sanchez-Zamora (2009) relata que estudos realizados no
México levaram a formulagdo de algumas hipoteses para os fatores
principais que podem levar a maturagdo da espécie em cativeiro: o
fotoperiodo, o emprego de indutores hormonais, a qualidade da dieta e a
salinidade, mas o importante seria definir aquele que realmente pode ser
decisivo para a sua maturagdo. Além dos mencionados pelo autor, a
temperatura ¢ outro fator de grande importidncia que necessita ser
investigado para a maturagao reprodutiva da espécie.

Em resumo, a maturacao plena para o robalo-flecha dependera
de uma revisdo ampla do maior niimero possivel de informacdes dos
processos de manutengdo dos animais em cativeiro.

1.2. Caracterizagao das espécies
1.2.1. Robalo-flecha , Centropomus undecimalis.

Classificacao da espécie Centropomus undecimalis (Figura 1),
segundo Greenwood (1976)

Classe: Osteichthyes

Sub-classe: Actinopterygii

Ordem: Perciformes

Subordem: Percoidei

Familia: Centropomidae

Género: Centropomus

Espécie: Centropomus undecimalis (BLOCH, 1792)
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Figura 1. Robalo-flecha, Centropomus undecimalis

O robalo-flecha, Centropomus undecimalis ¢ uma espécie
diadroma, estenotérmica, eurialina, dependente do estudrio, encontrada
no Oceano Atlantico tropical e subtropical, da latitude 34° N até 25° S.
Na Florida, os manguezais da linha costeira sdo o seu principal habitat
(TAYLOR et al., 1998). No hemisfério norte, maturagdo da fémea e a
desova comecam em abril, quando o Indice gonado-somatico (IGS)
ultrapassa 1.0 e o didmetro maximo do ovocito ultrapassa 470 um. Em
relacdo ao tipo de ovario, evidéncias histologicas demonstram que o
robalo tem desenvolvimento sincronico em mais de dois grupos de
ovocitos e desovam multiplas vezes durante um periodo de 6 a 7 meses
nos Estados Unidos (TAYLOR et al., 1998; PETERS et al., 1998;
TAYLOR et al., 2000).

No caso dos machos, também no litoral da Florida, o inicio da
maturagdo ocorre em fevereiro e se estende até junho e a maturagao
plena ocorre de maio a outubro. Seu testiculo ¢ lobular e consiste de
compartimentos germinativos que terminam na periferia do proprio
testiculo (GRIER; TAYLOR, 1998).

Pesquisas com a biologia da espécie estdo sendo feitas desde a
década de cinqiienta nos Estados Unidos (VOLPE, 1959),
principalmente com objetivo de repovoamento de estoques na Costa da
Florida. O autor relata que o maior desafio ¢ a manutencdo de um
numero aceitavel de capturas, visto o grande interesse que a espécie
desperta em relagdo a pesca esportiva naquele Pais. Extensas bases de
dados foram desenvolvidas na costa do Atlantico ¢ Golfo da Floérida,
para entendimento do seu comportamento no ambiente em relacdo a
dados bioldgicos como idade, crescimento, reproducao e longevidade,
bem como variagdes de estoque em relacdo a captura (MULLER;
TAYLOR, 2006).
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No Brasil, relatos preliminares sobre o ciclo de atividade sexual
de C. undecimalis foram descritos no nordeste por Costa et al. (1981).
Ximenes-Carvalho (2006) infere que no sudeste: “a mudanca de idade
no robalo-flecha ¢ mais influenciada pelo suprimento alimentar. Sendo
temperatura/salinidade, reprodu¢do ou alimentagdo os principais fatores
causais, estes devem ocorrer para influenciar em bloco ou
separadamente um dos segmentos principais da populacao, os estoques
jovem e adulto”.

1.2.1.1. Esforcos para producdo em cativeiro

Com a preocupagao da reducao dos estoques do robalo-flecha
em ambiente natural, principalmente no litoral da Florida, varios grupos
de pesquisa nos Estados Unidos iniciaram trabalhos com reproducao da
espécie, baseados principalmente na captura de reprodutores maduros
(machos e fémeas), induzidos a desova através do hormdnio
gonadotrofico coridnico humano (HCG) (AGER, 1976; EDWARDS;
HENDERSON, 1985; ROBERTS et al., 1988; WALLACE et al., 1993;
NEIDIG et al., 1999). Posteriormente com a utilizagdo do hormoénio
liberador de gonadotrofina (GnRH) (SKAPURA et al., 1999).

Atualmente os esfor¢cos concentram-se na obtencdo de ovos ¢
larvas sem o emprego de hormodnios. O conhecimento dos locais de
captura, época e o proprio momento da liberagdo dos gametas, permitem
a obten¢dao de machos espermiando fluentemente e fémeas ovulando,
ndo existindo necessidade da aplicagdo de indutores hormonais
(YANES-ROCA, 2006). Este tipo de procedimento ¢ efetivo, mas nao
necessariamente representa a solu¢ao para empreendimentos comerciais.
Apesar de toda informagdo a respeito dos tratamentos hormonais
utilizados acima, existem poucos detalhes sobre a maturacio em
cativelro para a espécie.

No Brasil, Soligo et al. (2008) obtiveram reprodu¢do induzida
para a espeécie pelo emprego do hormonio LHRHa e utilizagdo de
fémeas selvagens. Trabalhos com a reprodugao da espécie também estao
sendo conduzidos no México através do emprego do horménio LHRHa
(SANCHEZ-ZAMORA, 2009).

1.2.2. Robalo-peva, Centropomus parallelus
Classificacao da espécie Centropomus parallelus (Figura 2),
segundo Greenwood (1976)

Classe: Osteichthyes
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Sub-classe: Actinopterygii

Ordem: Perciformes

Subordem: Percoidei

Familia: Centropomidae

Género: Centropomus

Espécies: Centropomus parallelus (POEY, 1860)

Figura 2. Robalo-peva, Centropomus parallelus

O robalo-peva, Centropomus parallelus, possui distribuicao
tipicamente tropical e subtropical, pela costa oriental americana, desde o
sul da Florida (EUA), passando pelo Golfo do México, até Floriandpolis
sul do Brasil (FRASER, 1978; RIVAS, 1986). Sdao peixes bastante
populares na costa do Brasil, principalmente pelo alto valor de mercado
e qualidade refinada da carne (CERQUEIRA, 2002).

No Brasil, trabalhos com a biologia reprodutiva da espécie
foram realizados na regido sudeste no litoral do Rio de Janeiro
(PATRONA, 1984; XIMENES-CARVALHO, 2006), no litoral de Sao
Paulo (GODINHO et al., 1996) e na regido nordeste na lagoa de Itaipe
(Bahia) (SOUZA, 1988).

1.2.2.1. Esforcos para produgdo em cativeiro

A maturacdao e desova do robalo-peva foi obtida no Brasil de
exemplares criados em laboratdrio e as técnicas desenvolvidas permitem
sua larvicultura e produ¢do em escala crescente em fungcdo de uma
demanda (ALVAREZ-LAJONCHERE, 2002, ALVAREZ-
LAJONCHERE; TSUZUKI, 2008, CERQUEIRA; TSUZUKI, 2009,
CERQUEIRA, 2009). Na inducdo de desova foram testados a
gonadotrofina coridonica humana (HCG) (CERQUEIRA 1995;
GODINHO et al., 2000; CERQUEIRA et al., 2005) ¢ o hormo6nio
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liberador do horménio luteinizante (LHRHa) através de injecao
(FERRAZ et al., 2002; REIS; CERQUEIRA, 2003) ¢ também com
pellet de colesterol (FERRAZ et al., 2002).

Atualmente alguns experimentos estdo concentrados em Santa
Catarina baseados em trabalhos para producdo em tanque rede
(BARBUIO, 1999; NEVES, 2008), na utilizagdo de dietas com niveis
crescentes de proteina bruta (43, 47, 52 ¢ 57% PB), onde a relacao
custo, manuten¢do da qualidade da 4gua e crescimento indicou o melhor
aproveitamento para a racao com 43% de proteina (GARCIA, 2001). No
entanto, Souza (2009), verificou para juvenis da espécie com 4,8 g, que
dietas com concentragdes protéicas 375, 395, 416, 438, 473 ¢ 490 g/Kg,
aproximadamente isoenergéticas, e relagao energia/proteina 8,61; 8,52;
8,21;8,0; 7,49; 7,27 Mcal/Kg, aquela que apresentou o melhor
desempenho (indices zootécnicos e econdmicos) foi a de 490 g/Kg e
7,27 Mcal/Kg.

1.3. A maturacdo gonadal em cativeiro

O entendimento do processo de maturagao gonadal e as formas
para a sua regulacdo enddcrina passam a ser decisivos quando se
procura a adaptacdo de uma espécie para o cultivo em cativeiro. De
acordo com Patifio e Sullivan (2002), a maturagao gonadal em fémeas
(ovogénese) ¢ o processo pelo qual as células germinativas primordiais
(CGPs) tornam-se ovocitos prontos para serem fertilizados.

1.3.1. O efeito do fotoperiodo sobre a maturagao gonadal

Segundo Bromage et al. (2001), o fotoperiodo ¢ o principal
fator “aproximador” da maturagdo. Em muitos peixes de clima frio,
estes se encontram num ritmo endogeno que por sua vez controlam a
reproducdo. Esta informagdo provavelmente ¢ transmitida a linha central
reprodutiva por mudancgas diarias e sazonais na producao da melatonina,
provavelmente, associada a temperatura, ao status nutritivo junto a
outros fatores que atuam de maneira “permissiva” para permitir a
sequéncia da maturagio.

Muitos trabalhos relacionados ao controle reprodutivo hoje
estdo baseados na modificacdo do fotoperiodo de maneira a modular a
resposta reprodutiva na época de maturacdo. Para Boeuf e le Bail
(1999), a quantidade e qualidade da luz na 4gua podem ser interpretadas
pelos peixes parecendo claro que uma diferenca minima € necessaria de
modo que eles possam distinguir a luz em relacdo ao escuro. Os pontos
adequados da intensidade da luz t€ém que ser alcangados e os projetos
experimentais devem evitar iluminagdes inadequadas. A manipulacao do
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fotoperiodo ¢ uma técnica bastante utilizada, podendo ser efetiva tanto
para retardar como para adiantar o ciclo reprodutivo. Em espécies de
clima frio, varios autores testaram sua manipulagdao e os resultados na
maioria das vezes foram efetivos. Esta manipulacdo pode estar ou nao
associada ao controle da temperatura. Os ciclos fototermais criados
buscam adiantar, atrasar € sincronizar a maturacao e desova para varias
espécies de clima frio e temperado, como no caso de Menidia beryllina
(HUBER; BENGTSON 1999); common dentex, Dentex dentex
(PAVLIDIS et al., 2001); Atlantic salmon, Salmo salar (TARANGER et
al., 2003); black sea bass, Centropristis striata (HOWELL et al., 2003);
haddock, Melanogrammus aeglefinus (MARTIN-ROBICHAUD;
BERLINSKY 2004); Atlantic cod, Gadus morhua (NORBERG et
al.,2004).

Outra possibilidade interessante do controle do fotoperiodo tem
sido bastante estudada através da exposi¢ao prolongada de luz (24
horas) de forma a retardar ou quebrar o ciclo reprodutivo, como
mostrado para Atlantic cod, Gadus morhua (HANSEN et al., 2001;
MEEREN e [IVANNIKOV, 2006); haddock, Melanogrammus
aeglefinus (DAVIE et al., 2007); Arctic charr, Salvelinus alpinus
(FRANTZEN et al., 2004); Eurasian perch, Perca fluviatilis (MIGAUD
et al., 2004; 2006); sea bass, Dicentrarchus labrax (RODRIGUEZ et al.,
2001; BAYARRI et al., 2004; FELIP et al., 2008).

1.3.2. O efeito da temperatura sobre a maturagdao gonadal

De acordo com Pankhurst e Porter (2003), os efeitos da
temperatura na atividade reprodutiva sio bem menos compreendidos
que o do fotoperiodo. Diferentemente dos peixes de clima frio, a
sequéncia de importancia para os eventos reprodutivos para peixes
tropicais, depende muito mais de mudancas na temperatura do que
aqueles decorrentes da mudanca no fotoperiodo (Figura 3). Poucos sdo
os trabalhos encontrados para controle da temperatura e fotoperiodo
para peixes marinhos de clima quente. Dumas et al. (2004) examinaram
a influéncia para Pacific red snapper, Lutjanus peru e Shiota et al.
(2003) avaliaram, principalmente, o efeito da elevacdo de temperatura
para mudskipper, Periophthalmus modestus.
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Figura 3. Representagdo esquematica da escala de importancia
em relacdo a ordem dos fatores reprodutivos para as diferentes
Latitudes. Pankhurst e Porter (2003).

Desta maneira, a maioria dos fatores que regulam a maturagao
gonadal em teledsteos de clima frio e quente podem ser
convenientemente controlados, desde que o conhecimento sobre as
necessidades para a espécie em estudo sejam conhecidas. A intervengao
humana passa a ser decisiva para obtencdo de animais maduros em
cativeiro, mas nao necessariamente esta assegurada.

1.3.3. O efeito da nutri¢ao sobre a maturagao gonadal

A condicao nutricional € um pré-requisito para reprodutores em
cativeiro. A formulagdo de alimentos esta associada a um entendimento
claro das exigéncias nutricionais do animal, e como isto pode vir a
interferir no seu desempenho reprodutivo. O robalo ¢ um predador
visual, abate sua presa com voracidade e de uma unica vez.
Comunmente, os animais recusam a alimentacdo, principalmente
quando ocorre qualquer mudanca no alimento do dia a dia. Desta
maneira, a comida ofertada e sua frequéncia devem estar baseadas em
dietas compactas, ricas em acidos graxos e com boa atratividade. No
México, Sanches et al. (2002) relatam sucesso na obtencdo de
exemplares maduros do robalo-flecha, alimentados com uma dieta a
base de peixe congelado e suplementada com 6leo de peixe. J4 em Cuba,
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também para a mesma espécie, Reyes et al. (2004) e Fraga et al. (2006)
testaram ragdoes umidas com peixe, lula e adicdo de farinha de peixe,
sendo observados bons resultados para o fator de condi¢do quando uma
frequéncia alimentar de trés vezes na semana foi aplicada em
comparacdo a alimentacdo diaria. Sem duavida, o inicio do ciclo
reprodutivo, baseado na vitelogénese e espermiogénese, somente
ocorrera se uma dieta adequada for implementada.

Peixes marinhos geralmente acumulam grandes depositos de
lipidio durante a maturacdo sexual antes do desenvolvimento das
gonadas; esta reserva de lipidio ¢ subsequentemente usada como energia
metabolica durante a migracdo e mobilizada pelas fémeas no
desenvolvimento dos ovocitos (MOURENTE et al. 2002). Para Tocher
(2003), os acidos graxos, ndo sdao apenas as principais fontes de energia
metabdlicas para crescimento dos ovodcitos, eles sdo também a principal
fonte de energia metabolica para a reproducao.

O correto balanco de acidos graxos essenciais da série n-3,
incluindo docosahexaenoico (22:6n-3; DHA), acido eicosapentaenodico
(20:5n-3; EPA) e o acido araquidonico (20:4 n-6; AA), podem ser
decisivos na formulagdao de dietas para reprodutores. Os peixes
dependem de alimentos com equilibrio destes compostos, sendo
importante em processos fisiolégicos e de manutencdo. Dietas
experimentais formuladas com variagdo nos componentes protéicos e
lipidicos foram testadas para gilthead sea bream, Sparus aurata
(FERNANDEZ-PALACIOS et al., 1995; 1997; ALMANSA et al.,
1999), sea bass, Dicentrarchus labrax (BELL et al., 1997; BRUCE et
al., 1999; ASTURIANO et al., 2001) e para o Atlantic halibut,
Hippoglossus hippoglossus (MAZORRA et al., 2003).

Izquierdo et al. (2001) em revisdo sobre o efeito da nutricdo no
desempenho reprodutivo de peixes sintetizam, os esfor¢os na obtencao
de dietas adequadas em exigéncias nutricionais, ressaltando que bons
resultados podem estar associados ao fornecimento de alimentos frescos
marinhos em alternancia com dietas comerciais € a importancia de
vitaminas especificas, como C e E, na alimentacao de reprodutores.

1.3.4. O efeito da utilizagdo de agentes hormonais sobre a maturagao
gonadal

Segundo Zohar e Mylonas (2001) indiferente de um bom estado
nutricional, a grande maioria dos peixes em confinamento ficam presos
a estagios avancados de vitelogénese, seguidos pela atresia folicular, e
machos apresentam quantidades limitadas de sémen e de baixa
qualidade. Segundo os autores, animais em cativeiro no periodo
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reprodutivo ndo encontram todos os gatilhos ambientais necessarios
(migragdo reprodutiva e areas de desova adequada) de maneira que
ocorra a maturagao final dos ovdcitos, ovulagdao e consequente processo
de desova, apresentando disfungdes reprodutivas similarmente a muitos
animais silvestres mantidos em cativeiro. Para os autores ainda
problemas reprodutivos sao normalmente mais sé€rios em reprodutores
femininos, nos quais, podem falhar por completo para alcancar a
vitelogénese e no caso dos reprodutores masculinos estdo mais
associados a limitada produgao de sémen ou a baixa qualidade.

Como a maioria dos reprodutores de peixe mantidos em
cativeiro consegue chegar a vitelogénese, através dos ja mencionados
fatores de aclimatagdo, o que acaba sendo limitagdo ¢ a aquisi¢do da
maturacao final dos ovocitos. Podemos entender o processo de maneira
simplificada como o proposto por Yaron e Sivan (2006) no esquema
adaptdo na Figura 4.
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Figura 4. Exemplo para fémema de salmdo, apdés a estimulagdo
ambiental, (A) o cérebro manda informacdo para hipotdlamo para
producdo e liberacdo do hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH)
que por sua vez estimula produ¢do do hormodnio foliculo estimulante
(FSH) e reduzido pela dopamina (DA), este por sua vez promove a
secrecao de 17f - estradiol proveniente do foliculo ovariano. O 17 -
estradiol induz a produgdo de vitelogenina e coriongenina pelo figado
do animal. (B) Estas sdo transportadas via corrente sanguinea e
utilizadas pelo foliculo sobre regulacido do FSH e incorporadas no
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ovocito para formagao dos granulos de vitelo e o cérion. Na sequéncia,
GnRH estimula a liberagao do hormonio luteinizante (LH). O foliculo
do ovério vitelogénico responde secretando o hormoénio indutor da
maturagdo do ovocito (HIM). Esta progesterona estimula de maneira
paracrina, a sintese de ciclina B no ovocito, que junto com enzima de
quebra cdc2, formam o fator indutor da matura¢ao (FIM). A retomada
da meiose ¢ refletida morfologicamente pela migragdao da vesicula
germinativa e sua quebra na periferia da célula. Adaptado de (YARON e
SIVAN, 2006).

Esta mesma informacdo ¢ bastante limitada no caso da
espermatogénese. Schulz et al. (2001) comentam que as gonadotrofinas
hipofisarias, hormoénio luteinizante (LH) e hormonio foliculo
estimulante (FSH) regulam a esteroidogénese e a espermatogénese pela
ativacdo de receptores das células de Leydig (receptor LH) e pelas
c€lulas de Sertoli (receptor de FSH), respectivamente. Schulz e Miura
(2002) sugerem que o FSH ¢ o mais importante hormonio que regula a
esteroidogénese de peixes, sendo que o aumento de FSH pode ser
suficiente para iniciar a espermatogénese pela ativagdo das cé€lulas de
Sertoli e a produgdo de 11-Ketotestosterona (11KT).

Outro importante androgeno ¢ a testosterona (T) e parece existir
um correto balango na propor¢do de T e 11KT produzidas. O feedback
dos andrégenos sobre gonadotroforos apresenta um complexo padrao.
Andrégenos aromatizaveis/ estrogenos estimulam a sintese do LH em
peixes juvenis; este efeito desaparece durante a maturagdo. Este
feedback positivo na sintese do LH ¢ balanceado por um feedback
negativo na liberacdo do LH, que pode envolver os neurdnios de GnRH.
Em muitas espécies, células espermaticas nao podem fertilizar évulos
sem passarem pelo processo de capacitacdo, na qual inclui a aquisi¢ao
da motilidade. As progesteronas que sdao produzidas sobre influéncia do
surgimento do LH exercem um importante papel neste contexto, no qual
envolve o controle da composi¢ao do plasma seminal.

Na maioria das espécies em cativeiro, ¢ possivel interferir no
ciclo reprodutivo, fazendo com que seja retomada a meiose no caso das
fémeas, principalmente para obtencdo da maturacdo final de ovocitos e
ovulagdo, e nos machos, por um aumento do volume espermatico e
capacitagdo dos espermatozoides. Considerando-se o eixo hipotadlamo-
hipofise-gonada, € possivel a intervencao imaginando a substituicdo do
GnRH produzido e liberado pelo hipotdlamo, por formas sintéticas bem
mais potentes. Segundo Zohar (apud BROMAGE e ROBERTS, 1995),
em peixes marinhos, a acdo da dopamina DA, na degradacao do GnRH
em circulacdo ¢ pequena e consequentemente o emprego de GnRH ¢
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bastante efetivo na liberagdo das gonadotrofinas. Aizen et al. (2005), no
entanto, observaram melhores resultados para ovulagdo e desova da
tainha (Mugil cephalus) com a aplicagdo do hormoénio GnRH quando
associado ao agente anti-dopaminérgico “domperidona”, quando
comparado a aplicagdao apenas do GnRH. Estratégia diferente ¢ obtida
pela aplicagdo de gonadotrofinas exdgenas, como no caso de peixes de
agua doce, no qual o principal indutor continua a ser o extrato
hipofisario de carpa, pelo custo e efetividade. Outro hormonio
gonadotrdfico bastante utilizado ¢ o hormonio gonadotrofico coridnico
humano (HCG), que promove, de uma maneira geral, bons resultados de
maturagdo final, ovulacdao e desova para peixes de agua doce e salgada,
entretanto existe controvérsia em relagdo ao seu uso por se tratar de um
hormoénio de origem humana (ZOHAR; MYLONAS, 2001).

O uso da maioria destes indutores hormonais ¢ baseado na
aplicacdo unica ou multipla através de solucao salina, no entanto, desde
a década de oitenta, diferentes sistemas para prolongar a liberagao de
hormonios estao sendo utilizados para peixes com intuito de aumentar o
periodo de liberagdo da droga, visando resultados superiores. Skapura et
al. (1999) comentam o emprego de uma destas tecnologias na inducao
de desova para o robalo-flecha, C. undecimalis com aplicacdo de
diferentes tipos do GnRH (salmdaoGnRH, seabreamGnRH e frango II
GnRH). No Brasil, Ferraz et al. (2002) foram os primeiros a utilizar
implante de colesterol com GnRH em exemplares do robalo-peva, C.
parallelus, obtendo desovas sequenciais com intervalo de 24 horas,
indicando a liberagao prolongada do GnRH na circulagdo para a espécie.

Novas tecnologias estdo sendo aprimoradas e atualmente
baseiam-se na aplicagao de varios tipos de polimeros junto a droga a que
se pretende estender a liberagdo (MYLONAS e ZOHAR, 2001). Uma
destas ¢ a utilizagdo do Silastic® MDX4-4210 Biomedical Grade
Elastomer (Dow Corning) destinado a liberacdo gradual de diversos
tipos de drogas. Hernandez-Rauda e Aldegunde (2002) utilizaram
implantes silasticos de MDX4 com 17 o metiltestosterona (MT) para
machos juvenis de truta, Oncorhynchus mykiss, verificando niveis
elevados de testosterona (T) no plasma e niveis reduzidos de dopamina
na hipofise, 20 dias apds o inicio do tratamento. Guang-Li, Xiao-Chun,
Hao-Ran (2006) descrevem o uso de MDX4 com 17 a metiltestosterona
(MT) para reversao sexual prolongada para garoupa, Epinephelus
akaara, visto a dificuldade em se obter machos da espécie em condicoes
de cativeiro. Estas tecnologias, no entanto, em sua grande maioria,
visam obter maturacdo final em peixes mantidos em cativeiro.
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Experimentos estdo sendo realizados para varias espécies de peixes
baseados em sistemas de liberagdo prolongada, associando o uso de
GnRH com esterdides sexuais como a 17 o metiltestosterona (MT),
testosterona (T) e 11 Ketotestosterona (KT).

Avanco da maturagdo foi observado para o milk fish, Chanos
chanos (LEE et al., 1986a; LEE et al., 1986b, TAMARU et al., 1988),
para fémeas de tainha, Mugil cephalus (TAMARU et al., 1989).
Mcguren et al. (2005) descrevem a obteng¢do de bons resultados no
avan¢o da maturagdo de fémeas do barramundi, Lates calcarifer, apés
aplicagao de pellet com preparagdo comercial do horménio LHRHa
(Reproboost ') e implantes com 17a-metiltestosterona. Segundo Zanuy
et al.(1999), os esterdides sexuais podem atuar sobre a sintese e a
liberacao de GnRH, visto que a testosterona tem uma grande influéncia
sobre o controle da secrecao de gonadotrofina (GtH), particularmente no
final do ciclo reprodutivo. A testosterona pode estimular a secre¢ao de
GtH in vivo, bem como aumentar o conteudo de GnRH no cérebro e
hipéfise, e a concentracdo de GtH-II (LH) na hipéfise. Estes estudos
sugerem um papel positivo da testosterona no controle de GtH-II (LH) e
possivelmente na sintese e liberagdo de GnRH. Os autores verificaram
para machos do sea bass, Dicentrarchus labrax, um aumento de
aproximadamente 10 vezes dos niveis no plasma de GtH apos 15 dias do
implante de testosterona (T) em relagdo aos animais do grupo controle.
Holland et al. (2002), trabalhando com striped bass, Morone saxatilis
mostraram que tratamentos com varias combinag¢des de veiculos de agao
prolongada com T, GnRHa e pimozida ndo conduziram um aumento na
incidéncia de machos com inicio de maturagdo, mas estimulou a
espermatogénese em peixes juvenis. Assim, T pode exercer um papel
importante durante a puberdade, potencializando os efeitos de GnRH na
sintese do LH. Em juvenis e machos no inicio da maturacdo, os niveis
de LH do plasma puderam ser aumentados somente por doses elevadas
de GnRHa (em combinagdo com T). A adi¢ao de pimozida ndo afetou o
aumento LH na hipéfise. No entanto, Vidal et al. (2004) verificaram
para enguia européia, Anguilla anguilla,  em protocolo usado
previamente no striped bass, que somente o tratamento triplo com T,
GnRHa, e pimozida pode provocar aumentos acentuados na sintese de
LH e assim conduzir aumento dos niveis de vitelogenina do plasma.
Assim, na enguia pré-puberdade, a remog¢ao da inibicdo da dopamina
(DA) ¢ exigida provocando a sintese de GnRH e a liberagdo do LH e
assim 1niciando o desenvolvimento ovariano. Segundo os autores, esta
seria a primeira demonstragdo de um papel essencial para DA no
controle do LH e da puberdade em um teledsteo juvenil.
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A enguia japonesa, Anguilla japonica sob circunstancias de
cultivo, tém ovario imaturo que contém somente ovocitos pré-
vitelogénicos (YAMAMOTO; YAMAUCHI, 1974) e testiculos
imaturos que contém somente espermatogdnias pré-mitoticas no macho
(MIURA et al, 1991), devido a uma deficiéncia na sintese de
gonadotrofinas (GtH) (DUFOUR et al., 1983, 1988). A ativagdo da
sintese de GTH nesta enguia pode ser induzida somente pelo tratamento
com fatores exogenos da hipofise (NAGAE; ADACHI; YAMAUCHLI,
1997). Estes autores fizeram testes e clonagens de subunidades de GtH e
comentam que aumento s6 ocorre com estimulo hormonal de extrato de
hipofise de salmao. Ohta et al. (1997) descrevem um protocolo para
obtencao de fémeas maduras para esta espécie, apos aplicagdes semanais
(9—12 semanas) de extrato de hipdfise de carpa SPE (20 mg por peixe
por semana). Os autores descrevem também um protocolo de aplicagdao
para machos, em que injecdes repetidas de gonadotropina coridnica
humana (HCG) em uma concentragdao de 1 IU.g'1 peso corporeo por
semana induziram a espermatogenese, € espermiacdo, € a aquisicao de
motilidade do esperma para animais em cultivo. Sato et al. (1997),
comparando duas tecnologia de liberagao prolongada, uma baseada em
emulsdo usando gelatina liofilizada (LG), com uma outra tecnologia de
emulsdo, apo6s um total de 10 aplicacdes semanais das emulsdes
contendo GtH (extrato de hipofise de salmio) (2 pg.g” peso corporeo),
verificaram que a nova tecnologia (LG) apresentou melhores resultados
no indice gonadosomatico, € maiores niveis hormonais de estradiol 1783
(E2) e testosterona (T).

Pedersen (2003) descreve um protocolo de maturagdo para
enguia européia, A. anguilla similar ao utilizado por Otha et al (1997)
para maturacdo da enguia japonesa, A. japonica. O autor sugere um
protocolo de até 24 semanas de aplicacdo de inje¢Oes de extrato de
hipofise de salmdo (SPE), em alguns protocolos intercalado a aplicagdo
de HCG. O autor descreve varios resultados de desenvolvimento de
ovocitos durante o periodo experimental. No caso de machos, dose
padrdo 200 IU por peixe, foi aplicado semanalmente, e espermiacao foi
observada de 4 a 9 semanas depois de iniciado o tratamento com HCG.
Mudangas em relagdo ao peso corporeo foram utilizadas como critério
da evolugdo da maturagao ao longo das semanas. Para Pedersen (2004),
as dificuldades na inducdo de maturagdo sexual em fémeas de enguia
européia, A. anguilla podem estar associadas a baixa qualidade dos
ovocitos dos sistema de cultivo artificial, ou por deficiéncias nos
procedimentos de uso de gonadotrofinas que nao sao do proprio animal,
ou talvez ainda porque o estado nutricional antes de maturagdo ¢
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subdtimo nos criadores da regido. Mar et al. (2006) verificaram a
existéncia de possiveis ferormdnios liberados na agua por fémeas de
enguia européia, 4. anguilla ap6s tratamento hormonal prolongado para
maturagdo que estimularam machos imaturos nao induzidos a alcangar
inicio de espermatogénese.

De qualquer maneira, fica claro que na maioria das espécies
cultivadas em cativeiro, o principal bloqueio esta relacionado ao tltimo
estimulo para maturagao final dos ovocitos, até a expulsdao do 6vulo pelo
foliculo e, no caso de machos, da aquisi¢ao de capacitacao ¢ aumento de
volume de sémen e plasma seminal. Em casos como da enguia, este
contexto ¢ anterior, ¢ desta maneira o ciclo reprodutivo estad quebrado
em outro estagio de desenvolvimento, dai a necessidade do emprego de
grandes quantidades de hormonio de diferentes formas. O
desenvolvimento de protocolos hormonais complexos como o uso de
varias indugdes hormonais ou do uso de sistemas de acdo prolongada,
associados ou nao a esteroides sexuais, pode em alguns casos ser a inica
via possivel para o término da vitelogénese e espermiogénese em
animais com este tipo de bloqueio.

1.4. Influéncia da temperatura sobre o crescimento e a diferenciagdo
sexual
1.4.1. Influéncia da temperatura sobre o crescimento

A melhoria da producdo aquicola depende muitas vezes do
desenvolvimento de tecnologias capazes de aumentar a rentabilidade,
que podem ser obtidas pelo emprego de pequenas mudangas na escala
produtiva. O ganho de peso de uma determinada espécie pode ser
aumentado, com o emprego de ragdes que sejam melhor aproveitadas
pelo animal e muitas vezes os animais tem seu 6timo, em termos de
alimentag¢do, sobre condigoes favordveis de temperatura. Segundo
Baldisseroto (2002), “para se verificar a tolerancia, resisténcia ou
preferéncia de uma espécie, alguns exemplares poderiam ser expostos a
um aumento ou diminui¢do constante da temperatura”. Espécies de
peixes adaptadas ao cultivo podem ser bastante sensiveis a regides
climaticas muito diferente da sua regido de origem. Zimmermann e
Fitzsimmons (2004) comentam que o rigoroso inverno do sul do Brasil,
frequentemente, ocasiona mortalidade de tilapias, tanto de reprodutores
como de alevinos, levando a uma diminui¢do da produgdo. Ainda,
segundo os autores as baixas temperaturas inibem o consumo de
alimentos. Desta maneira, fica claro que a temperatura tem grande
importancia na taxa de crescimento para estes animais.
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Para Baldisseroto (2002), diferencas de crescimento entre
individuos de um mesmo lote podem estar associadas a varios fatores
como: diferencas no tamanho, no comportamento, na densidade de
estocagem, no caso do envolvimento de hormodnios (hormdénio de
crescimento GH) e dos fatores ambientais (temperatura, salinidade, pH,
dureza, residuos nitrogenados, fotoperiodo e intensidade de luz,
disponibilidade de oxigénio, turbidez e turbuléncia). Para Sabatés et al.
(2006), a temperatura desempenha papel fundamental na distribuicao de
espécies por sua importancia, na reprodugdo, recrutamento, fisiologia e
crescimento. Além disso, ajuda na disponibilizacdo de alimentos para
peixes. Os autores comentam que muitas espécies podem estar migrando
para regides diferentes em busca do conforto térmico e imagina-se que o
aquecimento global trara fortes influéncias sobre toda ictiofauna,
afetando a distribuicao ao longo do globo.

Imaginando-se a larvicultura para peixes marinhos como uma
unidade mais estavel do que o ambiente natural, a produgdo de larvas e
alevinos pode ser realizada com um maior controle, de maneira que
oscilagdes de temperatura possam ser minimizadas. Considerando um
maior crescimento, meta para o desenvolvimento do cultivo,
experimentos que busquem determinar os efeitos da temperatura sobre o
crescimento estdo sendo realizados para varias espécies. Burel et al.
(1996) verificaram que na Francga, o crescimento de juvenis do linguado,
Scophthalmus maximus (35-50 g) foi superior entre 17 a 20 °C, sendo
observado que em aguas mais frias (8 a 11°C), a taxa de crescimento foi
marcadamente reduzida. Os autores observaram ainda que a ingestdo de
alimentos ¢ regulada, parcialmente, pela velocidade da passagem através
do intestino, que ¢ afetada pela temperatura. Na pratica, a fim de limitar
o deposito de gordura, os autores recomendam a diminuig¢do do indice
de gordura do alimento durante periodos do inverno. Resultados
semelhantes foram observados por Imsland et al. (1996) na Noruega
para o juvenil turbot (25-75 g) exposto a temperaturas entre 16 e 19 °C.
Os autores relacionam ainda que variagdes ontogenéticas exibidas pelo
turbot em situacdo Otima de temperatura podem explicar em parte
diferengas na distribuicdo espacial dos juvenis e adultos em aguas no
oceano. Imsland et. al. (2001) verificaram que combinagdes de
temperatura e salinidade melhoraram o crescimento, consumo de
alimento e a eficiéncia da conversdo alimentar do turbot em salinidade
de 15%0 e temperaturas mais altas. Imsland et al. (2007) correlacionam
novamente temperatura e salinidade em relacdo a niveis do plasma de
insulina semelhante ao fator de crescimento (IGF-I) para juvenis de
turbot (14 g), sendo que os niveis no plasma IGF-I aumentaram com as
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temperaturas crescentes que alcangaram um platd em torno de 18 °C e
salinidade 15%eo.

Gabillard et al. (2003) para truta, Oncorhynchus mykiss na
Franca procuraram identificar se as variagdes do crescimento do
embrido em resposta a temperatura (8 ¢ 12°C) poderiam estar associadas
com as modificagdes na expressao de gene do sistema do hormdnio de
crescimento GH/IGF. Os autores nao encontraram uma relacdo entre
aumento de GH e o crescimento do embrido em funcdo da temperatura,
mas sugerem que IGF-2 pode atuar como o fator predominante de
crescimento durante o desenvolvimento embrionario para peixes, como
proposto para mamiferos.

No Brasil, Okamoto et al. (2006) verificaram a influéncia de
trés diferentes temperaturas sobre o crescimento da tainha, Mugil
platanus para animais com peso inicial de (0,87g £ 0,25), verificou-se
um crescimento superior apds um meés de tratamento para os animais
mantidos na temperatura de 30°C. Loépez-Albors et al. (2003),
trabalhando com o sea bass, Dicentrarchus labrax na Espanha sugerem
que variagOes térmicas durante as fases do desenvolvimento larval e
poOs-larval podem determinar caracteristicas do crescimento para
teledsteos. Experimento com duas temperaturas (15,0 e 17.7°C)
mostraram que a média do didmetro das fibras de musculo branco, assim
como o comprimento do corpo foi maior no grupo com temperatura
mais alta. Lopez-Albors et al. (2008) comentam, ainda, em relagdo ao
sea bass, que pequenos aumentos da temperatura, durante os meses do
periodo larval, t€ém a capacidade modificar as taxas de hiperplasia e de
hipertrofia das fibras do musculo branco, ocorrendo diferengas
significativas no musculo para animais quando chegam ao tamanho
comercial.

1.4.2. Influéncia da temperatura sobre a diferenciacao sexual

Segundo Devlin e Nagahama (2002), “a determinacao dos sexos
em peixes ¢ um processo flexivel. Deste modo, o destino de células
somaticas e germinativas dentro do primérdio da gonada podem ser
afetados, através de acgdes genéticas, ambientais, comportamentais e
através de fatores fisiologicos™.

Segundo Hazel (1993), “com excecao dos peixes endotérmicos,
todos os membros das classes de vertebrados, Agnatha, Chondrichthyes
e Osteichthyes sdo ectotérmicos, com sua temperatura corporea
determinada pela variagdo de temperatura do ambiente”. A
consequéncia disto ¢ imaginar que todo o desenvolvimento embrionério,
larval e até a fase de alevinos a juvenil transcorre sobre variados regimes
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de temperatura, sujeitos a influéncias de corrente, marés e varios
fendmenos ocasionados por variagdes climaticas severas. Devlin e
Nagahama (2002) em seu trabalho sobre a determinacdo sexual e
diferenciagdo sexual em peixes, cometam que nenhum gene € conhecido
com certeza por estar envolvido no processo de determinacdo sexual
inicial em peixe. Yamamoto (1969 apud PIFERRER, 2001) propos que
a diferenciacdo sexual em peixes pode seguir dois caminhos. No
primeiro caso, a gonada primordial pode se diferenciar diretamente ou
em ovario ou em testiculo. No segundo caso, todos os animais, primeiro
se diferenciam apresentando uma gonada semelhante ao ovario, depois
aproximadamente metade destes peixes vao apresentar ovarios e,
metade, testiculos. Um dos critérios importantes, entdo, para que
possamos estabelecer técnicas para a reversdo sexual de uma espécie,
esta relacionado ao periodo em que o animal encontra-se em processo de
diferenciacdo sexual. Blazques et al. (2001) sugerem que as principais
varidveis para o sucesso da reversdo sexual através do emprego de
esterdides sexuais sdo: (1) o tempo do inicio da exposi¢dao em relacao ao
desenvolvimento gonadal, (2) a duracdo da exposicdo e (3) a dose e o
tipo de esterdide usado. Da mesma forma que a utilizagdo de esteroides,
¢ possivel se imaginar que os critérios para aplicacdo da temperatura
estejam em acordo com esta proposta. Dessa maneira, 0 momento labil
da diferenciacdo sexual, periodo este em que o animal ainda nado se
diferenciou entre um sexo e outro, deve ser estabelecido, se possivel,
como um critério para aplicagio dos tratamentos (BLAZQUES et al.
2001; PIFERRER 2001).

O sea bass, Dicentrarchus labrax em cultivo intensivo
apresenta propor¢ao sexual muito favoravel a produg¢ao de machos
(CARRILLO et al., 1995, BLAZQUEZ et al., 1998), dos quais uma
grande propor¢do se desenvolvem sexualmente muito precocemente.
Isto ndo ¢ desejavel no cultivo da espécie, pois os machos exibem um
crescimento somatico reduzido, resultando em peso corporeo de 18-40%
menor para animais com trés anos de idade (CARRILLO et al., 1995).
Sendo assim, populagdes 100% fémeas muitas vezes sdo desejadas no
cultivo desta espécie.

Considerando o modelo acima, no caso dos robalos C.
parallelus e C. undecimalis ¢ possivel verificar um problema similar ao
ocorrido para sea bass. Segundo Taylor, Grier; Whittington (1998), o
desenvolvimento gonadal em machos do robalo-flecha ¢ anterior ao da
fémea indicado pelo comego precoce da maturagdo. A consequéncia
natural deste fendmeno ¢ a reducao do tamanho de machos em relacao a
fémeas com a mesma i1dade. No entanto, o caso dos robalos é bem mais
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complexo. Segundo Taylor et al. (2000), o robalo-flecha C. undecimalis
¢ um hermafrodita protandrico, matura primeiro como macho e por
reversdo sexual, suas gonadas sdo revertidas para ovarios, passando a
fémeas funcionais, dependendo da idade e tamanho. Em relagdo ao
robalo-peva, em condi¢des de cultivo, sdo observados cerca de 90% ou
mais de machos em um mesmo lote, bem como, animais espermiando
do primeiro para o segundo ano de vida (FERRAZ ¢ CERQUEIRA").
Sobre este ponto vista, imaginando que fémeas de robalos apresentem
um crescimento maior em relagdo ao dos machos, como o proposto para
o caso do sea bass, mudangas na propor¢do sexual para animais de
cultivo passam a ser bastante desejadas.

Atualmente, muitas pesquisas desenvolvidas para o sea bass
europeu, D. labrax visam o desenvolvimento de técnicas que permitam
o controle sobre a propor¢do sexual. Experimentos sobre a influéncia da
temperatura sobre a diferenciacao sexual e sua consequente mudanca da
proporcao sexual foram realizados por Blazques et al. (1998). O sea bass
exposto a duas temperaturas (25 e 15°C) conduziram a producao de
lotes 100% machos, apds um periodo de 80 dias. Os autores observaram
que o periodo ontogenético (57 a 137 dias apds a eclosdo) utilizado
parece ser um periodo termo-sensivel e coincide com o periodo de
sensibilidade maxima a acdo de esteroides sexual exdgeno (andréogenos
ou hormonios estrogénicos). Pavlidis et al. (2000) aclimataram lotes da
espécie com 30 horas apds a fertilizagcdo, em trés temperaturas diferentes
(13, 15 e 20 °C); quando atingiram comprimento entre 17,0-18,0 mm,
todos os trés grupos formados foram transferidos para sistemas de
cultivo com temperatura e fotoperiodo natural. Uma proporcao
significativa de fémeas foram encontradas nos grupos expostos a
temperatura de 13°C (72-74%) e de 15°C (67-73%), do que no de 20°C
(24-28%). Na amostragem final nao foram observadas diferengas
estatisticas  significativas no peso corporal entre o0s grupos
experimentais; entretanto, em todos os grupos, as fémeas foram
significativamente maiores que os machos. Koumoundouros et al.
(2002) em sequéncia ao trabalho anterior, examinando o que
denominaram de mecanismo de determinagdo sexual pela temperatura
(DST), testaram para diferentes estagios de desenvolvimento de larvas,
duas temperaturas (15 e 20°C) e devido a diferencas de tamanho
encontradas no mesmo grupo, os animais foram, também, separados em
pequenos e grandes e submetidos a estas duas temperaturas. Durante a
fase seguinte de crescimento, todos os grupos foram mantidos na mesma

"informagdo verbal
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condicao de cultivo. Novamente foram observadas maiores incidéncias
de fémeas, no grupo exposto a temperatura de 15°C. Também foi
confirmado um maior crescimento por parte das fémeas em relagdo aos
machos. Os autores concluem que o sea bass ¢ sensivel ao DST durante
todos os diferentes estdgios ontogenéticos até a metamorfose € que a
proporcao sexual esta correlacionada com a taxa de crescimento dos
peixes bem antes da diferenciacao e maturacdo das gonadas. Saillant et
al. (2002) trabalhando com 27 familias do sea bass, testaram duas
temperaturas (13 e 20°C) em fases distintas de crescimento ¢ também,
em diferentes densidades de estocagem. Os resultados apresentados
neste trabalho mostram uma discrepancia grande em relagdo aos dois
trabalhos anteriores, mostrando, em algumas familias, uma elevada
producao de machos tanto, na temperatura mais baixa (13 °C) quanto na
mais alta (20 °C).A principal contribui¢do do trabalho ¢ sugerir a
presenca de familias ndo sensiveis genotipicamente ao tratamento de
temperatura proposto pelos autores. Ja Mylonas et al. (2005) verificaram
a influéncia de trés temperaturas (13, 17 ¢ 21° C) para duas cepas do sea
bass, do noroeste e do sudeste do Mar Mediterraneo. Foram expostos
durante a fase larval, 11-51 dias apos a eclosao (DAE) ou periodos de
bergario (55-95 DAE), a fim de examinar os efeitos da temperatura na
diferenciagdo do sexual e no subseqiiente crescimento durante o
primeiro ano de vida. Crescimento maior foi observado para as
temperaturas maiores, mas os peixes da cepa de Nanowatt expostos a 13
ou a 17° C, durante a fase larval, apos este periodo, mostraram
crescimento compensatdrio € em conseqliéncia seu tamanho final, com
300 dae, foi similar ao grupo de peixes expostos 21° C. Como esperado,
durante as manipulacoes da temperatura os peixes expostos as
temperaturas maiores exibiram um crescimento mais elevado (21 > 17 >
13° C). Os autores comentam, ainda, que em relagdo aos efeitos da
temperatura na propor¢ao sexual que a exposicdo no periodo larval ¢
mais sensivel do que o periodo de bergario e maior porcentagem de
fémeas para as duas temperaturas menores, mas a fase que apresentou
melhor resultado neste trabalho foi a de ber¢ario (55-95 DAE).

Blazquez et al. (2009) estudaram modelos de correlagdo, para
sea bass, durante o periodo de 0-120 dias apds fecundacao DAE, ao
longo do periodo termo sensivel (TSP), foram expostos a temperatura de
15 °C, que produz um maior nimero de fémeas ou a de 21 °C que
produz mais machos. Os autores utilizaram aromatase (cypl9ala),
11Bhidroxilase (cypl1b), o receptor do androgeno (arb) e os receptores
do hormoénio estrogénico (era, erbl e erb2) validados por qPCR
previamente, durante a diferenciacdo sexual. As maiores relacdes pelo



43

modelo de avaliagdo candnica adotado foram para (cypl9ala) e
11Bhidroxilase (cypllb), e ndo para (era, erbl e erb2), em relagdo a
expressao génica para diferenciacao sexual da espécie.

Enfim, a obten¢do de animais maiores imaginando uma
producdo comercial, claramente pode produzir resultados em termos da
escala produtiva. Levando-se em consideragdo os fatores acima, fica
claro que uma mudanga na propor¢ao sexual de animais produzidos e
cultivados em laboratorio possa ser objetivada para uma maximizagao
da produgao aquicola.
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Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Adaptar tecnologias que contribuam para a maturagdo e reproducao do
robalo-flecha, Centropomus undecimalis e proporcionem melhoras para
o crescimento de alevinos do robalo-peva, Centropomus parallelus
mantidos em confinamento.

2.2. Objetivos especificos

v Verificar o efeito de diferentes regimes térmicos sobre a
maturacao de reprodutores do robalo-flecha

v’ Verificar a utilizagdo de implantes de silicone com 17
metiltestosterona, 170 metiltestosterona + LHRHa sobre o
processo de maturagdo do robalo-flecha.

v Verificar o emprego de inje¢des semanais do horménio
gonadotréfico coridonico humano (HCG) e do Hormoénio
Foliculo estimulante (FSH) sobre o processo de maturagao
do robalo-flecha.

v' Verificar o efeito da temperatura sobre o crescimento de
alevinos do robalo-peva.

v' Verificar o efeito da temperatura sobre a mudanca da
proporcao sexual de alevinos do robalo-peva
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INFLUENCIA DE DIFERENTES REGIMES TERMICOS NA
MATURACAO GONADAL DE MACHOS DO ROBALO-FLECHA,
Centropomus undecimalis.

Eduardo de Medeiros FERRAZ ' Vinicius Ronzani CERQUEIRA °

RESUMO
O objetivo do presente estudo foi estabelecer condigdes térmicas
favoraveis para a maturacdo gonadal do robalo-flecha, Centropomus
undecimalis em laboratorio. O fotoperiodo natural foi simulado por
lampadas fluorescentes (1000 Ix). Controle da temperatura da agua foi
obtido por aquecedores elétricos. Os peixes (n=54), com peso de 2350 +
488 g e comprimento de 643 = 40 mm foram distribuidos em seis
tanques de 8000 L com filtragem biologica e renovagdao de dgua. Dois
tratamentos com trés repeti¢des foram definidos: T1 = 19,9 °C, no inicio
e chegando a 26 °C (conforme aumento natural) e T2 =26 °C constantes
desde outubro até o més de maio. A maturagdo foi acompanhada por
analises bimestrais durante o periodo de setembro a maio (2006/2007).
Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre os
tratamentos para peso, comprimento, fator de condicdo e taxa de
crescimento especifico. Ao final do periodo, 85% do plantel
(comparados a 45% do periodo anterior) expressaram maturagao sexual.
Nao foram observadas diferenga significativa (p>0,05) entre os
tratamentos para o volume de sémen e o nimero de machos com
espermiacao. Mas o melhor periodo de produgao espermatica foi marcgo.
Os resultados nao permitiram definir o melhor regime térmico, entre os
dois testados. Observou-se que um incremento precoce para a
temperatura de 26 °C, ainda na primavera, ndo favoreceu a maturagao.
Portanto, novos experimentos sao necessarios para determinar a agao da
temperatura e de outros parametros ambientais, de forma a se obter um
melhor controle da maturacao sexual do robalo-flecha em confinamento.

Palavras-chave: robalo-flecha; Centropomus undecimalis; regimes
térmicos; maturagdo; machos; fotoperiodo natural simulado.
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em Aqiiicultura da UFSC. emferraz@pesca.sp.gov.br
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INFLUENCE OF DIFFERENT THERMAL REGIMES IN THE
GONADAL MATURATION OF MALES OF THE COMMON SNOOK
Centropomus undecimalis

ABSTRACT

The objective of the present study was to establish favorable thermal
regimes to induce gonadal maturation of the common snook, Centropomus
undecimalis in laboratory. Natural photoperiod was simulated using
fluorescent lamps (1000 Lx). Water temperature was controlled by heaters.
The fish (n=54), with 2350 = 488 g in weight and 643 £+ 40 mm in length,
were distributed in six experimental units. These consisted of 8000-L tanks
containing a biological filter and sea water renewal. Two treatments with
three replicates were applied: T1 = temperature varying from 20 °C at the
beginning to 26 °C in March (natural variation) and T2 = constant
temperature of 26 °C from October till May. Sexual maturation was
followed taking bimonthly samples from September to May (2006/2007).
There were no significant differences (p>0.05) between treatments (T1 and
T2) in weight, length, condition factor and specific growth rate. At the end
of the period, 85% of the fish expressed sexual maturation (compared to
45% in the previous year). There were no significant (p>0.05) influence of
the thermal regimes on the volume of semen and on the number of
spermiating fish. The best spermiation period was March. These results did
not support the assumption that increasing spring temperature to 26 °C
could efficiently induce sexual maturation. Further experiments should still
investigate the influence of temperature and other environmental conditions
in order to control reproduction of the common snook in captivity.

Key words: comoon snook; Centropomus undecimalis; thermal regimes;
maturation; males, simulated natural photoperiod.
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1. INTRODUCAO

Um ponto importante para o desenvolvimento da piscicultura
marinha ¢ a melhoria de programas de controle dos processos
reprodutivos em cativeiro. A chave para o desenvolvimento das atuais e
futuras tecnologias de desova ¢ o entendimento do efeito do
confinamento sobre o sistema enddcrino dos peixes (ZOHAR and
MYLONAS, 2001). Exemplo disso pode ser visto na piscicultura do
robalo asiatico, Lates calcarifer, uma espécie marinha da familia
Latidae, cujos conhecimentos sobre a fisiologia reprodutiva estdo
bastante avancados, permitindo uma produgdo de 100 a 150 milhdes de
juvenis por ano em laboratorio, somente na Tailandia (ALVAREZ-
LAJONCHERE and TSUZUKI, 2008).

Para BROMAGE et al. (2001) o fotoperiodo ¢ o principal fator
“aproximador” da maturacdo e exerce papel fundamental em sua
regulagdo para espécies de clima frio e temperado. No entanto,
PANKHURST and PORTER (2003) propdem que a sequencia de
eventos reprodutivos para peixes tropicais depende mais de mudangas
na temperatura do que no fotoperiodo. Parece claro que mudancas
associadas a estes fatores abiOticos sdo de grande importdncia em
sistemas de confinamento.

No Brasil, as espécies de robalo que t€ém mostrado grande
potencial para avango da piscicultura marinha s3o o robalo-peva,
Centropomus parallelus ¢ o robalo-flecha, Centropomus undecimalis,
dada a sua qualidade da carne, valor econdmico e potencial para a pesca
esportiva. A maturagao ¢ desova do robalo-peva foi obtida no Brasil de
exemplares criados em laboratdrio e as técnicas desenvolvidas permitem
sua larvicultura e producao de juvenis em escala crescente, dependendo
da demanda (CERQUEIRA and TSUZUKI, 2009). Em relagdo ao
robalo-flecha, poucos avangos foram obtidos até o momento no Brasil.
A maturagdo em cativeiro ¢ vista como o principal entrave para a
producgdo da espécie (CERQUEIRA, 2009). A desova em cativeiro foi
obtida pela indugdo hormonal e extrusdo de gametas a partir de
reprodutores selvagens (fémeas) e animais mantidos em cativeiro
(machos), mas com pequena porcentagem de fertilizacdo devido ao
pequeno volume de sémen obtido (SOLIGO et al., 2008).

O presente estudo tem por objetivo obter, em cativeiro,
reprodutores maduros do robalo-flecha, aplicando diferentes regimes
térmicos associados a simulagdao do fotoperiodo natural.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Os individuos e seu sistema de confinamento

O presente ensaio utilizou robalos-flecha juvenis capturados no
litoral da Bahia (municipio de Santo Amaro) e transportados para as
instalagdes do laboratério de Piscicultura Marinha (LAPMAR) da
Universidade Federal de Santa Catarina, no municipio de Florianopolis
— SC, em 1999. Os juvenis foram criados em tanques-rede instalados
em viveiro com agua salobra e sob influéncia de maré. Foram
alimentados com racdo comercial para peixes carnivoros (40-50% de
proteina) e transferidos no ano de 2003 para tanques de concreto de
8.000 L, com agua marinha (35%o), filtro bioldgico interno, renovacao
de agua (5%/h) e aeracdo constantes, localizados no interior de duas
salas utilizadas para a manuten¢ao de reprodutores.

Proximo ao periodo reprodutivo do verdo de 2006/2007, os
tanques receberam um sistema individual de controle do fotoperiodo e
da temperatura. Estavam isolados de forma que a iluminag¢ao de um nao
influisse sobre os demais, e que os peixes ndo percebessem qualquer
movimentagdo externa ao seu proprio tanque.

A iluminacdo de cada tanque consistia de quatro lampadas
fluorescentes de 32 W. O nascer e o por do sol foram simulados por trés
lampadas incandescentes de 60 W. O acionamento de cada grupo de
lampadas foi feito através de um programador de tempo, com 30
minutos de diferenca. A intensidade de luz obtida na superficie da agua
foi de aproximadamente 100 Lx para as incandescentes e de 1000 Lx,
com o acionamento das lampadas fluorescentes. A partir de julho de
2006, o fotoperiodo natural foi simulado, baseando-se em calculos
astronomicos para altitude 1,84, latitude -27.36 e longitude -48.37,
realizados pelo Centro de Informacdes e Recursos Ambientais e de
Hidrometerologia de Santa Catarina (CIRAM) da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria ¢ Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI, para os
anos de 2006 e 2007), os valores ajustados semanalmente de forma
crescente de 10,6 hs em julho (inverno), até o maximo de até 13,8 hs em
dezembro, e decaindo até 10,7 hs, no més de maio (Figura 1). Em um
dos tratamentos (T1) a temperatura da d4gua nao foi controlada variando
conforme a temperatura da agua de abastecimento e¢ no outro (T2) o
controle foi feito através de aquecedores de titanio de 3000 W, ativados
por termostatos eletronicos.

O alimento consistia de 50% de um produto comercial seco (Fish
Breed-M® da empresa INVE Aquaculture) e 50% de matéria (imida
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moida (30% de sardinha e 20% de lula), preparado na forma de péletes
prensados e umidos, com 1,5 cm de diametro por 4,0 cm de
comprimento, com teor final de proteina bruta de 65%. A taxa de
alimentacao foi de 1% do peso vivo por dia, de trés vezes a cinco vezes
na semana.

A temperatura (°C) e a salinidade (%0) foram medidas
diariamente e a amonia total (mg/L) e o pH duas vezes por semana. Os
valores observados foram: temperatura de 20,5 a 27,7 °C, salinidade de
35 a 36 %o, pH de 8,0, oxigénio de 5,0 a 6,9 mg/L e amodnia de 0 a 0,12
mg/L.

2.2. Delineamento experimental

Em setembro de 2006, 54 adultos de robalo-flecha (peso médio
de 2.348,0 £ 488,0 g e comprimento médio de 642,0 + 40,0 mm) foram
divididos entre seis tanques de 8000 L de capacidade (2,6 kg/m’).
Destes, foram identificados no periodo reprodutivo anterior (verao de
2005/2006), vinte e seis machos e para o restante nao foi possivel
determinar o sexo no periodo da instalagdo do experimento. Vinte e
quatro machos foram distribuidos igualmente pelos seis tanques e os
dois restantes foram ao acaso para um tanque de cada tratamento. Os
animais estavam marcados com microchip eletronico (AVID).
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Dois tratamentos com trés repeticoes foram estabelecidos. A
temperatura da 4agua manteve-se igual até outubro para os dois
tratamentos. No tratamento (T1) a temperatura da 4gua ndo foi
controlada variando conforme a temperatura da agua de abastecimento
(19,9 °C no inicio e chegando a 26 °C conforme aumento natural). No
tratamento (T2) foi elevada até 26,0 °C + 0,5°C, a partir do meio de
outubro 2006, mantendo-se constante até maio, conforme a Figura 1.
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Figura 1. Variagdes médias da temperatura para os dois regimes
térmicos examinados T1 e T2 e do fotoperiodo natural simulado (FNS)
no verao 2006/2007.

Na metade de janeiro de 2007 para a coleta do més, cada
individuo recebeu uma injecao com o andlogo do Horménio Liberador
do Hormoénio Luteinizante (LHRHa da empresa Sigma-Aldrich) em
solugdo salina na dosagem de 25 ug/kg de peso vivo, por volta das 22.00
h, e foram examinados ap6s 36 horas.

2.3 Avaliacao dos reprodutores
Foi feita uma avaliacdo bimestral da maturac¢ao sexual no periodo

de setembro de 2006 a maio de 2007. Os individuos foram anestesiados
com benzocaina (60 mg L"), para determinagiio do comprimento total
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(C) e do peso (P). O principal critério para identificagdo da maturacao
gonadal para machos foi a presenca de s€men, e para fémeas a presenca
de ovocitos. Os animais anestesiados foram massageados na regiao
ventral, no sentido cranio-caudal, para verificar a liberacao de s€émen na
papila genital. Uma seringa hipodérmica de 1 mL fo1 utilizada para
medi¢ao do volume espermatico. Volumes menores de sémen foram
aferidos com seringa com precisdio em plL (Hamilton 10uL). Na
auséncia de sémen realizou-se uma bidpsia com catéter plastico (0,8 mm
de didmetro interno), inserido no gonoduto (FERRAZ et al., 2004). O
material coletado foi examinado em estereomicroscopio. Havendo
ovocitos, foi feita uma medi¢cdo do seu didmetro. A partir do nimero de
individuos maduros em cada amostragem foi calculada a taxa de
maturagdo sexual, em porcentagem.

O fator de condicio (K) foi calculado como (P(g)/C(cm)’) x 100.
Os dados do peso foram usados para calcular a taxa de crescimento
especifico: TCE = (InP, x InP;) x 100/(t,-t;), onde P, e P, correspondem
aos pesos dos peixes nos tempos t; € t;, respectivamente, € (t,-t;) € o
numero de dias entre pesagens.

2.4 Analise dos dados

Os parametros de comprimento médio (mm), peso médio (g) e fator
de condicdo foram comparados pela andlise de medidas repetidas
(ANOVA). Diferencas entre as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey ao nivel de significancia de 5%. As médias sdo apresentadas + o
desvio padrao (dp). Os dados de taxa de crescimento especifico e
porcentagem de machos observados no plantel foram transformadas para
valores de arco-seno, para posterior aplicacdes analise de medidas
repetidas (ANOVA). Os volumes de s€émen foram avaliados pela andlise
ndo paramétrica de Kruskal-Wallis. O aplicativo Statistica® 7.0 foi
utilizado para as anélises.

3. RESULTADOS

Os tratamentos térmicos nao resultaram em diferencas
significativas (p>0,05) para comprimento, peso, fator de condi¢ao (K) e
taxa de crescimento especifico, como mostrado na Figura 2. Foram
observadas diferencas significativas (p<0,05) apenas nas comparagdes
entre os meses. Em relacao ao peso médio dos animais verificou-se um
incremento diario de 2,23 g para um periodo de aproximadamente 270



53

dias, ¢ no mesmo periodo os animais tiveram um aumento médio em
comprimento total de 39 mm.
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Figura 2. Comprimento total (mm) (A), peso (g) (B), fator de condigdo
(C) e taxa de crescimento especifico (%) (D), valores = desvio padrao
(dp); do robalo-flecha, Centropomus undecimalis no verao 2006/2007
em dois regimes de temperatura (T1 e T2). Letras diferentes indicam
diferencgas significativas (p<0,05) entre os meses.

O més de setembro corresponde a identificacdo aos 13 machos de
cada tratamento identificados durante o periodo reprodutivo anterior
(2005/20006), perfazendo 48,1%do lote.
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Através da avaliacdo bimestral da maturacao sexual foi possivel
detectar um aumento na identificagdo de machos nos dois grupos
examinados ¢ no més de marco de 2007, identificou-se 27 machos em
cada grupo, perfazendo 85,2% dos individuos (Figura 3). A taxa de
maturagao sexual foi significativamente diferente (p<0,05) entre os
periodos amostrais, mas nao entre os dois tratamentos.

Durante todo o periodo somente uma fémea foi identificada em
janeiro, estando entre os exemplares de maior tamanho do grupo
experimental (758 mm e 4.130 g). Os ovocitos tinham diametro inferior
a 50 um nas amostras tanto de janeiro como de marco de 2007. Nao
apresentavam indicio de acumulo de vitelo, o que foi evidenciado por
sua transparéncia.
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Figura 3. Porcentagem de machos do robalo-flecha, Centropomus
undecimalis do plantel no verao 2006/2007 em dois regimes térmicos
(T1 e T2). O més de setembro corresponde aos animais previamente
identificados no ano anterior.

A producao de sémen foi outro critério para avaliacdo dos
reprodutores. Houve um aumento no volume de sémen ao longo do
periodo (Figura 4), com picos em janeiro € marco de 2007. Em maio de
2007 somente um macho estava espermiando e os valores chegaram a
praticamente zero. Os valores médios do volume de semén para os
exemplares no T1, foram 12,9 + 7,6 uL (10 - 30 uL ), 48,7 + 87,2 uL
(10 - 320 uL) e 85,0 £ 104,2 uL (10 - 400 pL) e para aqueles no T2
foram de 13,3 £ 15,6 uL (10 - 60 uL ), 14,7 £ 12,3 uL (10 - 60uL) e
47,0 £ 65,5 uL (10 - 200 pL), respectivamente para os meses de
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novembro, janeiro e marco. A grande amplitude de variacao refletiu nos
altos valores do desvio padrao, nao apresentados. Nao foram observadas
diferengas significativas (p>0,05) entre os dois tratamentos avaliados
pela analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis.
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Figura 4. Volume de sémen do robalo-flecha, Centropomus undecimalis
no verao 2006/2007 em dois regimes térmicos (T1 e T2).

4. DISCUSSAO

Nas condig¢des ambientais simuladas no presente trabalho ficou
claro que o robalo-flecha, Centropomus undecimalis mostrou uma
disfungdo em relagdo ao desenvolvimento gonadal. Nem todos os
individuos apresentaram maturacdo gonadal, os machos maduros
liberavam um pequeno volume de sémen e a Unica fémea sequer
alcancou o estagio de vitelogénese. No entanto, em relatos recentes
RESLEY et al. (2009) cometam o sucesso na obtencdo de exemplares
maduros da espécie em condi¢des similares de fotoperiodo de luz solar,
mas com acréscimo do emprego de fotoperiodo lunar, e da utilizagao de
temperaturas maiores que a utilizada no presente trabalho. Segundo os
autores outra importante relagdo parece estar associada, a adi¢do de uma
dieta rica em acido araquidonico (ARA). HOLT and KLINE (2009)
verificaram obten¢do de animais maduros em sistema de recirculagdo
(raceway) em agua salgada, com condi¢des similares ao do presente
trabalho. No entanto, as temperaturas foram mais elevadas no periodo de
verao (28°C). Os autores relatam a obtencao de desovas sem a utilizagao
de hormoOnio, mas sem a obtencdo de fertilizacdo dos ovocitos.
SANCHEZ-ZAMORA (2009) também para espécie comenta que
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variagOes bruscas de salinidade podem ter importancia para obtengao de
fémeas maduras em condigdes de cativeiro.

Desta forma, a questdo passa a ser qual fator pode ser decisivo para
a maturagdo do robalo-flecha em cativeiro? Alimento, fotoperiodo
(existindo a necessidade do emprego do ciclo lunar), temperatura ou
salinidade?

Uma alimentagdo adequada, junto a outros fatores ambientais, €
considerada essencial para a maturacao e desova de peixes em cativeiro
(HARVEY and CAROLSFELD, 1993). No Mz¢éxico, SANCHEZ-
ZAMORA et al. (2002) tiveram sucesso na obtencdo de exemplares
maduros do robalo-flecha, com uma dieta a base de carne de peixe e
suplemento de 6leo de peixe. REYES et al. (2004) ¢ FRAGA et al.
(2006) relataram um bom crescimento para reprodutores robalo-flecha
em Cuba, com ragdes umidas com cerca de 40% de proteina, a base de
farinha de peixe, carne de peixe e de lula, com uma frequéncia alimentar
similar & do presente estudo. No entanto, os valores de incremento de
peso diario verificado para o robalo-flecha neste trabalho (2,23g/dia)
foram superiores aos observados por FRAGA et al. (2006) (0,82 g/dia)
para espécie, mas no caso examinado por estes autores inclui-se
periodos de baixa temperatura. TAYLOR et al. (2000) relatam que
exemplares do robalo-flecha criado em tanque estuarino na Florida,
alimentados com lula, peixe e racdo de truta, cresceram em relagdo ao
comprimento médio cerca 26 mm em 13 meses, incluindo o inverno, no
presente estudo para periodo avaliado (9 meses), o aumento no
comprimento total meédio observado foi de 39 mm.

Segundo MOURENTE et al. (2002), peixes marinhos geralmente
acumulam grandes depositos de lipidio durante a maturacdo gonadal
sexual, usado como energia metabolica durante a migragdo e mobilizado
pelas fémeas no desenvolvimento dos ovocitos. Para TOCHER (2003),
os acidos graxos ndo sdo apenas as principais fontes de energia
metabolica para crescimento dos ovocitos, eles sdo também a principal
fonte de energia para a reproducao. A importancia dos acidos graxos em
dietas experimentais foram examinadas com sucesso para reprodutores
de peixes marinhos como o pargo-europeu, Sparus aurata
(FERNANDEZ-PALACIOS et al., 1995; 1997; ALMANSA et al.,
1999) o robalo-europeu, Dicentrarchus labrax (BELL et al., 1997,
BRUCE et al., 1999; ASTURIANO et al.,, 2001) e o linguado do
Atlantico, Hippoglossus hippoglossus (MAZORRA et al., 2003). O
comportamento alimentar dos peixes no presente estudo foi considerado
adequado, visto a aparente condi¢do de ganho de peso e comprimento,
similar ou superior, ao observado em trabalhos prévios para espécie
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(TAYLOR et al., 2000; FRAGA et al., 2006; REYES et al., 2004).
Outro critério importante em relacao a qualidade da ragdo utilizada neste
trabalho, sdo os resultados obtidos para maturacdo, desova e boa
qualidade das larviculturas realizadas com o robalo-peva, C. parallelus
em Santa Catarina (CERQUEIRA and TSUZUKI, 2009). Portanto, ¢
bastante provavel que a dieta fornecida seja apropriada ¢ que nao tenha
sido a principal causa da dificuldade na maturacao.

O fotoperiodo ¢ um dos fatores ambientais mais importantes na
reproducao, tanto que BROMAGE et al. (2001) o consideraram como o
principal fator “aproximador” da maturacao, provavelmente, associado a
temperatura, ao estado nutricional e a outros fatores, que atuando de
maneira “permissiva”’, dando sequéncia a matura¢ao. Para BOEUF and
LE BAIL (1999), a qualidade da fonte de luz deve ser adequada para a
espécie em estudo, de maneira que tanto a intensidade, quanto o tipo de
iluminacao, proporcionem um espectro adequado para que o animal
diferencie o claro do escuro, e com isso as condi¢cdes de fotoperiodo
possam ser controladas. O sistema de iluminagdo no presente trabalho
foi baseado na simulagdo do nascer do sol, passando de zero para 100 e
para 1000 Lux, e inversamente para o por do sol. Os valores simulados
de exposi¢do a luz foram de 10,6 hs em julho (inverno), até o maximo
de 13,8 hs em dezembro (verdo), ¢ decaindo até 10,7 hs, no més de
maio. ROBERTS (1987) examinou para espécie fotoperiodos de 8 hs de
luz para 16 de escuro, 16 hs de luz para 8 de escuro e 12 hs de luz para
12 de escuro por 120 dias, sendo os melhores resultados de maturagao
dos animais verificados com maior exposi¢ao de luz. HOLT and KLINE
(2009) comentam o emprego de fotoperiodo de 14 hs de luz no verdo e
de 10 hs luz no inverno, associado ao emprego do ciclo lunar natural foi
efetivo para maturagdo do robalo-flecha. RESLEY et al. (2009)
empregando fotoperiodo de 12 hs de luz, por dois meses no inverno; 13
hs de luz, por um més na primavera, seguido por 14 a 15 hs de luz no
resto do verao, associados também ao ciclo lunar, também conduziram a
resultados positivos na maturagdo da espécie. Os autores comentam que
no total 1000 unidades de luz foram utilizadas no conjunto (luz do dia e
ciclo lunar). Diferentemente dos trabalhos citados, apenas nao
utilizamos ciclo lunar no experimento, mas maiores estudos sdo
necessarios para saber o quanto a simulagdo do ciclo lunar pode ser um
fator realmente decisivo na maturacao da espécie em cativeiro. Desta
forma acreditamos que também ndo tenha sido o uso do fotoperiodo
lunar o diferencial em relagdo ao presente trabalho.

PANKHURST and PORTER (2003) propuseram que o
desenrolar dos eventos reprodutivos nos peixes tropicais depende muito
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mais de mudancas na temperatura do que do fotoperiodo. Isto também
foi sugerido para o robalo-flecha por TAYLOR et al. (1998), que
verificaram um aumento no indice gonadossomatico a medida que a
temperatura da dgua e o fotoperiodo aumentavam no litoral da Florida.
YANES-ROCA (2006), trabalhando também no litoral da Floérida,
verificou uma redu¢dao no nimero de capturas de robalo-flecha maduros
em anos em que a temperatura da agua no periodo de desova foi inferior
a 25°C. Na condugdo do presente experimento, a elevagdo da
temperatura da agua at¢ 26 + 0,5 °C (T2), baseou-se nos valores
encontrados para a dgua do mar captada para o laboratorio durante o
verdao, como pode ser observado no aumento gradual ocorrido na
temperatura da 4gua do outro tratamento (T1). No litoral da Florida,
ROBERTS (1987) utilizou um sistema de recirculacdo de agua fechado
para reprodutores de robalo-flecha, com temperatura constante de 27 °C
por um periodo de 120 dias, mas sem conclusiva maturacdo das
gonadas. HOLT and KLINE (2009) verificaram que temperatura da
agua de 21°C durante o inverno ¢ 28°C no verdo foram efetivas para
maturacao da espécie. RESLEY et al. (2009) utilizaram variagdes de
temperatura da dgua de 24°C no inverno, 26°C na primavera ¢ 28°C no
verdo, com efetivos resultados de maturag¢ao da espécie. Talvez, a chave
das variaveis aplicadas possa realmente estar associada ao emprego de
maiores temperaturas nas diferentes fases de manutencdo dos
reprodutores.

Apesar das dificuldades, a taxa de maturacdo total ou nimero de
machos espermiando dos reprodutores foi de 85%, ou seja, 40% a mais
do que no periodo reprodutivo anterior (verdo de 2005/2006), indicando
uma possivel melhora nas condigdes ambientais utilizadas no presente
experimento.

Com respeito as fémeas, apenas um exemplar, que ndo tinha o sexo
determinado no periodo reprodutivo anterior, foi identificado
efetivamente. A dificuldade encontrada em relagdo a pequena
quantidade de reprodutores femininos no plantel, pode ser justificada
por se tratar de uma espécie protandrica, confirmado por (TAYLOR et
al., 2000) que verificaram a reversao sexual para espécie em condi¢des
de confinamento em taxas bastante reduzidas (3% da populagao
examinada). A selecdo de animais selvagens reconhecidamente fémeas
pode ser uma medida bastante importante na renovagdo do plantel
reprodutores atualmente utilizado

A maior producdo espermatica, em volume de sémen e nimero de
machos espermiando foram observadas no més de marco. SOLIGO et
al. (2008) induziram o robalo-flecha com o horménio LHRHa, no
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comego de janeiro de 2006 e constataram um reduzido volume de sémen
do robalo-flecha. E possivel que as condi¢des do inicio do verdo ndo
fossem ainda as ideais.

Segundo TRIPPEL (2003), estudos com machos sdo bem menos
numerosos que os das fémeas, mas vem aumentando na ultima década, o
autor em trabalho de revisdo descreve caracteristicas importantes ligadas
a sucesso reprodutivo para machos, ¢ apresenta citagdes de producado
espermadtica consistente para peixes marinhos como o bacalhau, Gadus
mohua, que pode produzir 125 mL de s€émen (TRIPPEL and NEILSON,
1992), o linguado, Scophthalmus maximus que em cativeiro chega a
produzir 4,9 mL de s€émen para animais com 1,4 — 3,2 Kg (SUQUET et
al. 1994). Ja SORBERA et al. (1996) em ensaio sobre a agdo hormonal
prolongada do hormonio GnRHa para o robalo europeu, Dicentrarchus
labrax, obtiveram picos de até 3,9 mL de sémen/ Kg de peixe. Os
volumes de sémen obtidos no presente trabalho (o maior valor de 400
uL) poderiam indicar uma deficiéncia na espermatogénese destes
animais. Por outro lado, nem mesmo a utilizagdo do hormoénio LHRHa
foi capaz de estimular a produg¢dao de sémen, prevalecendo o bloqueio.
Para ZOHAR and MYLONAS (2001), a maioria dos peixes criados em
cativeiro exibe alguma forma de disfuncdo reprodutiva, em fémeas,
existem frequentemente falhas para alcancar a maturagao final do
ovocito, ovulagdao e desova; enquanto que em machos a produgao de
sémen ¢ pequena e de baixa qualidade. Ainda, segundo os autores
problemas reprodutivos, sobretudo das fémeas, podem diminuir com a
domesticacdo dos animais, diminuindo inclusive a necessidade de
agentes hormonais.

Como conclusao, verificou-se que a maturacdo em cativeiro do
robalo-flecha ¢ bastante dificil, e poderia exigir um controle ambiental
distinto do que foi utilizado no presente trabalho, sobretudo com
respeito a temperatura. Apesar disso, o0 aumento na maturacao sexual
dos reprodutores em comparagdo ao ano anterior, bem como a maior
produgdo espermatica no més de margo, sdo informagdes importantes
para que se possa ter um maior controle do ciclo reprodutivo desta
espécie.

AGRADECIMENTOS:

Aos Técnicos e colegas de trabalho do Laboratério de Piscicultura
Marinha (LAPMAR), a Jos¢ Luiz Pedreira Mourifio pela ajuda nos
tratamentos estatisticos e a pesquisadora Patricia de Paiva pela leitura e
sugestoes.



61

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALMANSA, E.; JOSE PEREZ, M. CEJAS, J. R; BADIA, P;
VILLAMANDOS, J. E. ; LORENZO, A. 1999 Influence of
broodstock gilthead seabream (Sparus aurata L.) dietary fatty
acids on egg quality and egg fatty acid composition throughout
the spawning season. Aquaculture, 170: 323-336.

ALVAREZ-LAJONCHERE, L. e TSUZUKI, M.Y. 2008 A review of
methods for Centropomus spp. (snooks) aquaculture and
recommendations for the establishment of their culture in Latin
America. Aquaculture Research, 39: 684-700.

ASTURIANO, J.F.; SORBERA, L.A.; CARRILLO, M.; ZANUY, S.;
RAMOS, J.; NAVARRO, J.C.,; BROMAGE, N. 2001
Reproductive performance in male FEuropean sea bass
(Dicentrarchus labrax, L.) fed two PUFA-enriched experimental
diets: a comparison with males fed a wet diet. Aquaculture, 194:
173-190.

BELL, J. G.; FARNDALE, B. M.; BRUCE, M. P.; NAVAS, J. M,;
CARILLO, M. 1997 Effects of broodstock dietary lipid on fatty

acid compositions of eggs from sea bass (Dicentrarchus labrax).
Aquaculture, 149: 107-119.

BOEUF, G. e LE BAIL, P.Y. 1999 Does light have an influence on fish
growth? Aquaculture, 177: 129-152.

BROMAGE, N.; PORTER, M.; RANDALL, C. 2001 The
environmental regulation of maturation in farmed finfish with
special reference to the role of photoperiod and melatonin.
Aquaculture, 197: 63-98.

BRUCE, M.; OYEN, F.; BELL, G.; ASTURIANO, J. F.; FARNDALE,
B.; CARRILLO, M.; ZANUY, S.; RAMOS, J.; BROMAGE, N.
1999 Development of broodstock diets for the European Sea Bass
(Dicentrarchus labrax) with special emphasis on the importance
of n-3 and n-6 highly unsaturated fatty acid to reproductive
performance. Aquaculture, 177: 85-97.

CERQUEIRA, V.R. 2009 Spawning and larviculture of the fat snook
(Centropomus parallelus) and the common snook (Centropomus



62

undecimalis) in Brazil. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM
ON THE BIOLOGY AND CULTURE OF SNOOKS, 2,
Villahermosa, Mexico, 13-15/jul/2009, Resimenes...CD-ROM.

CERQUEIRA, V. R. e TSUZUKI, M. Y. 2009 A review of spawning
induction, larviculture, and juvenile rearing of the fat snook,

Centropomus parallelus. Fish Physiology and Biochemistry, 35:
17-28.

FERNANDEZ-PALACIOS, H.; IZQUIERDO, M. S.; ROBAINA, L.
VALENCIA, A.; SALHI, M.; VERGARA, J.M. 1995 Effect of
n-3 HUFA level in broodstock diets on egg quality of gilthead sea
bream (Sparus aurata L.). Aquaculture, 132: 325-327.

FERNANDEZ-PALACIOS, H.; IZQUIERDO, M. S.; ROBAINA, L;
VALENCIA, A.; SALHI, M.; MONTERO, D. 1997 The effect of
dietary protein and lipid from squid and fish meals on egg quality

of broodstock for gilthead seabream (Sparus aurata).
Aquaculture, v. 148: 233-246.

FERRAZ, E. M.; ALVAREZ-LAJONCHERE, L.; CERQUEIRA, V. R.;
CANDIDO, S. 2004 Validation of an ovarian biopsy method for
monitoring oocyte development in the fat snook, Centropomus

parallelus Poey, 1860 in captivity. Brazilian Archives of Biology
and Technology, Curitiba, 47(4): 643-648.

FRAGA, 1., REYES, R., ORTEGA, N.J., REGUEIRA, E., FONT, R.,
BRAVO, A. 2006 Desarrollo de un banco de reproductores de
Rébalo (Centropomus undecimalis, Bloch 1792): 1. Manejo del
alimento. In: CONGRESO IBEROAMERICANO VIRTUAL DE
ACUICULTURA CIVA, 4, p. 1-9, 2006. Comunicacion
Cientifica. Disponivel em: http://www.civa2006.org. Acesso em:
20 set. 2007.

HARVEY, B.J, and CAROLSFELD, J. 1993 Induced breeding in
tropical fish culture. I.D.R.C. Ottawa, Canada, 144 p.

HOLT, G. J. and KLINE, R. 2009 Culturing Texas snook — What we
have learned so far. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON
THE BIOLOGY AND CULTURE OF SNOOKS, 2,
Villahermosa, Mexico, 13-15/jul/2009, Restimenes...CD-ROM.



63

MAZORRA, C.; BRUCE, M.; BELL, J.G.; DAVIE, A.; ALOREND, E.;
JORDAN, N.; REES, J.; PAPANIKOS, N.; PORTER, M.
BROMAGE, N. 2003 Dietary lipid enhancement of broodstock
reproductive performance and egg and larval quality in Atlantic
halibut (Hippoglossus hippoglossus). Aquaculture, 227: 21-33.

MOURENTE, G.; MEGINA, C.; DIAZ-SALVAGO, E. 2002 Lipids in
female northern bluefin tuna (Thunnus thynnus L.) during sexual
maturation. Fish Physiology and Biochemistry, 24: 351-363.

PANKHURST, N.W. and PORTER, M.J.R. 2003 Cold and dark or
warm and light: variations on the theme of environmental control
of reproduction. Fish Physiology and Biochemistry, v. 28, p. 385—
389.

RESLEY, M.; MAIN, K.; STUBBLEFIELD, J. 2009 An overview of
common snook (Centropomus undecimalis) broodstock
maturation and spawning research in  Florida. In:
INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON THE BIOLOGY AND
CULTURE OF SNOOKS, 2, Villahermosa, Mexico, 13-
15/jul/2009, Resumenes...CD-ROM.

REYES, R.; RAMOS, D.; FRAGA, 1.; GALINDO, J.; ORTEGA, N.
2004 Creacion de un banco de progenitores de Roébalo
Centropomus undecimalis, Bloch. Evaluacion de alimentos
artificiales. In. CONGRESO IBEROAMERICANO VIRTUAL
DE ACUICULTURA - CIVA, p. 814-820, 2004. Comunicacion
Cientifica... Disponivel em: <http://www.civa2004.org> Acesso
em: 10 marco 2006.

ROBERTS Jr. and. R. 1987 Induced maturation and spawning of
common snook, Centropomus undecimalis. In. ANNUAL GULF
AND CARIBBEAN FISHERIES INSTITUTE, 38., Trois-Islets,
Martinique, 1985,Proceedings... p. 222-230, Miami, Florida
1987.

SANCHEZ, A.; GOMEZ, LM.; GARCIA, T.; SUAREZ, CR;
GAXIOLA, G. 2002 Maturation and spawning of common snook:
First experiences in Southeast Mexico. World Aquaculture
Magazine, 33(1): 62-65.



64

SANCHEZ-ZAMORA, A. 2009. Status of the common snook
reproduction in captivity at UMDI, UNAM, Sisal, UNAM,
Yucatan, México. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON
THE BIOLOGY AND CULTURE OF SNOOKS, 2,
Villahermosa, Mexico, 13-15/jul/2009, Restimenes...CD-ROM.

SOLIGO, T.A.; FERRAZ, E.M.; CERQUEIRA, V.R.; TSUZUKI, M.Y.
2008 Primeira experiéncia de indug¢do hormonal, desova e
larvicultura do robalo-flecha, Centropomus undecimalis no Brasil.
In: Topicos especiais em biologia aquatica e aqiicultura II.
Edigao José Eurico Possebon Cyrino, Jodo Donato Scorvo Filho,
Luis André Sampaio e Ronaldo Olivera Cavalli — Sociedade
Brasileira de Aqiiicultura e Biologia Aquatica. Jaboticabal, 2008.
p. 143 —152.

SORBERA, L.; MYLONAS, C. C.; ZANUY, S.; CARRILLO, M,;
ZOHAR, Y. 1996 Sustained administration of GnRHa increases
milt volume without altering sperm counts in the sea bass. The
Journal of Experimental Zoology, 276: 361-368.

SUQUET, M; BILLARD, R.; COSSON, J.; DORANGE, G
CHAUVAUD, L.; MUGNIER, C.; FAUVEL, C. 1994 Sperm
features in turbot (Scophthalmus maximus): a comparison with
other freshwater and marine fish species. Aquat. Living Resour. 7:

283-294.

TAYLOR, R.G.; GRIER, H.J.; WHITTINGTON, J.A. 1998 Spawning
rhythms of common snook in Florida. Journal of Fish Biology,
53:502-520.

TAYLOR, G.T.; WHITTINGTON, J.A.; GRIER, H.J.; CRABTREE,
R.E. 2000 Age, growth, maturation, and protandric sex reversal in
common snook, Centropomus undecimalis, from the east and

west coast of South Florida. Fishery Bulletin, 98: 612-624.

TRIPPEL, E.A. e NEILSON, J.D. 1992 Fertility and sperm quality of
virgin and repeat-spawning Atlantic cod (Gadus morhua) and
associated hatching success. Can. J. Fish. Aquat. Sci., 49: 2118-
2127.



65

TRIPPEL, E.A. 2003 Estimative of male reproductive success of marine
fishes. J. Northw. Atl. Fish. Sci. 33: 81-113.

TOCHER, D.R. 2003 Metabolism and functions of lipids and fatty
acids in teleost fish. Reviews in Fisheries Science, 11 (2): 107-
184.

YANES-ROCA, C. 2006 Hunsbandry and larval rearing of common
snook (Centropomus undecimalis). Stirling, Scotland. 271 p.
(Tese de Doutoramento em Phylosophy Institute of Aquaculture,
University of Stirling, Scotland).

ZOHAR, Y. e MYLONAS C. C. 2001 Endocrine manipulations of
spawning in cultured fish: from hormones to genes. Aquaculture,
197: 99-136.



66

CAPITULO III — INDUCAO DA MATURACAO SEXUAL DO
ROBALO-FLECHA, Centropomus undecimalis EM CATIVEIRO:
APLICACAO DE DIFERENTES PROTOCOLOS DE INDUCAO
HORMONAL E DIFERENTES INDUTORES HORMONAIS (17 a
MT, LHRHa, HCG e FSH)

Revista: Modelo usado Boletim do Instituto de Pesca
Enviado para publicacao:



67

INDUCAO DA MATURACAO SEXUAL DO ROBALO-FLECHA,
Centropomus undecimalis EM CATIVEIRO: APLICACAO DE
DIFERENTES PROTOCOLOS DE INDUCAO HORMONAL E
DIFERENTES INDUTORES HORMONAIS (17 o MT, LHRHa, HCG
e FSH).

Eduardo de Medeiros FERRAZ '*; Vinicius Ronzani CERQUEIRA *

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi examinar diferentes protocolos hormonais
na maturagao do robalo-flecha Centropomus undecimalis. Experimentos
foram conduzidos para dois ciclos reprodutivos consecutivos. Em
2007/2008, 54 reprodutores (peso 2818 = 566 g e comprimento 671 + 41
mm) foram induzidos: (1) implantes 17o MT; (2) implante 17a MT +
implante LHRHa e (3) implantes sem hormonio (controle). No més de
mar¢o, um més apos os implantes, os tratamentos 17a MT e controle
tinham 100% de machos e 17aMT+implante LHRHa 89% eram
machos. Nao foram observadas diferengas para os tratamentos 1,2 e 3,
no més de margo, respectivamente para espermiacao (78, 78 ¢ 61%) e
volume de sémen (22, 37 ¢ 18 ulL) entre os tratamentos € o controle.
Duas fémeas foram identificadas com ovdcitos ndo vitelogénicos. Em
2008/2009, 36 reprodutores distribuidos (peso médio 3040 + 578 g e
comprimento 685 + 39 mm) foram induzidos com terapia cronica: (1)
cinco doses de HCG/semana; (2) duas doses de FSH/semana + trés
doses de HCG/semana e (3) cinco doses de solugdo salina
(controle)/semana. Fémeas foram submetidas a cinco doses de
HCG/semana e dose definitiva na sexta semana. Os tratamentos ndo
foram efetivos em melhorar a maturagao dos machos, indicado por um
fraco desempenho para espermiacdo e s€émen coletado. Mas uma das
fémeas, apresentou ovocito vitelogénico (150 um). Os resultados para os
dois ciclos reprodutivos analisados indicam um complexo bloqueio
reprodutivo para a espécie, mas que outros tratamentos hormonais
podem ser examinados para a maturacdo da especie.

Palavras-Chave: Centropomus undecimalis, maturagdo, implante
hormonal, dose cronica, 17 a metiltestosterona, LHRHa, FSH, HCG.
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INDUCTION OF SEXUAL MATURATION OF COMMON SNOOK,
Centropomus undecimalis IN CAPTIVITY: APPLICATION OF
DIFFERENT PROTOCOLS OF INDUCTION HORMONAL AND
DIFFERENT INDUCTORS HORMONALS (17 o MT, LHRHa, HCG
and FSH).

ABSTRACT

The objective of this work was to examine different hormonals
protocols in the maturation of common snook Centropomus
undecimalis. Experiments had been lead for two consecutive
reproductive cycles. In 2007/2008, 54 broodstocks (weight 2818 = 566 g
and 671 length = 41 mm) had been induced: (1) 1700 MT implantations;
(2) implantation 17 oo MT+ LHRHa implantation and (3) implantations
without hormone (control). In March, one month after the implantations,
17a MT treatments and control had 100% of males and 89% in 17a0 MT
+ implantation LHRHa was male. Differences for treatments 1,2 and 3
had not been observed, in the month of March, respectively for
espermiation (78, 78 and 61%) and amount of milt (22, 37 and 18 pL)
between the treatments and the control. Two females had been identified
with not vitellogenic oocytes. In 2008/2009, 36 bloodstocks (average
weight 3040 = 578 g and 685 length = 39 mm) they had been induced
with chronic therapy: (1) five doses of HCG/week; (2) two doses of
FSH/week + three doses of HCG/week and (3) five doses of saline
solution (control)/week. Females had been submitted the five doses of
HCG/week and definitive dose in the sixth week. The treatments had not
been effective in improving the maturation of the males, indicated for a
weak performance for espermiation and collected milt. But, one of the
females presented vitellogenic oocytes (150 um). The results for the two
analyzed reproductive cycles indicate a complex reproductive blockade
for the species, but that other hormonals treatments can be examined for
the maturation of the species.

Key words: Centropomus undecimalis, maturation, hormone implant,
chronic therapy, 17 a metyltestosterone, FSH.
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1- INTRODUCAO

O processo de confinamento de reprodutores de peixes ocasiona
falhas no processo de maturacdo e desova para varias espécies de
cultivo, decorrentes de mudancas bidticas e abidticas em funcao da nova
estrutura de manutengdo (BROMAGE et al., 2001). Muitas vezes, a
utilizagdo de indutores hormonais, que atuam no ciclo reprodutivo ¢
suficiente para solucionar a maioria das disrupturas verificadas. Por
outro lado, ZOHAR ¢ MYLONAS (2001) comentaram que espécies do
género Aguilla em condigdes de cativeiro apresentaram falhas severas
no ciclo reprodutivo, onde as fémeas ndo alcangam a vitelogénese e os
machos a espermatogénese. Contudo, protocolos desenvolvidos para
enguia japonesa, Anguilla japonica, baseados na aplicagao de multiplas
doses de hormonios gonadotroficos, foram efetivos para induzir a
maturacdo e desova da espécie, apesar do grande estresse ocasionado
aos animais resultante do manejo excessivo (OTHA et al., 1997).

O emprego de novas tecnologias para a indu¢ao hormonal, e de
indutores hormonais cada vez mais potentes e especificos, tem mostrado
ser essa a provavel solu¢do para a maturacdo e desova para algumas
espécies de peixes marinhos de interesse para o cultivo. Segundo
MYLONAS e ZOHAR (2001), protocolos para maturacdo e desova
foram desenvolvidos a partir de sistemas de liberacdo prolongada, que
ajudam na permanéncia de hormoénios reprodutivos na circulagdo
sanguinea do animal.

O robalo-flecha, C. undecimalis em condi¢des de cativeiro,
apresenta problemas semelhantes aos observados para espécies do
género Anguilla. Sua reproducdo, na maioria das vezes ¢ feita com a
captura de reprodutores selvagens maduros. No Brasil, SOLIGO et al.
(2008) verificaram limitada produgao de s€émen de animais mantidos em
cativeiro e induzidos a maturagdo com o hormodnio liberador do
hormoénio luteinizante, observando baixa fertilizagdo. FERRAZ e
CERQUEIRA (2010 no prelo) verificaram o mesmo problema para
animais mantidos em diferentes regimes de temperatura.

O objetivo do presente trabalho foi de avaliar a maturagao do
robalo-flecha em condi¢des de cativeiro com o emprego de diferentes
hormoénios, com base na liberagdo prolongada a partir de matrizes de
elastomero, e também em protocolos com multiplas injegdes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Os individuos € seu sistema de confinamento
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Foram utilizados robalos-flecha juvenis capturados no litoral da
Bahia (municipio de Santo Amaro) e transportados para as instalagdes
do Laboratorio de Piscicultura Marinha (LAPMAR) da Universidade
Federal de Santa Catarina, no municipio de Florianopolis — SC, em
1999. Os animais foram criados em tanques-rede em viveiro com agua
salobra e influéncia de maré. Foram alimentados com ra¢ao comercial
para peixes carnivoros (40-50% de proteina).

Foram transferidos no ano de 2003 para tanques de concreto de
8.000 L com 4gua marinha (35-36%o) e sistema de filtragem biologica
interno, localizados no interior de duas salas utilizadas na manuteng¢ao
de reprodutores, no LAPMAR. Estas salas foram adaptadas para operar
com sistema de controle do fotoperiodo natural simulado (FNS) desde
julho de 2006 em relacdo a dados obtidos para a regido (Latitude:
27°36°S, Longitude: 48°37°W, fonte EPAGRI). A intensidade luminosa
obtida na superficie da agua foi de 1000 Lx utilizando 4 lampadas
fluorescentes de 32 W .

O alimento consistia de 50% de um produto comercial seco
(fish breead M INVE® Alimentos) e 50% de parte tmida (30% sardinha
moida e 20% de lula moida). A taxa de alimentacao foi de 1% do peso
vivo por dia, de trés a cinco vezes por semana.

A temperatura (°C), a salinidade (%o0) € o oxigénio dissolvido
(mg L") foram medidos diariamente, ¢ a aménia total (mg L) e o pH,
duas vezes por semana. Os valores observados no periodo foram,
respectivamente, de: temperatura 20,5 — 27,7 °C, salinidade 35 — 36 %o,
pH 8.0, oxigénio 4,7 — 7,2 mg L'e aménia 0-0,23 mg L

2.2 Desenho experimental:

2.2.1 O uso de 17 a-metiltestosterona (MT) e do hormonio liberador do
horménio luteinizante (LHRHa).

54 reprodutores foram utilizados no periodo reprodutivo do verao
2007/2008 de novembro a abril, com peso médio = 2.818,0 £ 566,0 g e
comprimento médio = 671,0 + 410,0 mm, identificados através de
microchip eletronico (AVID). Estavam distribuidos em seis tanques de
8000 L (3,1 kg.m’3), com renovagdo de agua marinha (1 L/10 s) e
aeragdo constante. No inicio do experimento, um individuo identificado
como fémea no periodo reprodutivo anterior foi acrescentado em um dos
tanques e nao foi submetido ao tratamento hormonal.
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Peletes foram moldados com o elastomero (Silastic® MDX4-
4210 Biomedical Grade Elastomer Dow Corning) com auxilio de
“paillets” de inseminagdo artificial de 0,5 mL. Os hormdénios LHRHa e
1 7a-metiltestosterona foram misturados separadamente ao elastdmero e
ainda na forma liquida aspirados para as “pailets”. Hastes cilindricas dos
horménios foram moldadas e seccionadas em fun¢dao do peso de cada
reprodutor. Algumas hastes foram moldadas com o elastomero sem o
hormonio.

Os reprodutores foram submetidos a trés tratamentos
hormonais: 1) implantes com 17o-metiltestosterona (4 mgkg™') +
implantes sem hormonio, 2) implantes com 17a-metiltestosterona (4
mg.kg') + implante com LHRHa (50 pgkg') e 3) implantes sem
hormonio (controle). A dose usada para 17 a-metiltestosterona teve
como base o trabalho de HASSIN et al. (2000) e a dose de LHRHa foi a
utilizada para desova do robalo-peva (FERRAZ et al., 2002).

Os implantes do elastomero foram colocados no inicio de
fevereiro, para tanto os animais foram sedados com benzocaina (60
mg.L™") e submetidos a uma incisdo com bisturi na regiio abdominal,
proximo da nadadeira peitoral. Os peletes foram introduzidos na
cavidade abdominal com auxilio de uma pinca de ponta fina e curva.
Para a definicdo das dosagens dos hormoénios, utilizou-se o peso dos
animais obtido no més de dezembro, e as hastes cilindricas de cada
hormonio foram cortadas e pesadas para se obter a quantidade desejada.

2.2.2 O uso do hormdnio gonadotréfico coridnico humano (HCG) e do
horménio foliculo estimulante (FSH).

No periodo reprodutivo do verdo 2008/2009, 46 animais foram
redistribuidos (peso médio = 3040,0 + 578,0 g e comprimento médio =
685,0 = 390,0 mm) em seis tanques de 8000 L de capacidade (sete ou
oito por unidade 2,8 kg.m™) como descrito no experimento anterior.

Destes, 36 machos foram selecionados ¢ submetidos a trés
tratamentos hormonais, que iniciaram em 15/02/09: 1) doses semanais
de HCG (250 ULkg™") por quatro semanas e uma dose definitiva de 500
UI (HCG) na quinta semana, denominado de tratamento (HCG), 2) dose
de FSH de 1,5 mgkg" (Folltropin-V Bioniche — Canad4) e na semana
seguinte mais uma dose de 2,5 mg.kg'l, nas trés semanas seguintes
foram aplicadas doses de HCG (250, 250 ¢ 500 ULkg"), denominado
tratamento (FSH e HCG), 3) tratamento (controle), os animais foram
induzidos apenas com solucao salina em todas as semanas conforme os
tratamentos anteriores. Trinta ¢ seis horas apods a aplicacdo da ultima
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dose, os animais foram examinados para verificagdo de evolugdo do
desenvolvimento das gonadas.

As duas unicas fémeas do plantel foram submetidas a doses
semanais de HCG (250 ULkg™") por cinco semanas consecutivas ¢ uma
dose definitiva de 500 ULkg ™' na sexta semana.

Para administracao dos hormonios, os animais foram anestesiados
com benzocaina (60 mg.L™") e a injecdo foi aplicada na regido dorsal da
musculatura acima da linha lateral. Para definicdo das dosagens,
utilizou-se o peso obtido no més de fevereiro.

2.3 Analise do desenvolvimento gonadal dos reprodutores

Os individuos foram anestesiados com benzocaina (60 mg L'l),
para determinag¢dao do comprimento total (C) em centimetros € do peso
(P) em gramas (0,01 g). O fator de condi¢ao (K) foi calculado como
(P(g)/C(cm)’) x 100.

O mesmo critério foi adotado para analise do desenvolvimento
gonadal para os dois periodos reprodutivos analisados: para machos a
liberacdo de sémen, ¢ no caso das fémeas a coleta de ovodcitos. Os
animais anestesiados foram massageados na regido ventral, no sentido
cranio-caudal, para verificar a liberacdo de sémen na papila genital.
Uma seringa hipodérmica de 1 mL foi utilizada para medicao do volume
espermatico. Volumes menores de sémen foram aferidos com seringa
com precisao em pulL (Hamilton 10uL).

Na auséncia de s€men, na expectativa de ser uma fémea, foram
realizadas biopsias com catéter plastico (0,8 mm de didmetro interno),
inserido no gonoduto (FERRAZ et al., 2004). O material coletado foi
examinado em estereomicroscopio. Havendo ovocitos, foi feita uma
medi¢ao do seu diametro. A partir do nimero de individuos maduros em
cada amostragem foi calculada a taxa de maturagdo sexual, em
porcentagem.

2.4 Analise dos dados

Os diferentes tratamentos hormonais foram examinados para o
periodo reprodutivo compreendido entre outubro de 2007 a maio de
2008 para o primeiro experimento e¢ de fevereiro de 2009 a margo de
2009 no segundo experimento. Os parametros de comprimento médio
(mm), peso médio (g) e fator de condicdo foram comparados pela
analise de medidas repetidas (ANOVA). Diferencas entre as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey. As médias sdo apresentadas + o
desvio padrao (dp). Os dados de porcentagem de machos identificados e
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machos espermiando observados no plantel foram transformadas para
valores de arco-seno, para posterior aplicagdes andlise de medidas
repetidas (ANOVA). Os volumes de sémen foram avaliados pela anélise
ndo paramétrica de Kruskal-Wallis. O aplicativo Statistica® 7.0 foi
utilizado para as analises.

3. RESULTADOS

Experimento (2.2.1).

Os dados de crescimento foram similares aos observados no
periodo reprodutivo anterior (FERRAZ e CERQUEIRA, 2010 no prelo).
Por outro lado, foi nitida a influéncia do manejo dos animais no
momento da aplicagdo dos peletes de elastomero, ocasionando uma
diminuicao da ingestdo alimentar por mais de uma semana. Entretanto,
este manejo foi 0 mesmo para todos os peixes.

Os graficos apresentados na Figura 1 mostram o desempenho
dos animais. Os tratamentos nao resultaram em diferencas significativas
(p>0,05) para os parametros: comprimento, peso ¢ fator de condicao.
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Figura 1. Comprimento total (A), peso (B) e fator de condi¢ao (C) +
desvio padrdo; para reprodutores do robalo-flecha C. undecimalis (n =
54) mantidos no verao 2007/2008.

A sobrevivéncia dos reprodutores no periodo foi de 98%, com a
morte apenas de uma matriz, ndo sendo ocasionada pelo emprego dos
tratamentos hormonais, mas por um evento relacionado ao retorno do
animal apds o emprego de anestesia.
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A taxa de maturagdo sexual foi definida pela presenga de
machos no plantel com sémen para o periodo estudado. Verificou-se
nesta etapa que 96,0 % do plantel eram de machos (Figura 2) em relagdo
aos 85,2% de individuos identificados anteriormente (FERRAZ e
CERQUEIRA, 2010 no prelo).
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Figura 2. Porcentagem de machos do robalo-flecha C. undecimalis no
periodo reprodutivo 2007/2008. O més de dezembro corresponde aos
animais previamente identificados no periodo reprodutivo 2006/2007.

O maior numero de machos espermiando foi observado no més
de margo (Figura 3) apds aplicacdo dos tratamentos hormonais. No
entanto, ndo se observou diferenca significativa em relagdo aos
tratamentos aplicados (p>0,05).
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Figura 3. Propor¢cdo de machos espermiando do robalo-flecha C.
undecimalis no verdao 2007/2008 antes e apds o implante com
hormoénios (17a MT, 17a MT + LHRH e controle).

Em relagdo ao volume de sémen, os maiores valores coletados
também foram observados no més de margo, apds a aplicagdo dos
tratamentos hormonais. No entanto, o maior volume individual foi
observado no més de abril em um peixe do grupo controle (200 uL). O
tratamento (17oc MT + LHRH) apresentou volume de s€émen maior que
os demais tratamentos no més de mar¢o conforme o observado na
Figura 4, no entanto nao foi verificada diferenca pela analise utilizada.
Os meses de marco e abril apresentaram o maior volume coletado de
sémen em relagdo aos valores observados em fevereiro no momento da
aplicacdo dos implantes, mas o tratamento 17cc MT em abril mostrou
valores similares ao de fevereiro.
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Figura 4. Volume de sémen obtido para o robalo flecha C. undecimalis
no verdo 2007/2008 (£ dp) antes e ap0Os aplicagdo dos tratamentos com
pelete de MDX4 (17a0 MT, 1700 MT + LHRH e controle) em
fotoperiodo natural simulado (FNS).

Além da fémea inicialmente estocada, mais uma fémea foi
identificada no periodo reprodutivo 2007/2008. No entanto, o material
coletado para os dois exemplares, ndo indicou a evolu¢ao dos ovdcitos
para um estagio mais avang¢ado de desenvolvimento. O didmetro médio
amostrado ficou ao redor de 60 um (Figura 5), similar ao observado no
periodo reprodutivo anterior. O aspecto translicido deste material
indicou ndo estar ocorrendo o actimulo de vitelo caracteristico do
ovocito em desenvolvimento.
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Figura 5. Amostra de ovocitos coletada de uma fémea de robalo-flecha
C. undecimalis em marco de 2008. Barra = 100 micromeétros.

Experimento (2.2.2).

Dois peixes identificados como fémeas em periodos
reprodutivos anteriores foram induzidos por seis semanas consecutivas
com HCG, tiveram amostras coletadas apos cada indugdo. Na amostra
coletada antes da quarta inducdo de uma das fémeas foram observados
ovocitos com diametro aproximado de 150 um (Figura 6), indicando
vitelogénese. A outra fémea, apresentou apenas ovocitos similares ao
apresentado na Figura 5.
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Figura 6. Amostra de ovocitos coletada de uma das fémeas de robalo-
flecha C. undecimalis em marco de 2008 submetida a tratamento com
HCG. Barra = 100 micrometros.

As variacdes em crescimento para o periodo de fevereiro de
2009 a margo de 2009 sao apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Parametros de crescimento no verao 2008/2009

Parametros HCG FSH + HCG Controle
Peso inicial (g) 2934+ 156 3104+ 133 2902 +277
Peso final (g) 2949 + 163 3132+108 2932 +275

Comprimento inicial (mm) 680 £ 17 698 £+ 20 678 £25
Comprimento final (mm) 689 + 17 701 + 14 686 + 27
Fator de condig¢ao inicial 0,93+0,05 0,90=+0,05 0,93+£0,05
Fator de condicdo final 0,90+0,04 0,90+0,02 0,91 +0,03

Dos 36 machos de robalo-flecha utilizados no periodo
reprodutivo 2008/2009, cinco apresentaram em torno de 10 pL de
sémen, na primeira observacdo, antes do inicio do tratamentos
hormonais. Em margo, apos o exaustivo protocolo de indu¢do hormonal,
os volumes de s€émen observados ndo foram maiores em nenhum dos
animais. Dos quatro animais com espermia¢cdo no més de marco, apenas
um individuo do tratamento de FSH + HCG, ndo estava espermiando na
primeira observacdo em fevereiro. Os demais foram os mesmos que
estavam espermiando na primeira amostragem.



80

4. DISCUSSAO

Segundo BROMAGE et al. (2001), o fotoperiodo tem grande
importancia para animais de clima frio e temperado e¢ o melhor
desempenho reprodutivo pode ocorrer somente a partir do segundo ano
de adaptagdo ao sistema de simulacdo da iluminagao. ZOHAR e
MYLONAS (2001) relatamdizem que problemas reprodutivos podem
diminuir com o tempo de domesticacdo dos animais, chegando a
diminuir a intervencao através de agentes hormonais. Eles comentam,
ainda, que problemas reprodutivos sdo normalmente mais sé€rios em
reprodutores femininos, os mais graves conhecidos sdo os observados
para a enguia (género Anguilla), a qual, ¢ incapaz de alcangar a
vitelogénese e espermatogénese quando mantidas em cativeiro. O
sucesso obtido em anos recentes para a maturagdo em cativeiro da
enguia através de tratamentos cronicos com hormonios, pode ser uma
alternativa para o problema observado para as fémeas do robalo-flecha
no presente estudo.

Atualmente, tecnologias para aplicacdo hormonal estdo sendo
aprimoradas e sdo baseadas em implante de hormodnios imersos em
matrizes de colesterol, polimeros e elastomeros, a fim de se estender sua
liberacio (MYLONAS e ZOHAR, 2001). Os implantes liberam de
maneira gradual, os hormdnios imersos em sua matriz € com iSSO
mantém elevados os niveis da producdo dos hormoOnios sexuais na
circulacido do animal. No presente trabalho, os horménios 17 «
metiltestosterona ¢ LHRHa foram imersos no elastomero MDX4 e
implantados no més de fevereiro nos reprodutores masculinos.
HERNANDEZ-RAUDA e ALDEGUNDE (2002) utilizaram MDX4
com 17 a metiltestosterona (MT) em machos juvenis de truta arco-iris,
Oncorhynchus mykiss, e verificaram niveis elevados de testosterona no
plasma 20 dias apos o inicio do tratamento. Segundo ZANUY et al.
(1999), os esterdides sexuais podem atuar sobre a sintese e a liberagdo
do hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH), visto que a
testosterona (T) tem uma grande influéncia sobre o controle da secregao
de gonadotrofina (GtH), particularmente no final do ciclo reprodutivo. A
“T” pode estimular a secre¢dao de GtH in vivo, bem como aumentar o
conteudo de GnRH no cérebro e hipdfise, e a concentragao de GtH-II
(LH) na hipoéfise. Os autores verificaram para machos do sea bass,
Dicentrarchus labrax, um aumento de aproximadamente 10 vezes dos
niveis no plasma de GtH apos 15 dias do implante de T em relagdao aos
animais do grupo controle.
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No verdo 2007/2008, baseado na aplicagdo de indutores
hormonais através de implantes, verificou-se ligeira influéncia sobre os
pesos dos animais, que receberam os implantes com hormonio, em
relacdo aos do controle no més de marcgo. O fator de condi¢ao diminuiu
proporcionalmente em fun¢ao desta queda do peso para coleta de margo.
Os valores de fator de condi¢cdo foram semelhantes aos observados por
FRAGA et al (2006), em Cuba, e sdao idénticos aos observados para a
espécie por (FERRAZ e CERQUEIRA, 2010 no prelo) . Uma relagao
possivel para a queda do peso ¢ do fator de condicdo poderia ser
explicada pela propria producdo espermatica, visto que, no meés de
marco como esperado foram verificados os melhores resultados, tanto
para niumero de animais espermiando, como no aumento do volume de
sémen coletado. Peixes marinhos geralmente acumulam reservas durante
a maturagdo sexual antes do desenvolvimento das gonadas, esta reserva
¢ subsequentemente usada como energia metabodlica durante a migragao
(MOURENTE et al., 2002).

GRIER e TAYLOR (1998) verificaram que no
desenvolvimento dos testiculos do robalo-flecha capturados no litoral da
Flérida verificaram valores de peso e comprimento dos testiculos
bastante variaveis em dois anos consecutivos de coleta, com picos
descritos entre os meses de junho a agosto, no auge do verdao para aquela
latitude. Segundo os autores, o compartimento germinativo do testiculo
maduro tem uma estrutura lobular complexa, uma formagao
anastomosada lateral, em meio aos lobulos, que produz caminhos
multiplos para a saida do esperma. Isto poderia justificar em parte, a
dificuldade observada na liberacdo de sémen dos reprodutores no
presente trabalho. Em relagdo a maturagao principalmente dos machos,
no presente trabalho, trés critérios foram adotados: primeiro através da
taxa de maturacao sexual; verificada pela observagdao que 96,0 % dos
reprodutores eram machos com sémen em comparacdo aos 85,2%
observados em 2006/2007. Avanco da maturacdo para machos e fémeas
do peixe-leite, Chanos chanos sdo relatados por LEE et al. (1986a),
LEE et al. (1986b) com melhores resultados observados, apds implantes
de 170 metiltestosterona + LHRHa em comparagcdo ao implante de
LHRHa sozinho. Por outro lado, TAMARU et al. (1988), nao
verificaram diferengas no avanc¢o da matura¢ao de machos do peixe-leite
em relagdo ao controle apos tratamento com 17o- metiltestosterona +
LHRHa. HENRY et al. (1998) verificaram para salmdes masculinizados
que somente animais tratados com a testosterona + LHRHa foram
capazes de acelerar a maturacdo. Para o “striped bass”, Morone
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saxatilis, HASSIN et al. (2000) relataram que os niveis da unidade
BFSH (GtH-I) em machos sdo elevados no inicio da espermatogénese,
enquanto o pico da unidade BLH (GtH-II) ocorrem durante a
espermiacdao. Ainda para espécie HOLLAND ef al. (2002) mostraram
que tratamentos variando combinacdes de testosterona, GnRHa e
pimozida, através de sistemas de liberacao prolongada, ndo levaram ao
aumento no nimero de machos iniciando a matura¢ao, mas estimularam
a espermatogénese para juvenis. MCGUREN et al. (2005) descreveram
para o robalo-asidtico, Lates calcarifer, a obtencao de bons resultados
no avango da maturagdo para fémeas apos aplicagdo de pelete com
LHRHa, comentaram ainda que o emprego de pelete com 17a-
metiltestosterona para machos, resultou em boa desova confirmando a
eficiéncia dos tratamentos para machos e fémeas. Entretanto ¢
importante salientar que o robalo-asiatico ndo apresenta problema
evidente para a maturagdo em cativeiro, ao contrario do robalo-flecha C.
undecimalis.

O segundo critério foi em relagdo ao numero de animais
espermiando sendo que os resultados observados no més de marco, apds
aplicagdo dos tratamentos indicam uma resposta positiva para o uso dos
hormo6nios. No entanto, apesar ser maior nos tratamentos (17aMT e
17oMT + LHRHa), e o tratamento (17cc MT + LHRHa) ter mantido, o
maior nimero de animais espermiando no meés de abril, ndo foi
verificada diferenca em relacao ao grupo controle.

O volume de sémen coletado no periodo foi o terceiro critério
para avalia¢ao dos tratamentos hormonais. Apesar do tratamento 17 +
LHRHa ter apresentado os maiores volumes de sémen no més de margo.
No entanto, o volume de sémen no més de abril foi ligeiramente
superior para o tratamento controle. Os valores de produgao de sémen
verificados em marco foram muito baixos ¢ sdo bastante similares aos
encontrados por (FERRAZ e CERQUEIRA, 2010 no prelo).
SANCHEZ-ZAMORA (2009) comenta que o emprego de testosterona
para o robalo-flecha no M¢xico, ndo resultou também em melhora
significativa da producdo de sémen.

Dessa forma, a interpretacdo correta para o desempenho da
maturagdo no periodo, ¢ que ela foi pouco influenciada pelos
tratamentos hormonais, ligeiramente melhor para o tratamento baseado
no uso do esteroide sexual 170 metiltestosterona, associado ao
hormonio liberador do hormonio gonadotoéfico LHRHa.

No caso das fémeas avaliadas no periodo, nenhum tratamento
foi utilizado neste momento. Segundo YARON e SIVAN (2006), o
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GnRH produzido no hipotdlamo estimula a produg¢do do hormonio
foliculo estimulante (FSH), que promove a secre¢ao de estradiol 17 no
foliculo ovariano, este induz a producao de vitelogenina e coriongenina
pelo figado do animal. Dessa forma, pode-se imaginar que esta
sequéncia nao estd ocorrendo no caso das fémeas do robalo flecha nas
condi¢oes examinadas. Apesar da identificagdo de mais uma fémea no
plantel foi evidente a deficiéncia no processo da vitelogénese, o aspecto
translucido do material coletado indica ndo estar ocorrendo o acimulo
de vitelo necessdrio para alcancar estdgios mais avancados de
desenvolvimento. O material coletado das duas fémeas no periodo
mostraram didmetro médio dos ovoécitos ao redor de 60 um (Figura 5),
similar ao observado no periodo reprodutivo anterior e 2006/2007.

O segundo experimento utilizou a técnica de doses multiplas do
HCG conforme nos trabalhos feitos com machos da enguia japonesa,
Anguilla japonica (OHTA et al., 1997). Em cativeiro, a espécie tém
ovarios imaturos com ovocitos pré-vitelogenicos (YAMAMOTO e
YAMAUCHI, 1974) e testiculos imaturos com espermatogonias pré-
mitoticas (MIURA ef al., 1991) devido a uma deficiéncia na sintese de
gonadotrofina (GtH) (DUFOUR et al., 1983, 1988). A ativagdo da
sintese de GtH nesta enguia pode ser induzida somente pelo tratamento
com fatores exdgenos da hipofise (hormonios como o HCG) (NAGAE
et al., 1997). Esta informagdo poderia ser utilizada de maneira similar
para o robalo-flecha. Em relagdo as fémeas do presente trabalho, até o
momento, s6 foi detectada a presenca de ovdcitos em estagio pré-
vitelogénico. Desta maneira, o resultado observado no segundo
experimento, apos trés aplicacoes com HCG foi bastante interessante,
visto que se observou, pela primeira vez, a presenca de ovoécitos
vitelogénicos (Figura 6). Infelizmente, este resultado ndo se refletiu nas
amostragens seguintes. OHTA et al. (1997) obtiveram fémeas maduras
da enguia japonesa A.japonica, apoOs aplicagdes semanais (9-12
semanas) de extrato de hipofise de salmido (20 mg por peixe por
semana). PEDERSEN (2003) descreveu um protocolo de até 24
semanas de injecoes de extrato de hipofise de salmdo obtendo também a
maturacdo desta espécie. J4& VIDAL er al. (2004) verificaram para
enguia européia, Anguilla anguilla, que tratamento triplo com
testosterona, GnRHa e pimozida causou um aumento acentuado na
sintese de GtH e assim induziu o aumento dos niveis de vitelogenina no
plasma.

Este tipo de protocolo, baseado em multiplas doses hormonais,
pode ndo ser o mais adequado para peixes do porte do robalo-flecha. A
cada semana, os animais foram submetidos a manejos de troca de dgua
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dos tanques e anestesia para aplicagdo hormonal. Nas fémeas, ainda
realizou-se coleta de ovocitos antes de cada aplicagdo hormonal. O fato
dos machos nao terem respondido positivamente a este protocolo
poderia ser decorrente, pelo menos em parte, de todo este manejo.
Entretanto, resultados positivos para estimulacdo da espermiagao com
multiplas doses de hormdnio gonadotrofico foram obtidos para enguia
japonesa (OHTA et al., 1997) e para enguia européia (VIDAL et al.,
2004).

Como conclusdo para o primeiro experimento, a combinagao do
sistema de liberacdo prolongada e dos hormoénios incrementou a
produgdo de s€émen, mas ndo pode ser considerada a solucdo definitiva
para a maturagdo de machos do robalo-flecha.

No segundo experimento, o tratamento cronico com HCG
resultou na presenca de ovdcitos na fase inicial de vitelogénese em uma
das fémeas, mas nao foi suficiente para alcancar os estagios finais de
vitelogénese, maturacdo final e desova. Os tratamentos cronicos com
HCG tiveram pouco efeito nos machos examinados.

Os resultados do presente trabalho representam um significativo
avan¢o na obtencdao de machos maduros. Entretanto, também indicam
que novos protocolos para estimular a maturagao, sobretudo de fémeas,
deverao ainda ser desenvolvidos utilizando tanto fatores ambientais,
quanto hormonais.
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EFEITO DA TEMPERATURA DE CULTIVO SOBRE O
CRESCIMENTO E A PROPORCAO SEXUAL PARA ALEVINOS DE
ROBALO-PEVA Centropomus parallelus POEY, 1860.

Eduardo de Medeiros FERRAZ 2 ; Gledson Carlos Sobreira
CARVALHO 3; Ana Lucia Carneiro SCHAEFER 4; Massuka Yamane
NARAHARA'; Vinicius Ronzani CERQUEIRA’

RESUMO
Objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da temperatura sobre o
crescimento e a possivel mudanga na proporcdo sexual do robalo-peva
Centropomus parallelus. 540 peixes com 58 (DAE), peso médio 0,042 +
0,018 g e comprimento médio 16,3 = 2,7 mm foram distribuidos em
nove tanques de 80 L. As temperaturas 20, 25 e 30 °C foram
examinadas por um periodo de trinta dias, apos o que, a temperatura da
agua de todos os tanques foi ajustada para 26°C por mais dois meses.
Mensalmente, foram realizadas biometrias para determinacdo de peso
(g), comprimento (mm), fator de condi¢do (k) e taxa de crescimento
especifico (TCE). No final, os animais foram sacrificados e fixados para
histologia das gonadas. Na primeira etapa do experimento, 0os animais
mantidos nas temperaturas 25 e 30°C, apresentaram resultados
superiores (p<0,05) para comprimento, peso, € TCE em relacdo aos
mantidos em 20°C. Somente no final do experimento, apds o equilibrio
das temperaturas, o tratamento 30°C mostrou-se superior (p<0,05) em
relagdo a 25°C para peso, mas nao para comprimento, (K) e (TCE), os
animais da temperatura 20°C continuaram inferiores aos demais
tratamentos para todos os indices examinados. O efeito da temperatura
na mudanca da propor¢do sexual ndo pode ser identificado € nenhuma
fémea foi observada nos trés tratamentos. Nas condi¢des examinadas, a
temperatura de 30°C ¢ indicada para o cultivo de alevinos no tamanho
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estudado, mas outros ensaios sao necessarios para verificar a possivel
interacdo da temperatura em relacdo a mudanga da propor¢ao sexual.

PALAVRAS CHAVE: temperatura, crescimento, propor¢ao sexual,
robalo, Centropomus parallelus.
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EFFECTS OF REARING TEMPERATURE ON GROWTH AND SEX
RATION FOR FRY OF FAT SNOOK Centropomus parallelus POEY,
1860.

ABSTRACT

Objective of this work was to evaluate the influence of the temperature
on the growth and the possible change in the sexual ratio of fat snook.
Centropomus parallelus. 540 fish with 58 (DAH), average weight 0,042
+ 0,018 g and average length 16,3 £ 2,7 mm had been distributed in nine
tanks of 80 L. Temperatures 20, 25 and 30 °C had been examined by a
period of thirty days, after what, the temperature of the water of all the
tanks was adjusted for 26°C for more two months. Biometrias monthly
had been carried through, for determination of weight (g), length (mm),
condition factor (k) and specific growth ration (SGR). In the end, the
animals had been sacrificed and fixed for histological analysis of the
gonads. In the first stage of the experiment, the animals kept in
temperatures of the 25 and 30°C, had presented resulted better (p<0,05)
for length, weight, and TCE in relation to the kept ones in 20°C. Only in
the end of the experiment, after the balance of the temperatures, the
treatment 30°C revealed better (p<<0,05) in relation 25°C for weight, but
does not for length, (k) and (TCE), the animals of the temperature 20°C
had continued to show minor indices for all the treatments examined.
The effect of the temperature in the change of the sexual ratio cannot be
identified and no female was observed in the three treatments. In the
examined conditions, the temperature of 30°C is indicated for the
culture of fry in the studied size, but other assays are necessary to verify
the possible interaction of the temperature in relation to the change of
the sexual ratio.

KEY WORDS: temperature, growth, sex ratio, fat snook, Centropomus
parallelus.
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1- INTRODUCAO

A melhoria da producdo aquicola depende muitas vezes do
desenvolvimento de tecnologias capazes de aumentar a rentabilidade do
cultivo e podem ser obtidas pelo emprego de pequenas mudancas para a
escala produtiva. O ganho de peso de uma determinada espécie, por
exemplo, pode ser aumentado com o emprego de ragdes mais
adequadas, porém, isto pode depender, de condigdes favoraveis, como
temperaturas adequadas de manutengdo do organismo em cultivo.
Segundo JIAN et al. (2003), a temperatura da dgua ¢ considerada uma
das variaveis ambientais mais importantes por afetar diretamente o
metabolismo, consumo de oxigénio, crescimento e sobrevivéncia do
organismo. BALDISSEROTO (2002) sugere que a tolerancia,
preferéncia de uma espécie a variacdoes de temperatura pode ser
verificada na pratica pela exposicdo direta do organismo a diferentes
gradientes. IMSLAND et al. (1996) verificaram para o turbot,
Scophthalmus maximus de que juvenis com 25 a 75 g de tamanho
encontram nas temperaturas de 16 a 19 °C seu 6timo para crescimento e
ja em animais com 100 g ou mais esta faixa estd entre 13 a 16 °C. Desta
maneira, o entendimento de como a temperatura pode afetar o
crescimento € importante na escolha de espécie para o cultivo.

Candidato potencial para piscicultura marinha no Brasil, o
robalo-peva, Centropomus parallelus, possui distribui¢do tipicamente
tropical e subtropical, pela costa oriental americana, desde o sul da
Florida (EUA), passando pelo Golfo do México até Floriandpolis, sul do
Brasil (FRASER, 1978; RIVAS, 1986). Sao peixes bastante populares,
principalmente na costa do Brasil, pelo alto valor de mercado e
qualidade refinada da carme (CERQUEIRA 2002). No Brasil,
principalmente em Santa Catarina, desde inicio da década de 90, estdo
sendo desenvolvidos trabalhos sobre cultivo da espécie, sendo
verificados resultados promissores para reproducdo em cativeiro,
larvicultura e engorda (CERQUEIRA, 2002; ALVAREZ-
LAJONCHERE e TSUZUKI, 2008; CERQUEIRA e TSUZUKI, 2009,
CERQUEIRA, 2009). No entanto, em relacio a engorda, novas
informacgdes sobre o crescimento da espécie sdo necessarias para
consolidacdo do cultivo e devem ser investigadas de maneira a mitigar
esforgos para sua producao.

Atualmente, varios trabalhos relacionados ao robalo europeu
Dicentrarchus labrax, mostram a temperatura como importante
mecanismo para mudang¢a na propor¢do sexual, produzindo maior
nimero de fémeas. BLASQUEZ et al. (2009) comentam que nos
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vertebrados gonocoristicos a determinagao do sexo ocorre através de
dois principais mecanismos: determinagdo sexual do tipo genotipica,
definida a partir da informag¢do genética e determinagcdo sexual
dependente da temperatura (DST). A idéia de utilizar mecanismos para
mudar a proporcao sexual de sea bass, D. labrax deve-se ao fato de que
no cultivo intensivo, a producdo de machos € maior, sendo que muitos
exemplares desenvolvem-se sexualmente muito cedo, resultando em
peso corporeo de 18-40% menor (CARRILLO et al. 1995; BLAZQUES
et al., 1998). Desta forma, populagdes 100% f€meas sdo as mais
desejadas. No caso do robalo-flecha, Centropomus undecimalis, a
primeira maturacdo ocorre primeiro em machos do que em fémeas
(TAYLOR et al, 1998). Além disso, a espécie ¢ protandrica, primeiro
ocorrendo como macho com a formacao de testiculos que sao revertidos
para ovarios, tornando-se fémeas, dependendo da idade e tamanho
(TAYLOR et al., 2000). Esta informagdo ¢ pertinente também para o
robalo-peva, C. parallelus.

Desta maneira, o presente trabalho tem por objetivo verificar o
efeito de diferentes temperaturas no crescimento de alevinos do robalo-
peva, C. parallelus, mas principalmente identificar se a utilizagdo de
diferentes temperaturas de cultivo pode exercer papel na modulagao da
diferenciacdo sexual e, com isto, mudar a propor¢ao sexual em favor da
produgdo de um maior nimero de fémeas.

2 - MATERIAL E METODOS
2.1 Origem dos animais

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Piscicultura
Marinha (LAPMAR) da Universidade Federal de Santa Catarina em
Florianopolis, durante o periodo de margo a junho de 2008.

Os alevinos de robalo-peva, C. parallelus, com 58 dias apos-
eclosdao (DAE), obtidos através de reproducdo induzida, foram mantidos
em tanques de larvicultura com capacidade de 10,000 L, seguindo o
protocolo descrito por ALVAREZ-LAJONCHERE et al. (2002).

2.2. Delineamento experimental

No inicio do experimento, 540 peixes (comprimento total medio
= 16,3 £ 2,7 mm, e peso total médio = 0,042 £ 0,018 g) foram
distribuidos aleatoriamente em nove tanques de plasticos de 80 litros
(densidade de 0,75 peixe por litro) e aclimatados por um periodo de sete
dias. Uma outra parte deste lote com 50 animais e¢ 58 DAE, apds
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sedacio em solucdo de benzocaina (400 mg L) foi utilizada para
biometria inicial com a determinagdo de pesos corporeos individuais
com aproximacao até 0,01 g, ¢ o comprimento total milimetros (mm),
entdo fixados em solucdo de Davidson marinho sem acido acético. 24 hs
apés as amostras foram transferidas para alcool 70% para posterior
analise histologica.

O experimento constituiu-se de trés tratamentos em triplicata,
utilizando temperaturas 5°C abaixo e 5°C acima daquela do padrao para
larvicultura do robalo-peva em Santa Catarina. Desta forma, no primeiro
tratamento utilizou-se a temperatura da agua do mar igual a 20°C, no
segundo, 25°C e, no terceiro, 30°C. A manutencdo da temperatura da
agua em 20°C exigiu ajuste através da refrigeracdo da sala com ar
condicionado (aproximadamente 20°C). Para manter constante a
temperatura da agua dos trés tratamentos, foram utilizados aquecedores
de 200 W, com termostatos eletronicos, imersos na agua. Na segunda
etapa do trabalho, a temperatura da dgua de todos os tratamentos foi
ajustada para 26°C, que ¢ normalmente utilizada em trabalhos de
larvicultura do LAPMAR. Para isso, a temperatura do ar condicionado
da sala foi também controlada para 26° C. O fotoperiodo ajustado para o
experimento foi de 12 h Luz : 12 h Escuro, e simulado por lampadas de
mercurio acionadas por timer digital.

Os animais foram alimentados com racao comercial contendo
57% de proteina (INVE), sendo ofertadas particulas de 0,3 mm no
periodo de aclimatacdo e na primeira semana do experimento e, mescla
de 0,3 e 0,6 mm, nas trés semanas seguintes. O alimento foi ofertado até
a saciedade dos animais, sendo o arracoamento realizado, trés vezes ao
dia, em intervalos de quatro horas. Na segunda etapa do trabalho, os
animais dos tratamentos (25°C) e (30°C) passaram a receber ragao
comercial extrusada, especial para peixes carnivoros (supra carnivoros
40% de proteina), sendo os peletes partidos para obtengdo de
granulometria adequada (1,0 a 1,5 mm). Os animais do tratamento
(20°C) foram alimentados por mais duas semanas com racao INVE (0,6
mm) e farelo da ragdo da Supra carnivoros partida para aqueles dos
tratamentos (25°C) e (30°C). A partir da terceira semana, oS mesmos
foram alimentados com a mesma ragdo fornecida para os demais
tratamentos.

A qualidade da agua nas unidades experimentais foi mantida
pela manutencdo de aeragdo constante e renovagdao completa do volume
das unidades (80 L), maiores cuidados foram realizados, apds cada
alimentacdo, pela rapida eliminacdo dos restos de ragcdo e das fezes por
sifonamento.
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Os controles dos parametros fisicos e quimicos da &agua para
temperatura, oxigénio dissolvido e salinidade sdao apresentados na tabela
1.

Variaveis Tratamentos

T1(20°C) T2(25°C) T3 (30°C)

Temperatura da agua (°C) + 20,1 £0,6 252 +0,5 30,0+ 0,6
DP

Oxigénio dissolvido (mg.L’ 6,8 1,1 6,9 +1,1 7,1 £1,3
"+ DP

Salinidade (g.L™) 34-35 35 35

Tabela 1. Valores médios observados para parametros fisicos € quimicos
da agua na primeira etapa do experimento.

Durante o periodo experimental, nos meses de abril e maio, 15
animais por unidade experimental foram coletados, anestesiados em
benzocaina (40 mg L'l), medidos e pesados. Em junho, 150 dias apos a
eclosdo, todos os animais dos trés tratamentos foram sedados em
benzocaina (400 mg L) e sacrificados. Determinaram-se os pesos
corporeos individuais com aproximagdo at¢ 0,01 g, e o comprimento
total milimetros (mm). Posteriormente, os animais sacrificados foram
seccionados com auxilio de bisturi na regido da cabeca e da cauda
deixando, a por¢ao do abdémen que foi fixada em solucao de Davidson
marinho sem adi¢ao de acido acético, e colocada em tubos de Falcon de
15 mL. Apos 24 horas, retirou-se o material da solucdo de Davidson e
substituiu-se por solucao de alcool a 70%.

2.3 Preparacao histolégica:

Para andlise das estruturas gonadais sob microscopia Optica, o
material armazenado nos tubos Falcon teve a solucdo fixadora de
Davidson substituida, apds 24 horas, por alcool a 70%. Apos este
procedimento, foram submetidos as técnicas de rotina de inclusdo em
parafina e corte em microtomo. Os cortes de 5 um foram colocados em
laminas e corados com Hematoxilina de Harris e Eosina (HHE) e apds
este procedimento foram montados com laminula e a resina adesiva Erv-
Mount. Foram observados em microscopio Optico Olympus e
fotografados.
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2.4 Indices relativos as biometrias

Com os dados de peso e comprimento foram calculados fator de
condicao e taxa de crescimento.

- Taxa de crescimento especifico (TCE%): (InP2 x InP1) x
100/(t2-t1), onde P1 e P2 correspondem aos pesos dos peixes nos
tempos tl e t2, respectivamente, e (t2-t1) ¢ o niumero de dias entre
pesagens.

- Fator de condigao: (P(g)/C(cm)3) x 100, onde “P” ¢ o peso do
corpo em gramas ¢ “C” o comprimento total em centimetros.

Calculou-se ainda a taxa de sobrevivéncia utilizando-se os
dados de freqliéncia absoluta de individuos no inicio e final do
experimento

- Sobrevivéncia: S = (nf / ni1) x 100; onde nf € o niimero final de
animais € ni o numero inicial de animais.

2.5 Anélise estatistica

Os parametros de comprimento meédio (mm), peso médio (g) €
fator de condi¢ao foram comparados pela andlise de medidas repetidas
(ANOVA). Diferencas entre as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey ao nivel de significancia de 5%. As médias sdao apresentadas + o
desvio padrao (dp). Os dados de taxa de crescimento especifico foram
transformados para valores de arco-seno, para posterior aplicacdes
analise de medidas repetidas (ANOVA). Quando encontrada diferenca
significativa aplicou-se o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
O aplicativo Statistica® 7.0 foi utilizado para as analises.

3 —RESULTADOS

Na primeira etapa do experimento, em abril, os valores médios
de peso e comprimento total dos animais do (20°C) foram
respectivamente iguais a 0,24 = 0,09 g ¢ 27,3 £ 4,2 mm, sendo
significativamente inferiores (p< 0,05) em relacao aos do (25°C) (1,22 +
0,37 g € 49,5 £ 5,7 mm), e do (30°C) (1,89 = 0,55 g e 57,0 £ 5,7 mm).
No entanto, o valor do fator de condi¢do dos exemplares de (20°C) (1,12
+ 0,18) foi maior (p< 0,05) em comparagao ao de (25°C) (0,97 £ 0,05) e
de (30°C) (0,99 £ 0,06). Em relacao a TCE%, os individuos do (30°C)
apresentaram valores superiores (p< 0,05) (9,28 + 0,15 %) aos de (25°C)
(8,20 £ 0,21 %), que, por sua vez, foram maiores (p<0,05) que os do
(20°C) (4,21 £ 0,46 %) (Figura 1).
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Figura 1 — Peso (g) (A), comprimento total (mm) (B), fator de condi¢ao
(C) e TCE (%) (média £ DP) de juvenis do robalo peva, Centropomus
parallelus mantidos em (20°, 25° e 30°C) durante o experimento 150
DAE. Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os
tratamentos em cada tempo.

No final da segunda etapa do experimento, observaram-se
individuos de (30°C) mais pesados (6,87 £ 2,69 g), (p<0,05), em relacao
aos de (25°C) (5,38 +£ 2,10 g) e de (20°C) (2,41 £ 1,00 g). Quanto ao
comprimento, o mesmo resultado nao foi observado; apenas os
exemplares de (20°C) (64,2 £+ 9,3 mm) continuaram a ser
significativamente menor (p<0,05), do que os de (25°C) (82,9 £ 10,6
mm) ¢ de (30°C) (89,1 £ 11,2 mm). O valor do fator de condi¢ao
decresceu para o trés tratamentos, principalmente no més de junho,
sendo igual para os trés tratamentos (20°C) (0,87 £ 0,06), (25°C) (0,87
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0,05) e (30°C) (0,86 = 0,06). No caso da TCE%, observou-se também
diminui¢do nos valores, sendo que, no més de maio, os exemplares de
(20°C) mostraram taxas superiores (p<0,05) em relagdo aos de (25°C) e
(30°C); no final do periodo, ndo houve diferenga significativa entre os
trés tratamentos (20°C=2,14 £+ 0,67), (25°C=1,84 £+ 0,04) ¢ (30°C=1,83
+ 0,25) (Figura 1).

Em relacdo a taxa de sobrevivéncia, ndo foram verificadas
diferencgas significativas (p>0,05) entre os tratamentos, tanto na primeira
etapa do experimento, (20°C=98%), (25°C=97%) e (30°C=98%),
quanto no final (80%), (84%) e (79%) respectivamente.

Analise dos cortes histologicos dos individuos sob microscopia
optica indicou que no inicio do experimento (58 DAE), os mesmos nao
apresentavam estruturas semelhantes a formacdo dos primoérdios das
gonadas. Apds 150 DAE, verificou-se que as génadas encontravam-se
localizadas na cavidade peritoneal, abaixo da regidao do rim e acima do
tubo digestivo, fixadas geralmente a um tecido ligado a cavidade (figura
2 a e b). Foi observada a presenga de gonias, em organizagao tecidual,
permitindo a classificagdo em espermatogonias, ¢ formacdo de alguns
conjuntos de espermatogdnias na parte mais externa do testiculo (figura
2 c¢). Os animais menores, principalmente no tratamento (20°C),
apresentaram geralmente gonadas menores que foram consideradas
como indeterminadas devido a dificuldade na identificacdo de estruturas
presentes (figura 2 d).
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Figura 2 - Cortes histoldgicos de robalo-peva C. parallelus com 150
DAE.

a) Vista geral da cavidade peritoneal do animal mostrando o par de
gonadas (G); o rim (R) e a musculatura lateral (M).

b) Detalhe da gonada (G); ligada através de filamento a regido da
musculatura ventral (M).

c) Detalhe de um testiculo com presenca de espermatogonias (esp), na
regido mais periférica.

d) Detalhe de uma gonada primordial (P G) indeterminada.

Analisando-se a figura 3 observa-se que em todos os
tratamentos, a partir das classes de comprimento iguais a 60-69 cm, os
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individuos, na sua maioria, eram machos. Naqueles do tratamento
(20°C), que apresentavam comprimentos menores, as gonadas eram
indiferenciadas. O resultado final do exame histologico ndo permitiu
identificar nenhum sinal de mudanga na propor¢ao sexual da espécie,
em relacdo ao esperado. A propor¢ao sexual observada ¢ totalmente
favoravel para obtencdo de machos representados pelas barras
preenchidas do histograma, nos trés tratamentos. Os animais do
tratamento (20°C), e alguns animais do (25°C) indicaram um atraso na
diferenciacdo sexual, mostrado nas barras em branco do histograma, que
pode estar associado ao menor tamanho encontrado para os animais
nestes tratamentos (figura 3).
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Figura 3 — Numero de alevinos de robalo-peva C. parallelus com 150
DAE por classe de comprimento e por tratamento. As colunas em
branco representam individuos indiferenciados e, as demais os machos.
Em porcentagem correspondem a T1 (70% machos e 30%
indiferenciados), T2 (98% machos e 2% indiferenciados) e T3 (100%
machos).

4 — DISCUSSAO

Os principais objetivos do estudo foram verificar a influéncia de
diferentes temperaturas da agua sobre o crescimento € na propor¢ao
sexual do robalo-peva, Centropomus parallelus. No sul do Brasil, a
temperatura no inverno ¢ muito baixa e pode ser fator limitante na
sobrevivéncia e crescimento de varias espécies de peixe. Em
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experimento realizado no Espirito Santo com juvenis do robalo-peva,
AOKI et al. (2002) verificaram que a tolerancia térmica para a espécie
encontra-se por volta de 10,6° C. No litoral de Santa Catarina, a
temperatura da adgua atinge valores muito baixos durante todo periodo
inverno ¢ parte da primavera (15 a 20 °C), o que compromete o
crescimento da espécie em viveiros estuarinos, € alternativas estdo sendo
estudadas de maneira a propiciar sistemas de engorda em estufa para
estas fases mais criticas do inverno (BARBOSA, 2009). Na larvicultura
que ocorre no verao, as temperaturas utilizadas encontram-se ao redor
dos 26° C para C.parallelus (CERQUEIRA 1995, ALVAREZ-
LAJONCHERE et al., 2002, ALVAREZ-LAJONCHERE e TSUZUKI,
2008). Portanto, o presente trabalho foi realizado considerando as
variagdes de temperatura 5° C acima ou abaixo do padrao descrito pelos
autores anteriormente citados.

A influéncia da baixa temperatura foi significativa sobre o
crescimento € peso. Na figura 1 € possivel observar as diferencas entre
os tratamentos e verificar que, no final do experimento (em junho), os
animais do (20°C) atingiram peso e comprimento médio proximos aos
de (25°C) e (30°C) apos um més de trabalho (abril), indicando
defasagem de dois meses no crescimento. OKAMOTO et al. (2006)
observaram resultados similares para tainha, Mugil platanus. Este tipo
de diferenca ocasionado pela temperatura pode ser variavel em fungao
da fase de vida do peixe, como foi observado para o linguado,
Scophthalmus maximus (IMSLAND et al., 1996, 2001 e 2007, BUREL
et al., 1996). O ritmo alimentar lento no primeiro més de vida, agravado
pela baixa temperatura da agua de cultivo, interfere significativamente
no crescimento dos animais ¢ isto pode representar atraso na obten¢ao
de individuos de tamanho comercial. Além disso, LOPEZ-ALBORS et
al. (2008) sugerem que variacOoes térmicas durante as fases do
desenvolvimento larval e pos-larval podem determinar diferengas
significativas na musculatura dos animais quando chegam ao tamanho
comercial.

O fator de condi¢do foi o Unico indice maior para os animais
mantidos em 20°C em comparagdo aos mantidos em 25°C e 30°C,
provavelmente ocasionado pela redu¢do maior no ritmo de crescimento
(comprimento) proporcionado pela baixa temperatura. Os valores de
fator de condi¢ao obtidos no presente trabalho sao bastante similares aos
verificados para a mesma espécie por ALVAREZ-LAJONCHERE et al.
(2002). No final do experimento, houve diminuicdo dos valores para
todos os tratamentos. Isto pode ser observado também em relagdo a
TCE% que, foi maior (p<0,05) em abril para o tratamento (30°C). O
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que explica esta mudanca ¢ a troca do alimento, sendo nitida a
influéncia da mudanca de uma ragdo com 57% de proteina,
desenvolvida para peixes marinhos em relacdo a outra ragdo com 40%
de proteina, utilizada para peixes carnivoros em geral. Resultados
semelhantes foram encontrados por GARCIA (2001) e SOUZA (2009),
que estudaram composi¢ao adequada de proteinas para alimentacdo de
alevinos de robalo-peva.

No final do experimento, os valores de peso dos animais do
tratamento (30°C) foram significativamente maiores (p<0,05), quando
comparados aos de (20°C) e (25°C). Este resultado mostra a importancia
da temperatura da agua para animais nesta fase de crescimento e,
também, esta em acordo com OKAMOTO et al. (2006) que verificaram
a temperatura de 30°C ser melhor para desenvolvimento da tainha,
Mugil platanus. Desta forma, pode-se dizer que 30° C seria temperatura
mais adequada para o crescimento do robalo-peva.

Quanto a importancia da temperatura na diferenciagdo sexual do
robalo C. parallelus ¢ uma questao discutivel. Segundo DEVLIN e
NAGAHAMA (2002), a determinagdo do sexo em peixes € um processo
flexivel, e deste modo, o destino das células somaticas e germinativas no
primérdio da gonada pode ser afetado através de acdes genéticas,
ambientais, comportamentais e através de fatores fisiologicos.
STRUSSMANN e NAKAMURA (2002) comentam que a temperatura
afeta o comeco da esteroidogénese, nas gonadas, através da modulagdo
da expressao do gene aromatase. Eles consideram ainda que, além da
aromatase, outros genes, enzimas ¢ hormonios nao esteroides das
gbonadas, como também os produzidos no cérebro e hipofise, possam ser
afetados pela temperatura, mas que para muitas espécies a agao génica ¢
mais forte para a determinagdo sexual.

A fase na qual o animal ainda n3o passou por um processo de
diferenciagdo sexual ¢ conhecida como periodo 1abil, pois o individuo
encontra-se susceptivel a definicdo de sexo (PIFERRER, 2001;
BLASQUEZ et al., 2001). Sua determinagdo é de grande importancia
para a definicdo de tratamentos baseados na temperatura, visto que ela
pode ocorrer no inicio da embriogénese ou em diferentes fases de
desenvolvimento do animal. Com isso a utilizacdo de tratamentos
baseados na temperatura pode ter maior efetividade em individuos no
periodo 1abil (BLAZQUES et al., 1998). Os cortes histologicos nio
indicaram nenhum sinal dos primérdios da goénada, o que foi
considerado positivo, por indicar um possivel periodo 1abil.

Em relagdo ao presente experimento, podemos dizer que a idade
dos animais no inicio da exposi¢do a temperatura sao similares a
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algumas verificadas na literatura, porém o tempo de exposicao foi
menor, em outros casos verificou-se que a melhor idade para inicio dos
tratamentos pode ocorrer nos primeiros estagios de divisao na formagao
do embrido. Desta maneira, verifica-se para o robalo europeu,
Dicentrarchus labrax os seguintes experimentos: BLAZQUES et al.
(1998) utilizaram exemplares de 57 a 137 DAE, expostos em
temperaturas de 25° C e 15°C por periodo de 80 dias, ndo verificaram
mais que 27% de fémeas. Por outro lado, PAVLIDIS et al. (2000)
trabalhando com larvas da mesma espécie de peixe com 30 DAE sob
temperaturas de 13, 15 e 20°C obtiveram respectivamente, 72-74%, 67-
73% e 24-28% de fémeas. KOUMOUNDOUROS et al. (2002) testaram
temperaturas de 15 e 20°C em larvas da mesma espécie em diferentes
estagios de desenvolvimento, e observaram maior frequéncia de fémeas
nos grupos expostos a temperatura de 15°C. Ja SAILLANT et al. (2002)
verificaram que larvas de diferentes familias do robalo europeu,
expostas a temperaturas de 13 e 20°C ndo foram sensiveis ao
tratamento, sugerindo influéncia genética na determinagdo do sexo.
MYLONAS et al. (2005) trabalhando com larvas do robalo europeu,
com 11-51 DAE e 55-95 DAE nas temperaturas de 13, 17 e 21° C
verificaram maior porcentagem de fémeas nos tratamentos com menores
temperaturas, para individuos com 55-95 DAE.

No presente trabalho, no final do experimento, os animais com
150 DAE, classes de tamanho variando de (20°C) (64,2 £ 9,3 mm),
(25°C) (82,9 £ 10,6 mm) e (30°C) (89,1 £ 11,2 mm) foram identificados
como machos, ¢ avaliados em acordo as informag¢des verificadas nos
trabalhos de HIBIYA (1982), FUJIOKA (2001), DEVLIN e
NAGAHAMA, (2002), STRUSSMANN e NAKAMURA (2002).

No trabalho de HENDRY et al. (2002) verificou-se que em
Atlantic halibut, Hippoglossus hippoglossus, a gbénada feminina
apresentando cavidade ovariana pode ser identificada em animais com
38 mm de comprimento e testiculos presumiveis em animais com 43,5
mm. Desta maneira, imaginou-se que os animais no momento do
encerramento do experimento poderiam ser identificados em sua
totalidade, visto que as classes de comprimento eram bastante
semelhantes, as do trabalho mencionado. No entanto, nem todos os
animais da menor temperatura com comprimento médio 64,2 + 9,3 mm
puderam ser identificados.

Verificou-se para o tipo de corte realizado que as gonadas
ficavam na cavidade peritoneal, abaixo da regido do rim e acima da
regido do intestino. As estruturas identificadas como espermatogonias
foram localizadas, mais proximas a periferia do testiculo (figura 2c¢) e
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foram usadas como critério na identificacdo dos animais. A influéncia
da temperatura sobre o crescimento dos animais foi nitida e também, por
conseqiiéncia, na diferenciacdo sexual e no tamanho da godnada.
Exemplo disto pode ser observado na figura 2 (d) com a formagado de
uma gobénada primordial que ndo permitiu sua identificacdo na
temperatura 20°C.

Apo0s o exame de todos os cortes histoldgicos, os animais foram
separados por classes de tamanho e tratamentos, conforme apresentado
no histograma da figura 3 (150 DAE ou 5 meses de idade). Em temos de
percentuais podemos dizer que o tratamento (20°C) apresentou 70% de
machos identificados e 30% de peixes indefinidos; no tratamento (25°C)
observou-se 98% de machos identificados e 2% indefinidos e o
tratamento (30°C) teve 100% de machos identificados. BLASQUEZ et
al. (1998) verificaram para o robalo europeu, D. labrax que aos 9 meses
de idade apareceram primeiro fémeas com classes de tamanho de 11,5 —
13,5 mm, ¢ os machos, apareceram somente com quase 11,6 meses de
1dade com classe de tamanho de 12,8 — 14,2 mm.

Os dados verificados no trabalho sugerem que no caso do
robalo-peva, pode estar ocorrendo um forte efeito génico na definigdo
do sexo. Isto pode ser explicado por se tratar de uma espécie
protandrica, com definicdo da mioria dos individuos inicialmente como
machos, como verificado no presente trabalho. A presenca individuos
indiferenciados nos animais do tratamento (20°C), ndo permite afirmar
que todos os animais seriam identificados como machos. Desta maneira,
ndo foi possivel verificar o efeito das temperaturas na mudanga da
propor¢ao sexual para o robalo-peva, esperado na obten¢dao de niumeros
expressivos de fémeas. Recentemente, VIDAL-LOPEZ et al. (2009)
relatam sucesso para a reversao e obtencao de mais de 90% de fémeas
do robalo-flecha, C. undecimalis ap6s alimentagdao de juvenis com ragao
com 17f estradiol. Esta informag¢do nos faz imaginar que outros ensaios
sdo necessarios para confirmar se os robalos podem ter seu sexo
revertido também por tratamentos com temperatura.

De acordo com as condi¢des testadas neste trabalho, fica claro
que o experimento indica que a temperatura de 30°C deve ser
examinada para diferentes fases do cultivo, podendo acelerar o periodo
de alevinagem adotado hoje em Santa Catarina. Os resultados, em
relacdo a mudanca das proporgdes sexuais, obtidos por este trabalho
indicam que novos experimentos devem ser conduzidos de maneira a
determinar o melhor momento para aplicacdo de tratamentos com
alteracoes de temperaturas, bem como o tempo para retorno a
temperatura de cultivo. Novos ensaios por periodo mais longo podem
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facilitar a identificacdo dos animais e produzir resultados melhores e
comprovados através da utilizacao das técnicas de histologicas.
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CAPITULO V — Conclusdes

5.1. Conclusoes Gerais

Capitulo I1

Verificou-se que a maturagdo em cativeiro do robalo-flecha ¢
bastante dificil, e poderia exigir um controle ambiental distinto
do que foi utilizado no presente trabalho, sobretudo com
respeito a temperatura. Apesar disso, 0 aumento na maturacao
sexual dos reprodutores em comparacdo ao ano anterior, bem
como a maior producdo espermdtica no més de margo, sao
informag¢des importantes para que se possa ter um maior
controle do ciclo reprodutivo desta espécie.

Capitulo III

No primeiro experimento, a combinacdo do sistema de
liberacao prolongada e dos hormonios incrementou a producao
de sémen, mas ndo pode ser considerada a solugdo definitiva
para a maturagdo de machos do robalo-flecha.

No segundo experimento, o tratamento cronico com HCG
resultou na presenca de ovocitos na fase inicial de vitelogénese
em uma das fémeas, mas nao foi suficiente para alcancar os
estagios finais de vitelogénese, matura¢ao final e desova. Os
tratamentos cronicos com HCG tiveram pouco efeito nos
machos examinados.

Os resultados do presente trabalho representam um significativo
avanco na obtencdo de machos maduros. Entretanto, também
indicam que novos protocolos para estimular a maturacao,
sobretudo de fémeas, deverdao ainda ser desenvolvidos
utilizando tanto fatores ambientais, quanto hormonais.

Capitulo IV

De acordo com as condigOes testadas neste trabalho, fica claro
que o experimento indica que a temperatura de 30°C deve ser
examinada para diferentes fases do cultivo, podendo acelerar o
periodo de alevinagem adotado hoje em Santa Catarina. Os
resultados, em relacdo a mudanca das proporgdes sexuais,
obtidos por este trabalho indicam que novos experimentos
devem ser conduzidos de maneira a determinar o melhor
momento para aplicacdo de tratamentos com alteragdoes de
temperaturas, bem como o tempo para retorno a temperatura de
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cultivo. Novos ensaios por periodo mais longo podem facilitar a
identificagdo dos animais e produzir resultados melhores e
comprovados através da utilizacao das técnicas de histologicas.

5.2. Consideragoes finais

No ano de 2005, ingressei no programa de doutourado da
Universidade Federal de Santa Catarina na area de Aquicultura. A
proposta acordada junto ao meu orientador constituiu a procura de uma
solucdo para a reproducao do robalo-flecha Centropomus undecimalis,
em confinamento. Salientamos que durante o meu mestrado foram
desenvolvidos trabalhos para aprimorar a maturacdo e desova em
cativeiro, para o robalo peva, Centropomus parallelus, quando
obtivemos resultados bastante satisfatorios. Assim sendo, o desafio
estava langado, procurando-se a solugdao do problema da maturagdo e
desova do robalo-flecha em cativeiro.

Ao chegar a Santa Catarina uma das primeiras etapas consistiu
na captura de matrizes de C. undecimalis realizada em uma fazenda de
criagdo de camarao marinho em vazio sanitdrio em consequéncia da
mancha branca. A captura de animais tinha como objetivo incorporar
novas matrizes ao plantel existente no momento no LAPMAR. Esta
virose obrigou muitos criadores a procurar novas alternativas em
substitui¢do a producdao de camarao marinho. Participei na ocassidao de
reunides na EPAGRI em Florianopolis visando possiveis alternativas a
criacdo do camarao. Neste momento, a producao de robalo em cativeiro
foi vista como uma possivel solugdo, ¢ a oportunidade mostrou ser
bastante interessante para o desenvolvimento do meu projeto de
doutorado.

No inicio de 2006, baseado em capturas de animais selvagens
foram obtidos os primeiros resultados de desova para o robalo-flecha no
litoral de Santa Catarina. Estes primeiros resultados foram conseguidos
a partir da utilizacdo de fémeas selvagens maduras e de reprodutores
masculinos mantidos no plantel do laboratorio. O problema constatado
neste momento foi a limitada producdo de sémen verificada para os
animais do plantel, levando a baixos resultados para fertilizagdo.
Verificamos naquele momento que seria necessarias grandes mudancas
na estrutura de manutencdo do plantel de reprodutores, visando dessa
maneira melhorar resultados com os exemplares mantidos no LAPMAR
e também pela dificuldade na obtencdo de novos reprodutores
capturados do ambiente. Desta forma, as duas salas de maturacdo de
reprodutores do laboratorio de piscicultura marinha foram adaptadas
para trabalhar com controle do fotoperiodo e temperatura, bem como
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pela reducdo do estresse ocasionado por movimentagdo de pessoas nas
salas de maturacao.

Resultados obtidos nas salas apos as adaptagdes mostraram-se
bastante satisfatorios para maturacdo da outra espécie de robalo (C.
parallelus) mantidos no LAPMAR, sugerindo que o controle adequado
podem permitir a obtencdo de gametas possivelmente em qualquer
¢época do ano para o robalo-peva e que também deveriam ser
apropriados para o robalo-flecha.

Observagdes preliminares no periodo reprodutivo 2006/2007,
relacionadas aos diferentes regimes térmicos e simulagdo do fotoperiodo
natural, indicaram que o volume de sémen foi melhor em relagdo aos
ensaios de desova do comeco de 2006, sendo verificado que o periodo
com maior coleta de sémen foi mar¢co. Outro dado interessante foi a
constatagdo que do plantel de 54 reprodutores avaliados no estudo neste
momento era composto de 80% de machos, sendo que do restante,
apenas um individuo foi identificado como f€mea e o restante de
animais, indeterminados. Os robalos sdo animais protandricos, desta
forma desde sua primeira maturagdo a maioria dos animais se
desenvolve como machos.

No periodo reprodutivo 2007/2008 foi feito uso de tecnologia
de indugao baseada em elastomero para liberacao gradual MDX4-4210,
no qual foi imerso o hormonio liberador da gonadotofina (LHRHa) e
também o esteroide sexual 17 o metiltestosterona, visando aumentar a
producdo espermatica pela combinagdo destes indutores. Os resultados
indicaram um resultado positivo em relagdo da combinacdo dos dois
hormodnios em relacdo ao volume sémen em relagao apenas do esteroide
1700 metiltestosterona. Também foi observado a evolucao em relacao a
identificacdo do plantel de reprodutores com 96% correspondendo a
machos, duas fémeas identificadas e o restante indeterminado. Na
pratica, apesar dos resultados de identificagdo dos reprodutores ser
realizado a partir da producdo espermatica ¢ da presenca de ovocitos,
estava claro pelos limitados volumes de s€émen obtidos, e dos estagios
ovocitarios encontados, que a maturagdo da espécie estava bastante
complicada. No periodo seguinte (2008/2009), nova tentativa foi
realizada através do emprego de hormoénio gonadotrofico coridnico
humano (HCG) em doses multiplas, associado ao uso do hormonico
foliculo estimulante (FSH), sendo provavelmente uma das primeiras
tentativas em se aplicar este hormonio para peixes, no Brasil. Apesar
dos esforcos, os resultados nao foram satisfatérios com melhora
significativa para o avango da maturacdo, mas pela primeira vez foi
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possivel a observagao de ovocitos pré-vitelegénicos, para uma das duas
fémeas observadas no plantel. Em relacio aos machos nao foi
satisfatorio o resultado observado nesta nova tentativa.

Ao final dos trabalhos experimentais com o robalo flecha, C.
undecimalis, ficou claro que os estudos sobre a maturacao da espécie em
cativeiro precisam ter continuidade e as informagdes obtidas com este
trabalho serdo de grande auxilio. Gostaria de ressaltar ainda, o empenho
na manutengdo deste plantel durante todo o periodo, baseado em
cuidados relacionados a manuten¢ao de qualidade da agua para os
tanques de cultivo, no preparo de racoes e na alimentacdo destes animais
ao longo de toda esta jornada. Destaco também, a impressionante
resisténcia destes animais ao manejo, mostrando qualidades
indiscutiveis em relacao a manutencao em condi¢des de cativeiro.

Decisdes importantes precisam ser tomadas em relagdo a
manuten¢do dos animais. A eliminagdo de uma parte das matrizes e
sustituicdo por novos animais, de preferéncia da captura de fémeas
selvagens e que possam ser incorporadas no plantel. Forte regime de
temperatura deve ser adotado baseado em trabalhos recentes nos Estados
Unidos, associados a uma alimentacdo com o composto fish Breed M
(INVE), lula, peixe e camardo. O sistema de filtragem nos tanques deve
ser modificado de maneira que a filtragem biologica seja externa e
adaptacao de um sitema de filtragem de retirada de proteina. O menor
manejo possivel deve ser realizado para os animais, sendo o ideal um
plantel utilizado para pesquisas € um outro para a maturagao e desova.

Em relagdo ao trabalho realizado com os alevinos do robalo-
peva, C. parallelus, destaco a importancia da manuten¢ao do plantel de
reprodutores do laboratério, sobre minha responsabilidade durante
minha estada em Floriandpolis. As larvas foram produzidas a partir dos
trabalhos de desova em laboratorio destes animais e agradeco a toda
equipe do LAPAMAR, para obtencdo de alevinos para realiza¢do do
experimento. Este trabalho teve colabora¢do direta de alunos que
estiveram no laboratdrio em estagios supervisionados e foram bastante
importantes para sua execucao.

A idé¢ia foi verificar de que maneira as mudancas na
temperatura da dgua poderiam interferir no crescimento ¢ na mudanca
da propor¢do sexual para a espécie conhecidamente protandrica.
Trabalhos para animais, no ambiente ¢ também em cativeiro, indicam
que as fémeas sdo reconhecidamente maiores que os machos. Outra
importancia seria a adaptagao de possiveis resultados para o robalo-
flecha. Assim como verificado no trabalho de maturacao do robalo-
flecha no trabalho da presente tese, no qual praticamente todo o lote foi
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composto por machos, imagina-se a possibilidade de acrescentar fémeas
menores como futuros reprodutores. Enfim, os resultados preliminares
ndo permitiram uma mudanca favoravel para fémeas, ao contrario
verificou-se uma grande quantidade de machos. A literatura sobre o
assunto sugere que novos ensaios devem ser realizados, seja pela
temperatura, ou até pela utilizagdo de hormonios feminilizantes, a fim de
se obter uma maior propor¢ao de fémeas. Desta forma, podemos
melhorar tanto a produgcdo do robalo-peva, indicada por maior
crescimento das fémeas, e também do robalo-flecha. No caso do flecha
ainda com a vantagem em se obter fémeas de primeira maturagdo,
menores em tamanho e consequentemente mais interessantes para a
maturag¢ao em cativeiro.
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