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RESUMO

A garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus € uma espécie hermafrodita
protoginica recomendada para piscicultura marinha. O principal obstaculo para
0 sucesso de sua reproducdo em cativeiro € a dificuldade na obtengao de
machos funcionais na natureza. Para contornar essa questdao, o presente
estudo pretendeu avaliar a inversao sexual de fémeas através de inducéao
hormonal e definir um protocolo de crioconservagdo do sémen dos peixes
invertidos para manutencao da viabilidade dos gametas por longo periodo.
Paralelamente, compararam-se as caracteristicas espermaticas do sémen dos
peixes invertidos com o colhido de um exemplar macho capturado na natureza.
Para a inversao sexual empregou-se 0 andrégeno 17 alfa-metiltestosterona,
ministrado de duas diferentes formas: via oral e via injetavel. Os peixes, em
namero de vinte e sete, com peso médio de 863,9 + 231,2 g, foram divididos
em trés tratamentos: T1 = controle (garoupas que nao receberam horménio),
T2 = tratamento via oral (garoupas que foram alimentadas com pedagos de
peixe através do qual foi administrado o horménio) e T3 = tratamento via
injetavel (garoupas que receberam o horménio através de injecdo
intramuscular) e mantidos em tanques-rede no mar, em Ubatuba/SP. No T2 a
dosagem de androgeno foi de 1 mg/kg de peso corporal, diariamente, durante 5
dias por semana, e no T3, a dosagem foi de 5 mg/kg de peso corporal,
semanalmente, em uma unica dose. Apds cento e oitenta dias, 100% dos
peixes do T2 e 77,8% dos peixes do T3 estavam produzindo sémen sendo que
0os peixes do T1 mantiveram-se como fémeas funcionais. Os efeitos da
interacado entre trés diluentes (pH 6,1, 7,8 e 8,2), diferentes concentragbes de
crioprotetor dimetilsulféxido (0 a 12,5%) e diferentes velocidades de
congelamento (15 a 110°C x min™) sobre a motilidade e o tempo de motilidade
espermatica do sémen dos peixes induzidos a inversdo sexual e do macho
capturado na natureza foram analisados em experimentos fatoriais. O sémen
foi congelado, empregando-se palhetas criogénicas, em vapor de nitrogénio e,
posteriormente, transferido para nitrogénio liquido. A combinagdo que resultou
em uma maior taxa de motilidade e tempo de motilidade espermaticas (p< 0,05)
foi proporcionada com o diluente com pH 8,2, concentragdo do crioprotetor
dimetilsulféxido de 5% e velocidade de congelamento de 60°Cxmin™. As
semelhangas observadas nas taxas da motilidade e do tempo da motilidade do
sémen das fémeas sexualmente invertidas e do sémen do macho do ambiente
natural, indicaram que o protocolo de inversdo hormonal usado foi bem-
sucedido na masculinizagdo das garoupas. Estes resultados tornaram possivel
a implantagao do primeiro banco de sémen da garoupa-verdadeira no Brasil,
reduzindo a necessidade da adocdo da inversdo sexual rotineira para a
reproducgao da espécie.



ABSTRACT

The dusky grouper Epinephelus marginatus is hermaphrodite protogynic specie
recommended for marine culture. The main obstacle for success of
reproduction in captivity is the difficulty of obtaining of functional males in the
nature. This study aims evaluated the induced hormonal sex inversion of
females and developing a protocol of semen cryopreservation of inverted fish
for maintenance of gametes viability for long period. Parallel, was compared the
spermatic characteristics of semen of inverted fish with the male captured in the
nature. For the sex inversion was used androgenic 17 alpha-
methyltestosterone, supplied in two different ways: orally and injectable. A
sample, in number of twenty-seven, with average weight of 863,9 + 231,2 g,
was divided in three treatments: T1 = controls (groupers that didn't receive
hormone), T2 = treatment orally (groupers were fed with pieces of fish by which
was administered the hormone) and T3 = treatment injectable (groupers
received the hormone by intramuscular injection) and maintained in floating net
cages, in Ubatuba, State of Sdo Paulo, Brazil. In T2 the androgenic dosage was
1 mg/kg of body weight, daily, for 5 days in week, and in T3, the dosage was 5
mg/kg of body weight, weekly, in a single dose. After hundred and eighty days,
100% of fish of T2 and 77,8% of fish of T3 were producing semen and fishes of
T1 stayed as females. The effects of interaction between three diluents (pH 6,1,
7,8 and 8,2), different concentrations of dimetilsulfoxide (0 a 12,5%) and
different freezing speeds (15 a 110°C x min™) on the sperm motility and time of
sperm motility of semen of fish induced sex inversion and captured in the nature
were analyzed by means of a factorial experiment. The semen was frozen by
using cryogenic slats, in nitrogen steam and transferred, later, to liquid nitrogen.
The higher sperm maotility rate and time of motility (p <0,05) was achieved by
combining diluent C (pH 8,2) with 5% concentration of cryoprotector
(dimetilsulfoxide) and freezing speed of 60 °C x min™ (p <0,05). The similarities
observed in the rates of the mobility and time of spermatic motility of females
sex inverted semen and semen of male from the nature, indicated that the used
protocol of hormonal inversion was successful in dusky grouper
masculinizacion. These results made possible the implantation of the first
semen bank of dusky grouper in Brazil, which reduced the need of routine sex
inversions for the reproduction of this specie.



1. INTRODUGAO

A pesca marinha nacional enfrenta uma significativa crise devido a
situacao de sobrepesca imposta a grande maioria dos recursos que sustentam
a producao pesqueira (DIAS NETO, 2001). Torna-se clara a necessidade de
opgdes econbmicas, ambientalmente sustentaveis, que reduzam a pressao
extrativa sobre os estoques naturais de peixes e outros recursos do mar e
fornegam alternativas para as comunidades pesqueiras tradicionais. Entre as
alternativas disponiveis BRANDINI et al. (2000) destacaram a implantacao da
piscicultura marinha como um meio para geragdo de empregos e renda, elevar
a produtividade das areas costeiras de forma sustentavel, promover a fixagao
dos produtores em seu local de origem, estimular a cadeia produtiva do
pescado, diminuir a pressao extrativista sobre o0s recursos explorados,
aproveitar economicamente areas sub-aproveitadas e incorporar pescadores a
uma atividade planificada. Em diversos paises a piscicultura marinha ja € uma
atividade consolidada, geradora de emprego e renda, praticada por pequenos,

médios e grandes produtores.

Os serranideos (familia Serranidae, sub-familia Epinephelinae)
compreendem 159 espécies distribuidas em 15 géneros (HEEMSTRA e
RANDALL, 1993). Denominados genericamente por meros, chernes, garoupas
e badejos, estédo entre os peixes marinhos mais cultivados no Sudeste Asiatico,
devido a seu elevado valor comercial, decorrente da alta demanda de mercado
e por apresentarem, geralmente, rapido crescimento, resisténcia ao manejo e

adaptagao a sistemas intensivos de criagao (CHOU e LEE, 1997).

DAVID-HODGKINS (1993), por sua vez, amplia as qualidades desta
familia de peixes, ao relatar que as garoupas, em diversas partes do mundo,
nao so alcancam um elevado preco de mercado, mas sido importantes,

também, para a pesca esportiva e para o turismo subaquatico.



Por apresentarem um periodo de desova bem definido e a formagéao
de agregagdes populacionais reprodutivas, os serranideos s&o muito
susceptiveis a sobrepesca, fato ja observado no Sudeste Asiatico e no Golfo do
México (WHAYLEN et al, 2004). PERERA (2006) demonstrou as
consequéncias da sobrepesca nas agregacdes reprodutivas de Epinephelus
striatus (garoupa-de-Nassau) resultando na drastica diminuicao da populagao
desta espécie, antes destaque na produgdo pesqueira da regido do Caribe.
Tais evidéncias reforcam a importancia de se desenvolver estudos para a

utilizagao dos serranideos na piscicultura marinha.

Por serem animais extremamente adaptaveis a pequenos tanques-
rede e aceitarem alimentacdo baseada em subprodutos da pesca, o cultivo de
serranideos na Asia vem se tornando uma atividade geradora de emprego e
renda para as comunidades litoraneas (LIAO, 1993). Atualmente grande parte
das criagcbes nessa regido € realizado por pequenos e médios produtores
(muitos deles pescadores) em areas costeiras abrigadas, com o uso de
tanques-rede com volume variando entre 8 e 18m* (APEC/SEAFDEC, 2001).

Segundo MAIN e ROSENFELD (1995), os maiores produtores de
serranideos cultivados sao Taiwan, Singapura, Tailandia, Hong Kong,

Indonésia, China, Malasia, Vietna e Filipinas, todos do Sudeste Asiatico.

A importancia da criagdo de serranideos nessa regiao é tdo grande que
governos, como o da Tailandia, consideram-na prioridade nacional (POMEROY
et al., 2002). Em razao dessa importancia, diversos institutos de pesquisa
dedicam-se ao desenvolvimento de tecnologias para o crescimento sustentavel
da atividade. Segundo APEC/SEAFDEC (2001) as principais espécies
produzidas sao: giant grouper (Epinephelus lanceolatus), black-spotted grouper
(Epinephelus malabaricus), brown-spotted grouper (Epinephelus chlorostigma),
orange-spotted grouper (Epinephelus coioides), yellow-spotted grouper
(Epinephelus  bleekeri),  white-spotted green grouper (Epinephelus
amblycephalus), panther grouper (Cromileptes altivelis), estuarine grouper

(Epinephelus salmoides), green grouper (Epinephelus tauvina), yellow grouper



(Epinephelus awaara), tiger grouper (Epinephelus fuscoguttatus) e coral trout

(Plectropomous leopardus).

A producdo de serranideos no Sudeste Asiatico, de 3.000
toneladas/ano em 1992, ja supera as 66.000 toneladas/ano (dados de 2005),
com tendéncia de crescimento (FAO, 2006). Em relagcdo ao prego de venda,
McGILVRAY e CHAN (2001) apontam o valor de US$ 70 para o quilo da
panther grouper (Cromileptes altivelis) comercializada viva em mercados de
Hong Kong. Esta espécie também é comercializada no mercado de peixes
ornamentais marinhos, alcangando valores unitarios de até US$ 100 para
exemplares entre 3 a 5 cm. WILLIAMS et al. (2005) confirmando o alto valor de
comercializagdo de garoupas, apontaram 0s seguintes valores para o quilo do
peixe vivo: orange-spotted grouper (E. coioides) — US$ 8 a 11, tiger grouper (E.
fuscoguttatus) — US$ 15 a 20, coral trout (P. leopardus) — US$ 30 a 40, yellow
grouper (E. awaara) — US$ 30 a 40, panther grouper (C. altivelis) — US$ 80 a
95. No mercado norte-americano, atualmente, os serranideos congelados
estdo cotados entre US$ 5 e 7/kg. Nas Bahamas os exemplares vivos sdo
comercializados entre US$ 21 e 28/kg (TUCKER, 1999).

BALIAO et al. (1998, 2000) afirmaram que os cultivos de garoupas
apresentam um alto retorno do investimento e curtos periodos de “payback”,
em razado do alto preco de mercado alcangados por esse grupo de peixes.
Segundo SIAR et al. (2002), o cultivo de serranideos apresenta taxa interna de
retorno (TIR) que varia, em fungéo da flutuagcéo do valor de mercado, de 12 a

356% e o retorno do capital empregado ocorre em menos de 12 meses.

No entanto, apesar dessa atratividade a expansdo da criacdo de
serranideos ainda enfrenta problemas devido a baixa oferta de formas jovens,
0 que torna a quase totalidade dos cultivos do Sudeste Asiatico dependente da
coleta de jovens na natureza (SADOVY, 1998).

No Brasil a piscicultura marinha ainda € muito incipiente, embora a
atividade venha ganhando impulso nos ultimos anos a partir da consolidacao

dos resultados de pesquisas desenvolvidas por diversas universidades e



instituicdbes de pesquisa e despertando um grande interesse junto a iniciativa

privada.

O litoral brasileiro dispde de vastos recursos para propiciar desta
atividade, entretanto, a oferta de formas jovens é o que mais restringe este
desenvolvimento (CERQUEIRA, 2005). Corroborando este autor, SANCHES et
al. (2006), demonstrando a viabilidade econémica do cultivo da garoupa-
verdadeira (Epinephelus marginatus) em tanques-rede, afirmaram que, apesar
de o litoral norte paulista e o litoral sul fluminense possuirem caracteristicas
geograficas de recorte em enseadas e com ilhas préximas ao continente,
delimitando inumeros ambientes naturais abrigados, extremamente favoraveis
a criagdo de peixes em tanques-rede, um dos maiores entraves para este
desenvolvimento tem sido a obtencdo de alevinos de espécies com potencial
de producado. COX et al. (2006) também afirmaram ser a producéo de larvas e
formas jovens essencial para o desenvolvimento e a sustentabilidade da

piscicultura marinha.

Também no Brasil os serranideos sdo muito valorizados e tém elevada
demanda, sendo o prego médio praticado na Companhia de Entrepostos e
Armazéns Gerais de Sado Paulo (CEAGESP) de R$ 15,00/kg. Levantamentos
feitos no municipio de Parati/RJ, com pescadores que capturam serranideos,
apontaram, em vendas diretas a turistas na temporada, valores de até R$
25,00/kg. A vantagem comercial fica por conta de que, dada a resisténcia dos
serranideos, muitas vezes eles chegam vivos ao mercado e acabam sendo
preferidos pelos consumidores em detrimento dos demais peixes expostos
sobre o gelo (SANCHES et al.,2006).

O desenvolvimento da piscicultura de serranideos no Brasil tem outra
implicacao interessante: por serem considerados peixes de interesse para a
pesca esportiva, com muitos apreciadores, a sua presenga em abundancia
adquire importancia estratégica para o turismo nas cidades litoraneas,
possibilitando incrementar a atracdo de turistas-pescadores e a geragdo de
trabalho e renda nesse setor da economia.



1.1 A espécie Epinephelus marginatus

Segundo ROCHA e COSTA (1999) o género Epinephelus apresenta
onze espécies com registro de ocorréncia para a costa brasileira: Epinephelus
marginatus (Lowe, 1834), Epinephelus morio (Valenciennes, 1828),
Epinephelus niveatus (Valenciennes, 1828), Epinephelus flavolimbatus (Poey,
1865), Epinephelus itajara (Lichtenstein, 1822), Epinephelus adscensionis
(Osbeck, 1765), Epinephelus striatus (Bloch, 1792), Epinephelus nigritus
(Holbrook, 1855), Epinephelus mystacinus (Poey, 1852), Epinephelus guttatus
(Linnaeus, 1758) e Epinephelus drummondhayi (Goode e Bean, 1879). Entre
estas, uma das espécies que atinge maior tamanho é a garoupa-verdadeira
Epinephelus marginatus, que supera um metro de comprimento e 40 kg de
peso (SMITH, 1971). Conhecida em outros paises como dusky grouper, &
considerada por MACHADO et al. (2003) como uma espécie importante do
ponto de vista econémico e turistico (grande interesse na pesca esportiva € no
mergulho contemplativo) e apontada como uma candidata para a piscicultura
marinha (MARINO et al., 2000; SANCHES, 2006).

Reconhecida internacionalmente como um peixe emblematico dos
ambientes recifais, no Brasil, este reconhecimento pode ser constatado na nota
de R$ 100,00 (cem reais) que traz estampada a figura de uma garoupa-
verdadeira. A importancia da garoupa-verdadeira também se mistura com a
histéria do Brasil, conforme relato de BUENO (1999), que entre 1500 e 1550 a
pesca a essa espécie, nos baixios da regido de Abrolhos, na Bahia, era a
principal fonte de renda da Capitania de Porto Seguro. Segundo MARINO et al.
(2003) desde 1995 a garoupa-verdadeira esta inclusa na lista de peixes
ameacgados (Berne Convention, Annex 3 — Protocol for Mediterranean
Biodiversity). FENNESSY (2006) também afirmou que E. marginatus é
considerada, nos dias atuais, como uma espécie ameagada e, por isso, inclusa
na lista vermelha da International Union for Conservation of Nature and Natural
Resources (IUCN).



De acordo com ROCHA e COSTA (1999) esta espécie foi, durante
muito tempo, referida pelo nome Epinephelus guaza (Linnaeus, 1758). No
entanto, HEEMSTRA e RANDALL (1993) concluiram que este nome nao pode
ser empregado visto que a descrigao original ter se aplicado a um exemplar do
género Mycteroperca coletado na costa venezuelana. Em vista disto, desde

1993, passou a ser adotado o nome Epinephelus marginatus (Lowe, 1834).

Com grande ocorréncia em areas rochosas dos litorais Sudeste e Sul
do Brasil, poucos estudos foram realizados visando avaliar o potencial de
cultivo dessa espécie, entretanto, considerando sua biologia reprodutiva, ja
existem diversos estudos. As primeiras pesquisas com garoupas foram
iniciadas em 1980, pelos pesquisadores Daniel Benetti e Eduardo Fagundes
Netto, no Instituto de Pesquisas da Marinha, em Arraial do Cabo/RJ
(FAGUNDES NETTO e BENETTI, 1984). Em 1996, foi iniciado o Projeto
Garoupa, da Universidade do Vale do Itajai, UNIVALI/SC, coordenado pelo Dr.
Mauricio Hostim, que vem desenvolvendo relevantes trabalhos na area de

biologia destes peixes.

Como os demais membros da subfamilia Epinephelinae a garoupa-
verdadeira €& uma espécie hermafrodita protoginica, ou seja, matura
inicialmente como fémea e em dado momento de seu desenvolvimento sofre
uma inverséo sexual, tornando-se macho (LIAO, 1993; ZABALA et al., 1997a).
ANDRADE et al. (2003), estudando a reprodugcao da espécie, observaram que
a primeira maturagao sexual ocorre quando o individuo atinge cerca de 45 cm e
2kg (idade aproximada de 5 anos). Concluiram, também, que o periodo de
desova tende a se concentrar em torno de dezembro, justamente o periodo em
que afluem mais turistas ao litoral, com consequente aumento da demanda por
peixes de qualidade para restaurantes e hotéis, o que leva a um inadequado
aumento do esforgo de pesca sobre a espécie. CHAUVET (1981) afirmou que a
inversao sexual da garoupa-verdadeira ocorre a partir dos 16 anos de idade
para um comprimento de 83 cm e um peso médio de 10,0 kg. BRUSLE (1985)
concluiu que garoupas com peso inferior a 3,0 kg ainda sao imaturos sendo
gue fémeas funcionais ocorrem na faixa de 3,0 a 9,0 kg. Acima de 9,0 kg a

proporcdo de ocorréncia de fémeas diminui e a de machos aumenta. Esse



autor observou que a inversao sexual ocorreria em peixes com 9 a 10 anos de
idade e 90 cm de comprimento. As afirmagdes anteriores foram confirmadas
por SPEDICATO et al. (1995) que avaliando um lote composto por 138
garoupas com peso entre 0,4 e 23,0 kg observou a ocorréncia de machos

somente em peixes com peso superior a 13,0 kg.

Em condigdes naturais, exemplares de E. marginatus levam
aproximadamente 3,3 anos para atingir 400 g (BRUSLE, 1985). Entretanto, sob
condicoes de criacao, recebendo alimentacdo adequada e controlando-se a
gualidade da agua, estes mesmos peixes podem crescer muito mais rapido.
Exemplares de E. marginatus com peso inicial de 40 gramas, alimentados com
polvos (Octopus sp.) e mexilhdes (Perna perna), atingiram 450 gramas apos 15
meses de cultivo, com uma conversao alimentar de 6,5:1,0 (GRACIA LOPEZ e
CASTELLO-ORVAY, 2003).

1.2 Inversao sexual

A inversao sexual é reconhecida como uma estratégia reprodutiva de
grande sucesso entre os peixes (BARREIROS, 1998) sendo que a presumida
vantagem evolucionaria desta mudancga de sexo esta baseada na oportunidade
reprodutiva de desovar em grupos (reduzindo a predagdo dos ovos,
incrementando a variabilidade genética e aumentando a taxa de fertilizacéo) e
conseguir que os machos tenham sido as fémeas melhor sucedidas no
processo de sobrevivéncia a diferentes condigdes (SHAPIRO, 1984). Nestes
peixes a mudanca de sexo € socio-demograficamente controlada. A remogéo
dos machos da populagdo induz a inversdo sexual das fémeas dominantes
(SHAPIRO, 1989). BARREIROS (1998) descrevendo o processo de inversao
sexual na garoupa-verdadeira afirmou que para que uma fémea se transforme
em macho é necessario que exista uma pressao populacional de individuos de
pequeno porte que possam induzir a fémea de maior porte a iniciar o processo
de inversao sexual. A auséncia de individuos jovens pode fazer com que

fémeas nunca iniciem o processo de inversao e apontou como exemplo



algumas regides do Mar Mediterraneo onde a espécie nao se reproduz, nao
sédo observados juvenis e encontram-se fémeas com peso superior a 20,0 kg, 0
gue em populagdes nao submetidas a uma elevada pressdao de pesca

corresponderiam a machos.

Entdo, dada a complexidade do processo de inversdao sexual,
associada a fatores como a estrutura socio-demografica desses peixes na
natureza, a obtengdo de machos torna-se um problema para a realizagao da
reprodugédo em cativeiro (TUCKER e FITZGERALD, 1994; SADOVY e COLIN,
1995; BARREIROS, 1998).

A captura de machos, no ambiente natural, € extremamente dificil, por
varios fatores: pequena ocorréncia (os serranideos formam haréns, com
poucos machos e muitas fémeas), serem exemplares de grande porte
(dificuldades no manejo) e permanecerem em profundidades maiores que 30
metros, tornando a sua captura complexa e com resultados frequentemente
negativos em termos de sobrevivéncia dos individuos capturados (GRIER e
NEIDING, 2000).

Buscando alternativas para este problema, diversos autores tém
demonstrado a viabilidade da inversao sexual de serranideos em cativeiro, com
a utilizagdo de androgenos (ROBERTS e SCHLIEDER, 1983; KUO et al., 1988;
TAN-FERMIN et al., 1994; QUINITIO et al., 1997, 2001). Técnicas de inversdo
sexual tém sido utilizadas em varias espécies de serranideos com resultados
positivos. As mais empregadas consistem em realizar a inversdo sexual
baseada na ingestao de alimento tratado com metiltestosterona (PANDIAN e
SHEELA, 1995) ou, mais recentemente, a utilizagdo de implantes de
metiltestosterona (SARTER et al., 2006) ou de implantes de inibidores de
aromatase (ALAM et al., 2006; LI et al., 2006). Nos peixes tratados, observa-se
0 aumento da concentracdo de testosterona no plasma sanguineo, o
desenvolvimento dos testiculos e produgcao de sémen. Entretanto, seis meses
apods a interrupgdo da administracdo de andrégenos, os peixes retornam a
condicao de fémeas (CHAO e CHOW, 1990; MARINO et al., 2000), tornando-



se necessario repetir o processo em cada estagcao de reproducédo, o que é

trabalhoso e de custo elevado.

1.3 Crioconservagao do sémen

Desde o éxito alcangado por BLAXTER (1953) na hibridizacao de duas
populagdes assincronicas do arenque do Atlantico (Clupea harengus),
utilizando espermatozéides conservados a -79° C, a importancia do
resfriamento como um recurso para preservar gametas ex situ, notadamente
espermatozoides, é reconhecida em mais de 200 espécies de peixes (sendo 40
delas marinhas), contribuindo significativamente para o controle da reprodugao
na piscicultura moderna (TIERCH, 2000; GWO, 2000).

Ainda que, as técnicas de congelamento nao melhorem a qualidade do
sémen (LAHNSTEINER et al., 1992), o que se verifica € que 0 seu uso tem
trazido ganhos indiretos, mormente em relagdo a identificacdo das fontes de
variabilidade da qualidade dos gametas (HONEYFIELD e KRISE, 2000) e ao
alongamento da estacao reprodutiva (KNAPP, 2000). Seguindo esse raciocinio,
LUBZENS et al. (1997) acrescentaram, ainda, outros beneficios principalmente
nos estudos de controle da reproducao de espécies hermafroditas protoginicas
e de melhoramento genético de reprodutores, por meio das técnicas classicas

de selegéo ou por meio da manipulagéo genética (triploidia, transgenia).

Neste sentido o Instituto de Pesca, vem, desde 1980, desenvolvendo a
tecnologia de crioconservagdo de sémen para diversas espécies de peixes:
pacu, curimbata, truta, tainha e robalo (FOGLI DA SILVEIRA et al., 1984;
KAVAMOTO et al., 1986, 1989; SERRALHEIRO et al., 1998).

A técnica da crioconservacao é considerada por CLOUD et al. (1990)
como de especial interesse para espécies ameacadas de extingdo, por
possibilitar a preservacdo da estrutura genética da populagao, e por GWO
(2000) e GRIER e NEIDING (2000) como ferramenta importante para o cultivo



de peixes da familia Serranidae, por possibilitar a formacdo de bancos de

sémen e viabilizar a reproducdo em condicdes de cativeiro.

No entanto, embora possa ser uma interessante estratégia, poucos
trabalhos (WITHLER e LIM, 1982; CHAO et al., 1992; GWO, 1993; MIYAKI et
al., 2005) tem enfocado a crioconservagao do sémen de espécies dessa

familia.

A definicdo de um protocolo de crioconservacdo de sémen de
serranideos possibilitara a criacdo de um banco de sémen de diferentes
espécies, como recomendado por HARVEY (1998 e 2000) constituindo um
importante instrumento tanto para a conservagdao quanto para a produc¢ao

comercial destas espécies.

1.4 Objetivos

a) Estabelecer um protocolo de indugdo hormonal para inversao sexual
da garoupa-verdadeira com obtengao de machos viaveis;
b) Estabelecer um protocolo de crioconservagcédo de sémen da garoupa-

verdadeira, a partir de individuos invertidos artificialmente;
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizagao do experimento

Os experimentos foram realizados no Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento do Litoral Norte — Instituto de Pesca — APTA — SAA, em
Ubatuba/SP (23 27°04” S e 45 02°48” W) entre os meses de outubro/2006 a
marco/2007. Foram obtidas, junto a pescadores locais, 27 fémeas de garoupa-
verdadeira (peso médio de 0,8 kg) que foram mantidas em trés tanques-rede
de 8,0 m*, confeccionados com panagem de nylon multiflamento com 25 mm

de abertura de malha, em densidade de nove peixes/tanque.

Os tanques-rede foram fixados a um sistema de “long line” montado e
fixado a 20 metros paralelamente a linha de costa, em aguas com profundidade
de 4,0 £ 0,5 metros. Diariamente, ao lado dos tanques-rede, foram medidas as
variaveis ambientais: temperatura (maxima e minima), com auxilio de um
termdémetro de mercurio instalado a 50 cm de profundidade, salinidade, por
meio de um salinbmetro optico, a transparéncia, com o uso de um disco de
Secchi com cabo graduado em centimetros e a pluviometria, utilizando-se um
pluvidbmetro. As incrustagdes bioldgicas aderidas as panagens dos tanques-
rede foram limpas a cada 30 dias, visando manter uma adequada circulagéo de

agua no interior dos mesmos.

2.2 Inversao sexual

Os peixes foram divididos em trés lotes compondo trés tratamentos:
T1 = tratamento controle (garoupas que nao receberam hormoénio), T2 =
tratamento via oral (garoupas alimentadas com pedacos de peixe aos quais foi
acrescido o horménio) e T3 = tratamento via inje¢cao (garoupas que receberam

0 hormédnio por meio de inje¢ao intramuscular).
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O horménio andrégeno utilizado foi a 17 alfa-metiltestosterona. No T2
a dosagem de horménio foi de 1 mg/kg de peso corporal, administrada
oralmente, diariamente, durante 5 dias e, no T3, a dosagem foi de 5 mg/kg de
peso corporal, em dose Unica, com as injegdes intramusculares intervaladas de
sete dias, baseado na metodologia proposta por SPEDICATO et al. (1995). No
inicio do experimento, nove exemplares foram sacrificados para confirmagao

do estadio gonadal.

As garoupas foram alimentadas com peixes da fauna acompanhante
da pesca dirigida ao camardo-sete-barbas, obtidos junto a pescadores
artesanais. O regime de alimentacdo (quantidade de alimento a ser fornecida
aos peixes) baseou-se na tabela de arragpamento recomendada por SIM et al.
(2005), sendo que a frequéncia alimentar empregada foi a mesma descrita por
CHUA e TENG (1978). A seguinte rotina foi estabelecida para o trato diario da
alimentacao: o alimento era descongelado, picado manualmente em pedacgos
de tamanho que os peixes pudessem ingerir com facilidade e, para os peixes
do T2, adicionado o horménio, previamente encapsulado. A alimentacao,
fornecida uma vez ao dia, em um unico trato, cinco dias por semana, no
periodo matinal, totalizava 1,5% da biomassa contida em cada tanque-rede. A
correcao na quantidade de alimento foi realizada mensalmente, de acordo com

o crescimento da biomassa estocada.

O experimento teve duragdo de 180 dias, sendo o consumo de
alimento e a ocorréncia de mortalidade anotados diariamente, para avaliagao

do desempenho produtivo de todos os tratamentos.

Para identificar o inicio da produ¢cdo de sémen e quantificar o ganho
em comprimento e peso dos exemplares, os peixes de todos os tratamentos
foram anestesiados com benzocaina (1g/20L de agua) e, em seguida, medidos
(cm) em ictibmetro e pesados (g) individualmente, em balanga eletrénica digital
(precisédo de 0,01g) no inicio e a cada trinta dias durante o periodo
experimental. A partir dos valores de comprimento total (cm), peso (g) e
ingestao (g/dia) e do registro de ocorréncia de mortalidade, foram calculados os

seguintes parametros de desempenho:
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- Taxa de Crescimento Especifico:

TCE comprimento (%PV/dia) = 100 x (Incf—1Inci) / t

cf = comprimento médio final; ci = comprimento médio inicial; t = n° de dias do
periodo experimental.

TCE peso (%PV/dia) = 100 x (In pf —In pi) / t

pf = peso médio final; pi = peso médio inicial; t = n° de dias do periodo
experimental.

- Ganho de Comprimento Diario: GCD (cm/dia) = (cf—ci) / t

- Ganho de Peso Diario: GPD (g/dia) = (pf — pi) / t

- Converséo Alimentar Aparente: CAap = C/GP

C = quantidade total de alimento consumida no periodo; GP = ganho de peso
no periodo experimental.

- Taxa de Sobrevivéncia (S, %) = 100 X (Pxf / Pxi).

Pxf = n° de peixes no final do periodo experimental; Pxi = n° de peixes no inicio

do periodo experimental.

O fator de condicdo (K) foi calculado através da expressdo K = Wt/ Lt
onde Wt corresponde ao peso, Lt ao comprimento total e “b” ao coeficiente

angular da relagdo comprimento-peso (Wt = aLt °).

2.3Crioconservagao do sémen

Apds a conclusdo do processo de inversdo sexual (determinado pela
produgao de sémen dos exemplares), iniciou-se a fase da crioconservagao do
sémen. O sémen fresco foi avaliado em relacdo ao volume, densidade,
motilidade e tempo de motilidade espermaticas. Antes da coleta do sémen foram
anotados os dados de comprimento e peso de cada exemplar. O sémen foi
extraido individualmente de cada exemplar, com o uso de seringas plasticas de
1 mL graduadas (0,01 mL), envoltas em papel opaco (para evitar a incidéncia de
luz sobre as amostras), pressionando levemente a regido abdominal do animal

compreendida entre as nadadeiras peitoral e caudal, no sentido cranio-caudal.
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O emprego das seringas permitiu eliminar a contaminagao do sémen
com fezes, sangue e principalmente com urina, uma das principais fontes de
redugao da qualidade do sémen (RANA, 1996). Apds a anotagao do volume do
sémen colhido, o material contido em cada uma das seringas foi transferido para
um unico frasco plastico opaco graduado (0,01 mL) de 5 mL, mantido imerso em
recipiente com agua na temperatura de 26° C (mesma temperatura em que eram

mantidos os exemplares de E. marginatus no laboratério).

A mistura de amostras do sémen dos exemplares foi feita utilizando-se
guantidades iguais, até que os volumes minimos necessarios para cada
experimento fossem atingidos. Para manter a estabilidade do sémen, a partir do
momento da colheita até o inicio dos testes de congelamento, foram seguidas as
recomendacdes de STOSS (1983), com relagao a altura do pacote celular de no

maximo 0,5 cm.

A densidade espermatica foi estimada apds a diluicao do sémen em
duas etapas, até atingir a diluicao final de 1:10*. Na primeira etapa uma aliquota
de 10 pL de sémen foi adicionada a 990 uL de solugdo de formol salino (5 mL de
solugéo de formaldeido e 95 mL de agua marinha a 35%.). Na segunda etapa
(momento da realizagdo da contagem), o sémen foi novamente diluido,
utilizando-se a mesma solugao e mesmo fator de diluigdo. A seguir, a contagem
foi feita em camara de Neubauer Improved (1 mm?®), sob microscopia dptica de

contraste de fase e aumento de 200 vezes.

O numero de espermatozoides foi estimado segundo a formula:
Ce=NxFc
onde:
Ce: concentracdo de espermatozoides por mm?®
N: numero de células contadas

Fc: fator de corregao

onde: Fc = (g x fd)/d

em que:
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q = 5, razdo entre o numero total de quadrados da camara de Neubauer
Improved (25) e o numero de quadrados em que foram realizadas as contagens
)

fd = 10% representa o fator de diluigdo da aliquota de sémen;

d = 0,1 mm, representa a profundidade da camara de Neubauer Improved.

A motilidade espermatica (porcentagem de células da amostra que
apresentam movimento) e o tempo da motilidade espermatica (duracdo do
movimento celular, em segundos) foram estimadas logo apdés o término da
coleta de sémen de cada exemplar. Uma aliquota de 15uL de sémen fresco foi
depositada em lamina histolégica de vidro e, a seguir, misturada com igual
volume de agua marinha 35%., 26°C. A homogeneizacgéao foi feita com o auxilio
de laminulas. Na estimativa da motilidade, em microscopio 6ptico com contraste
de fase (aumento de 400 x), empregou-se a escala arbitraria, de 0 a 100%,
proposta por SALISBURY e VANDEMARK (1964), onde foram considerados
todos os espermatozoides que apresentaram movimento em um Unico campo
focal, escolhido aleatoriamente, com a intensidade da luz mantida inalterada. A
motilidade espermatica foi estimada pelo numero de espermatozdides maéveis/

numero total de espermatozoides presentes no campo de microscopia.

O tempo de motilidade espermatica foi cronometrado, em segundos,
desde o inicio da homogeneizagdo do sémen com a agua marinha até que todas
as células se tornassem iméveis. O tempo de motilidade espermatica foi aferido

com a mesma amostra preparada para se observar a motilidade espermatica.

Somente sémen com motilidade espermatica superior a 90% foi
utilizado nos experimentos de congelamento. Para cada tratamento (combinagao
especifica dos fatores: tipo e concentracdo de diluente, velocidade de
congelamento e concentragdo do crioprotetor) foram congeladas 3 palhetas
plasticas seladas com alcool polivinilico (replicatas) em botijao criogénico
contendo vapor de nitrogénio (-196°C), seguindo as etapas enumeradas em
WAYMAN e TIERSCH (2000). Apds 180 dias de congelamento, as palhetas
foram descongeladas em agua (26°C), durante 2 a 3 minutos, para nova aferigao

da motilidade e do tempo de motilidade espermaticas. A motilidade e o tempo de
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motilidade serviram para avaliar a eficacia do congelamento em fungao dos

fatores envolvidos em cada tratamento testado.

2.3.1 Machos invertidos

Empregando-se o sémen dos exemplares de garoupa-verdadeira que

realizaram a inverséo sexual, realizou-se 0 seguinte experimento:

2.3.1.1 Experimento | — Determinagdo dos fatores do congelamento
(diluente x concentragdo de crioprotetor x velocidade de

congelamento)

Considerando-se que esquemas fatoriais sao indicados para
representar as possiveis combinacbes dos tratamentos ou fatores de um
tratamento que podem interagir entre si, e que, segundo BABIAK et al. (2000),
se aplicam aos experimentos de crioconservacao, foi desenvolvido um modelo
fatorial envolvendo trés solugbes diluidoras de sémen (A, B, C), duas
concentragdes do crioprotetor dimetilsulfoxido (DMSO), de 5 e 10% e trés

velocidades de congelamento (110, 90 e 60°Cxmin™).

As solugdes diluidoras de sémen com diferentes composig¢des idnicas e
pH (Tabela 1) foram baseados na composi¢cdo quimica da solucéo fisiolégica

para teleésteos marinhos, com valores de pH ajustados para 6,1; 7,8 e 8,2.
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Tabela 1. Composigao quimica das solugdes diluidoras.

NaCl KCI CaCl, MgCl, NaHPO, NaHCO;
(a/L) (9/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
Diluente A 7,89 1,19 0,20 0,4266 - -
(pH = 6,1)
Diluente B 6,5 3,0 0,3 - 0,2 -
(pH =7,8)
Diluente C 7,89 1,19 0,22 0,72531 0,0805 0,84
(pH =8,2)

O sémen colhido foi dividido, apés a mistura, em volumes iguais, em
nove frascos plasticos opacos, para colocagdo dos respectivos diluentes. Os
diluentes, previamente acrescidos do crioprotetor dimetilsulfoxido (DMSQO) nas
concentragbes de 5 e 10%, foram adicionados lentamente ao sémen até
completar a proporgéo de diluigdo de 1:4 (v/v). O tempo de equilibrio entre o
inicio da diluicdo do sémen e o inicio do congelamento foi de 60 segundos e

foram testadas trés velocidades de congelamento (110, 90 e 60°Cxmin™).

2.3.2 Macho do ambiente natural

Em razao da fortuita captura de um exemplar macho de E. marginatus
(112 cm e 32,0 kg) em Cananéia/SP, em dezembro de 2006, e aproveitando-se
do fato dele estar produzindo sémen, buscou-se comparar o sémen dos
exemplares invertidos artificialmente com o sémen do macho naturalmente

invertido, realizando-se 0s seguintes experimentos:

2.3.2.1 Experimento Il — Determinac¢ao do diluente x diluigao

Conforme explicado no experimento | e seguindo as recomendacgdes de
BABIAK et al. (2000) também para este experimento foi desenvolvido um modelo
fatorial envolvendo as trés solugdes diluidoras de sémen (A, B, C) empregadas
no experimento anterior e quatro propor¢des do volume de diluente adicionadas

ao sémen 1:0, 1:1, 1:2, 1:3 (v/v). A concentracao do crioprotetor dimetilsulféxido

17



(DMSO) foi fixada em 10% e a velocidade de congelamento em 60°Cxmin™. O
tempo de equilibrio entre o inicio da diluicdo do sémen e o inicio do

congelamento foi de 60 segundos.

2.3.2.2 Experimento lll - Determinagdo da concentracao de crioprotetor

Neste experimento buscou-se testar diferentes concentragdes do
crioprotetor dimetilsulféxido (DMSO). Foram estabelecidas seis concentragdes
(zero, 2,5%, 5,0%, 7,5%, 10,0% e 12,5%). Para este experimento foi empregada
a solucao diluidora C. A proporcao de sémen : diluente foi de 1:3. A velocidade
de congelamento foi 90°Cxmin™ e o tempo de equilibrio entre o inicio da diluigéo

do sémen e o inicio do congelamento foi 60 segundos.

2.3.2.3 Experimento IV — Determinagao da velocidade de congelamento

Para a definicdo da velocidade de congelamento mais adequada para a
conservagdao das caracteristicas do sémen da garoupa-verdadeira foram
testadas velocidades de: 15, 30, 45, 60 e 90°Cxmin™®. O monitoramento da
velocidade foi feito com auxilio de um par-termoelétrico. No sistema criogénico
empregado, as velocidades de congelamento foram determinadas previamente
para cada espécie, em fungcdo do tamanho das palhetas utilizadas para o
envasamento do sémen (WAYMAN e TIERSCH, 2000). As palhetas foram
confeccionadas no laboratério, a partir de tubos de plastico criogénico, utilizados
rotineiramente na inseminagao artificial de bovinos. Os tubos foram cortados em
tamanhos adequados para armazenar diferentes volumes de sémen diluido da
garoupa-verdadeira, para que, durante o resfriamento, pudessem refletir as
velocidades de congelamento examinadas neste estudo. Cada palheta foi selada
em uma das extremidades com alcool polivinilico em pé interposto entre
camadas de algodao hidrofilo e hidréfobo. Para este experimento o sémen foi

diluido com a solugéo diluidora C. A proporgéo de sémen : diluente foi de 1:3 e a
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concentragao de DMSO fixada em 10%. O tempo de equilibrio entre o inicio da

diluicdo do sémen e o inicio do congelamento foi de 60 segundos.

2.4 Analise dos Resultados

Para a analise estatistica dos dados utilizou-se o SAS (Statistical
Analyses System), o SAS/STAT, versao 6.11 (1990). As médias das diferentes
variaveis foram estimadas pelo procedimento Means. A analise de variancia foi
efetuada pelo procedimento ANOVA (Analysis of Variance). Este procedimento
realiza teste de igualdade entre trés ou mais médias, permitindo verificar se a
variabilidade dentro dos grupos € maior que a existente entre os grupos. A
técnica supde independéncia e normalidade das observagdes e igualdade entre
a variancia dos grupos. A significancia das diferencas obtidas entre os
tratamentos em cada experimento foram obtidas pelo método ANOVA, usando
procedimentos paramétricos, com base no teste de variagdo multipla de Tukey.

Valores de p<0,05 foram considerados significantes.
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3. RESULTADOS
3.1 Inversao sexual
3.1.1 Masculinizagao

Apds 180 dias do inicio do processo de inversao 100% dos peixes do
T-2 e 77,8% dos peixes do T-3 produziram sémen. Os peixes do T-1 (lote
controle) mantiveram-se como fémeas. A produgao total de sémen, em uma
unica coleta, dos peixes do T-2, foi de 3,28 mL e a dos peixes do T-3 de 1,41
mL. Os dados de producédo de sémen dos tratamentos T-2 e T-3 foram
submetidos ao Teste T, a 5% de probabilidade (ZAR, 1999), que revelou que a
producéo de sémen do T-2 foi significativamente superior a do T-3 (p<0,05). A
producdo meédia de sémen dos diferentes tratamentos pode ser vista na Tabela
2.

Tabela 2. Médias e desvios padrao do peso corporal e do volume de sémen de

Epinephelus marginatus submetidos ao processo de inversao sexual.

Lote Peso médio (g) Produgéo de sémen (mL)
T-1 (controle) 1.128,8 + 189,7 0,0
(n=9)
T-2 (via oral) 1.377,9 + 357,7 0,36 + 0,26 * (p= 0,0032)
(n=9)
T-3 (via injetavel) 1.274,8 + 279,8 0,20+ 0,13
(n=9)

Médias seguidas pelo simbolo * na coluna diferem entre si pelo Teste T a 5% de

probabilidade.

Nao foi observada correlagdo entre o peso dos exemplares e a
producao individual de sémen. O consumo total por peixe do hormdnio 17
alfa-metiltestosterona durante o periodo experimental foi de 120 mg/kg

independentemente da forma de administracao.
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3.1.2 Avaliagao das caracteristicas do sémen fresco

Esta avaliacdo foi realizada comparativamente entre o sémen fresco
dos exemplares de E. marginatus invertidos e o do macho do ambiente natural.
Os dados obtidos da biometria dos exemplares e das caracteristicas do sémen
fresco (volume, densidade espermatica, motilidade e tempo de motilidade)
estao representados na Tabela 3.

Tabela 3. Médias e desvios padrao de comprimento total (cm), peso total (g), volume
de sémen (mL), densidade (células/mL), motilidade (%) e tempo de motilidade

(segundos) espermaticas de Epinephelus marginatus.

Caracteristicas espermaticas
do sémen fresco
Macho Comprimento Pesototal Volume Densidade Motilidade Tempo de

total (cm) (9) sémen (x 10° (%) motilidade
(mL) células/mL) (s)
Ambiente 112,0 32.000,0 12,0 2,9 100 3300
T-2* 44,5 + 3,7 1.377,9+ 0,36 + 3,1+0,2 100 3060 +
357,7 0,26 600
T-3** 429+3,0 1.2748+ 0,20 + 29+0,3 100 3000 +
279,8 0,13 540

* média obtida de nove peixes

** média obtida de sete peixes
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3.1.3 Desempenho ponderal

Os resultados de desempenho dos trés lotes sdo caracterizados na

Tabela 4 e na Figura 1.

Tabela 4. Médias e desvios padrao de desempenho ponderal de trés lotes de

Epinephelus marginatus durante o periodo experimental de 180 dias.

Variaveis T-1 T-2 T-3
Comprimento inicial (cm) 37,2127 36,6 +2,7 36,9+3,4
Peso inicial (g) 841,3+191,9 833,1+179,7 810,3 + 192,2
Biomassa inicial (g) 7.571,6 7.497,7 7.292,6
Sobrevivéncia (%) 100 100 100
Comprimento final (cm) 41,7+27 445 + 3,7 429+ 3,0
Peso final (g) 1.128,8 +189,7 1.377,9+357,7 1.274,8 £279,8
Biomassa final (g) 10.158,8 12.400,9 11.473,5
TCE comprimento (%PV/dia) 0,06 0,11 0,09
TCE peso(%PV/dia) 0,17 0,28 0,25
GPD (g/dia) 1,60+ 0,35 3,03+ 1,06 2,58+ 0,55
GCD (cm/dia) 0,03+ 0,01 0,04+ 0,01 0,03+ 0,01
CAap 9,12:1,0 5,02:1,0 5,59:1,0

TCE = taxa de crescimento especifico; GPD = ganho de peso diario; GCD = ganho de

comprimento diario; CAap = conversao alimentar aparente.
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Figura 1. Crescimento de trés lotes de Epinephelus marginatus durante

o periodo experimental de 180 dias.

Os dados de peso final e ganho de peso diario foram submetidos a
ANOVA e ao teste de Tukey e os resultados podem ser observados na Tabela
5, demonstrando que T-2 e T-3 nao diferem entre si, porém foram
significativamente superiores ao T-1.

Tabela 5. Médias e desvios padrao de peso final e ganho de peso diario (GPD)
de E. marginatus durante o periodo experimental de 180 dias.

Variaveis T-1 T-2 T-3
Peso final (g) 1.128,8+189,7° 1.377,9+357,7% 1.274,8+279,8°
GPD (g/dia) 1,60+ 0,35 ° 3,03+ 1,06 * 2,58+ 0,55 *

ab Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito na mesma linha apresentam
diferengas significativas (p<0,05).
A® Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito na mesma linha apresentam
diferengas significativas (p<0,05).

O fator de condicdo dos trés lotes é apresentado na Figura 2,
mostrando uma clara tendéncia de queda. As relagbes comprimento-peso sao
apresentadas nas Figuras 3, 4 e 5.
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Figura 4. Relacdo comprimento-peso do T-2 durante o periodo experimental de 180
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Figura 5. Relacdo comprimento-peso do T-3 durante o periodo experimental de 180
dias.

3.1.4 Variaveis ambientais

Na Tabela 6 sdo apresentados os valores das variaveis ambientais na

area onde os tanques-rede estiveram instalados com os lotes experimentais de

exemplares de E. marginatus.
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Tabela 6. Médias, amplitude e coeficiente de variacdo (CV) das variaveis

ambientais da area experimental.

Variavel Média Amplitude CV (%)
Temperatura 26,3 23,0 -30,0 7,58
maxima (°C)

Temperatura 24,3 22,0-28,0 6,82
minima (°C)
Salinidade (%o) 34,0 21,0-36,0 6,74
Transparéncia (m) 2,2 0,5-4,0 40,59
Pluviometria (mm) 30,6 0,0 —238,7 136,12

Observou-se conforme era esperado uma relagdao inversa entre a

salinidade e a pluviometria (Figura 6).
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Figura 6. Relagao entre salinidade e pluviometria na area experimental.
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3.2 Crioconservagao do sémen

3.2.1 Machos invertidos

3.2.1.1 Experimento | — Determinagao dos fatores do congelamento

(diluente x concentragao de crioprotetor x velocidade de congelamento)

Os valores obtidos para a motilidade do sémen dos machos invertidos
apos o processo de crioconservagdao foram submetidos a ANOVA e os

resultados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultado da aplicagdo da ANOVA para os valores obtidos para motilidade

espermatica do sémen de Epinephelus marginatus.

Grausde Somade Quadrado

Fator Liberdade Quadrados Médio Valor F P
diluente 2 0,968 0,484 163,31 <0,001
velocidade 2 0,274 0,137 46,31 <0,001
dmso 1 0,645 0,645 217,56 <0,001
diluente*velocidade 4 0,144 0,036 12,19 <0,001
diluente*dmso 2 0,091 0,046 15,44 <0,001
velocidade*dmso 2 0,063 0,031 10,56 <0,001
diluente*velocidade*dmso 4 0,036 0,009 3,06 0,029
Erro 36 0,107 0,003

A analise mostrou que a motilidade média possui comportamento
distinto entre os fatores estudados (interacédo entre diluente*velocidade*dmso,
p=0,029). A seqguir foi aplicado o teste de Tukey visando obter a melhor

combinagéao entre os fatores. Os dados estao apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Médias e desvios padrao da motilidade (expressos em porcentagem) do
sémen de machos invertidos de Epinephelus marginatus submetidos a diferentes

diluentes, velocidades de congelamento e concentragdes de DMSO.

Diluente Velocidade  DMSO Média + dp
9 TEac
110°Cxmin’ 150& ‘11;; : g:g Z
; 9 +
A 90°Cxmin™* 150@) 225’33,3;151,’85 ;d
9 +
60°Cxmin™ 150& 5;303 : fé% Cj
0 WL
110°Cxmin™ 15030 2185%; %5(3) dd
9 LEQec
B 90°Cxmin™ 150& 2185%; EE)% dd
0 +EQe©
60°Cxmin™ 150& ﬁ’,f); 58,?) d
0 TEac
110°Cxmin’ 150& 222 : 2:2 °b
0 +EgQad
C 90°Cxmin’ 150& 385.’52) £ %,% :
60°Cxmin™ 155’& Eégzg f (?,Z)Ob:

#b Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito

na mesma coluna apresentam diferengas significativas (p<0,05).

Estes resultados indicaram que o valor mais elevado para a motilidade
média foi obtido empregando-se o diluente C, concentragédo de DMSO de 5 % e

uma velocidade de congelamento de 60°Cxmin™.

Os dados de tempo de motilidade do sémen dos machos invertidos foi

submetido a ANOVA e os resultados estdo na Tabela 9.
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Tabela 9. Resultado da ANOVA para o tempo de motilidade espermatica

do sémen de Epinephelus marginatus.

Grausde Somade Quadrado

Fator Liberdade Quadrados Médio Valor F P
diluente 2 17803099 8901550 43,00 <0,001
velocidade 9039572 4519786 21,83 <0,001

2
dmso 1 29739361 29739361 143,66 <0,001
diluente*velocidade 4 2263548 565887 2,73 0,044
diluente*dmso 2 4525907 2262954 10,93 <0,001
velocidade*dmso 2 2590375 1295187 6,26 0,005
diluente*velocidade*dmso 4 1063191 265798 1,28 0,294
Erro 6 7452369 207010

w

Pela Tabela 9, observou-se que a interagdo entre os trés fatores
estudados (diluente, velocidade e dmso), considerando-se o tempo de
motilidade espermatica, nao foi significativo (p = 0,294), mas foi
estatisticamente significativo entre cada dois fatores (p < 0,05). Na Tabela 10
estdo apresentados os resultados da aplicagao do teste de Tukey visando obter

a melhor combinagao entre os fatores.

Tabela 10. Médias e desvios padrao do tempo de motilidade (segundos) nos
diferentes diluentes e velocidades de congelamento do sémen de machos invertidos

de Epinephelus marginatus.

Velocidade de congelamento

110°Cxmin™ 90°Cxmin™ 60°Cxmin™
Diluente A 1708 + 875 « 2652 + 962 @ 2465 + 1462 °
Diluente B 958 + 655 ¢ 1192 + 1043 ° 1820 + 1668 ™
Diluente C 2077 £275"™ 2551 + 681 ™ 3459 + 638 °

&b Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito apresentam diferencas

significativas (p<0,05).

Os resultados demonstraram que o melhor tempo de motilidade
espermatica é obtido empregando-se o diluente C na velocidade de

congelamento de 60°Cxmin™.
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Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados da aplicagao do teste
de Tukey entre os fatores diluentes e a concentragdo de DMSO, visando a

melhor combinagao entre os fatores.

Tabela 11. Médias e desvios padrao do tempo de motilidade (segundos) do sémen de
machos invertidos de Epinephelus marginatus em diferentes diluentes e

concentragdes de DMSO.

Diluente A Diluente B Diluente C
5% DMSO 3165+ 839 2 2322 + 856 ™ 3033+ 7532
10 % DMSO 1385 + 529 ¢ 325+93° 2358 + 713"

@b Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito apresentam diferencas

significativas (p<0,05).

Os resultados demonstraram que o melhor tempo de motilidade
espermatica foi obtido empregando-se o diluente A ou o diluente C com uma
concentragao de 5 % de DMSO.

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados da aplicagao do teste
de Tukey entre os fatores velocidade de congelamento e concentragdo de

DMSO, visando definir a melhor combinagéo entre esses fatores.

Tabela 12. Médias e desvios padrdo do tempo de motilidade (segundos) do sémen de
machos invertidos de Epinephelus marginatus em diferentes velocidades de

congelamento e diferentes concentracdes de DMSO.

Velocidade de congelamento

110°Cxmin™* 90°Cxmin™ 60°Cxmin™
5 % DMSO 2084 + 536 ° 2823 + 658 ° 3613 + 656 @
10 % DMSO 1078 + 653 ™ 1440 + 1018 1549 + 1235 ¢

2b Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito apresentam diferencas

significativas (p<0,05).

Os resultados demonstraram que o melhor tempo de motilidade
espermatica é obtido empregando-se o crioprotetor DMSO a uma concentragao

de 5 % e uma velocidade de congelamento de 60°Cxmin™.
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3.2.2 Macho do ambiente natural

3.2.2.1 Experimento Il — Determinag¢ao do diluente x diluigao

Os valores obtidos para a motilidade do sémen do macho do ambiente
natural foram submetidos a ANOVA e os resultados sdo apresentados na
Tabela 13.

Tabela 13. Resultado da ANOVA para motilidade espermatica

do sémen de Epinephelus marginatus.

Grausde Somade Quadrado

Fator Liberdade Quadrados Meédio Valor F P
diluente 2 0,009 0,004 191 0,170
diluicao 3 5,140 1,713 747,67 <0,001
diluente*diluicéo 6 0,008 0,001 0,58 0,746
Erro 24 0,055 0,002

Pela Tabela 13, tem-se que o comportamento da motilidade média entre
os diluentes nas diferentes diluicbes nao foi significativo (p = 0,746), entretanto,
considerando-se isoladamente o fator diluicdo, a motilidade média foi
estatisticamente significativa (p < 0,001). Visando-se comparar a diferenca
entre as médias, os dados foram submetidos ao teste de Tukey sendo os

resultados apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Médias e desvios padrao da motilidade espermatica (expressos em
porcentagem) do sémen de Epinephelus marginatus submetidos a diferentes diluentes

e diferentes diluicdes.

Diluicoes
1:0 1:1 1:2 1:3
Diluente A 3,3+2,9° 91,7+58°% 96,7+29°% 91,7+58*
Diluente B 33+2,9° 88,3+5,8° 88,3+5,8° 88,3+5,8°
Diluente C 33+2,9° 86,7+2,9° 91,7+5,8°? 91,7+5,8°

*> Médias e desvios padrao com diferentes sobrescrito apresentam diferencas
significativas (p<0,05).

Os resultados mostraram que a motilidade espermatica média do
sémen do macho do ambiente de E. marginatus n&o foi estatisticamente
significativa a partir da diluicdo 1:1 (p > 0,05) e que apenas quando nao
ocorreu diluicdo (1:0) as motilidades médias sao inferiores as demais relagdes
(p < 0,05).

Os valores obtidos para o tempo de motilidade espermatica do sémen
do macho natural foram submetidos a ANOVA e os resultados estdo na Tabela
15.

Tabela 15. Resultado da ANOVA para o tempo de motilidade

do sémen do macho do ambiente natural de Epinephelus marginatus.

Graus de Somade Quadrado

Fator Liberdade Quadrados Meédio Valor F P
diluente 2 390601 195301 1,38 0,270
diluicao 3 57061877 19020626 134,75 <0,001
diluente*diluicdo 6 4333969 722328 512 0,002
Erro 24 3387602 141150

A Tabela 15 mostrou que o tempo médio de motilidade espermatica
comportou-se de forma diferente entre os diluentes nas diferentes dilui¢gdes (p =
0,002). Visando-se comparar a diferenga entre as médias, os dados foram

submetidos ao teste de Tukey e os resultados estao na Tabela 16.
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Tabela 16. Médias e desvios padrdo do tempo de motilidade espermatica (expressos
em segundos) do sémen de E. marginatus submetidos a diferentes diluentes e

diferentes dilui¢des.

Diluicdes
1:0 1:1 1:2 1:3
Diluente A 139 + 48 °© 2515+280°  3285+373%*  3331+561%
Diluente B 139 + 48 © 2624 + 500 ° 2672 + 518" 4126 + 505 *
Diluente C 139 + 48 © 2883 +432°  3040+436% 2505+ 77

&b Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito apresentam diferencas

significativas (p<0,05).

Pela Tabela 16, pode-se observar que o tempo de motilidade no
diluente B e na relagdo 1:3 apresentou maior tempo médio de motilidade do

gue as demais combinagoes de diluicbes e diluentes (p < 0,05).

3.2.2.2 Experimento lll — Determinagao da concentragao de crioprotetor
A concentracao de crioprotetor DMSO de 5,0% apresentou melhor

desempenho na crioconservacado do sémen de E. marginatus, em termos de

motilidade (%) e tempo de motilidade (segundos) espermaticas, com diferencas

significativas (p < 0,05), em relagcado as demais concentragdes (Tabela 17).
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Tabela 17. Médias e desvios padrdo da motilidade (%) e do tempo de motilidade
(segundos) do sémen crioconservado do macho natural de Epinephelus marginatus

submetido a diferentes concentragdes de DMSO.

DMSO (%) Motilidade (%) Tempo de Motilidade (s)
0,0 33+29° 238,3+135,3°
2,5 46,7+29° 1463,7 +110,3 €
5,0 96,7+29° 3355,0 + 141,5*
7,5 78,3+5,8" 2609,0 +191,7 ®
10.0 36,7+2,9 % 1533,3 +£526,0
12,5 26,7 +2,9 340,0 +159,0 °

> Médias e desvios padrédo com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam
diferengas significativas (p< 0,05).
A®Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam

diferencgas significativas (p< 0,05).

3.2.2.3 Experimento IV — Determinagao da velocidade de congelamento

Os resultados deste experimento indicaram que as velocidades de
congelamento  90°Cxmin? e 60°Cxmin™® apresentaram o0s melhores
desempenhos, de acordo com os valores de motilidade e tempo de motilidade

espermaticas, sem diferencas significativas (p< 0,05) entre elas (Tabela 18).

34



Tabela 18. Médias e desvios padrdo da motilidade (%) e do tempo de motilidade
(segundos) do sémen crioconservado de Epinephelus marginatus submetido a

diferentes velocidades de congelamento.

Volume (mL) Velocidade (°Cxmin™) Motilidade (%) Tempo de
Motilidade (s)
0,25 90 86,7 +5,8°% 2850,7 + 133,4 *°
0,50 60 91,7+58°% 3335,0+237,94
0,75 45 76,7+29% 2277,7 +197,4 B¢
1,00 30 61,7+15,3° 1899,7 + 637,8
1,25 15 783+7,6% 2286,7 + 301,4 ¢

> Médias e desvios padrédo com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam
diferengas significativas (p< 0,05).
A®Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam

diferencgas significativas (p< 0,05).
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4. DISCUSSAO

4.1 Inversao sexual

4.1.1 Masculinizagao

CHEN et al. (1977) e CHAO e CHOW (1990) reportaram que O
horménio  metiltestosterona administrado oralmente pode induzir a
transformagédo de fémeas maduras ou fémeas imaturas em machos funcionais
sendo que a determinagao do estagio do ciclo reprodutivo para a administragéao
de esteroides masculinizantes é de fundamental importancia. PANDIAN e
SHEELA (1995) afirmaram que o horménio 17 alfa-metiltestosterona é o
andrégeno mais eficaz na indugao do processo de masculinizagdo em peixes,
embora outros horménios possam ser utilizados como demonstraram
QUINITIO et al. (2001) ao empregarem 0 mibolerone e obterem a inversao
sexual de E. coioides. Confirmando a literatura, os resultados obtidos em nosso
estudo demonstraram que o horménio 17 alfa-metiltestosterona foi eficaz na

inversao sexual de E. marginatus.

CHEN et al. (1977) afirmaram que a dose de 1 mg de 17-alfa-metil-
testosterona (MT) por quilo de alimento foi eficiente na inversdo sexual de E.
tauvina. A inversado sexual também foi obtida em E. coioides, com peso médio
de 1,2 kg, apés um periodo de cinco meses, através da administracdo de
injecodes intramusculares de 17 alfa-metiltestosterona intervaladas de quinze
dias na dosagem de 0,5 a 1,0 mg/kg (TAN-FERMIN et al., 1994). Em ambos os
casos, apds seis meses do tratamento hormonal ter sido interrompido, os
machos sexualmente invertidos retornaram a condicao funcional de fémeas
(CHEN et al., 1977; TAN-FERMIN et al.,, 1994). Resultados promissores de
inversao sexual permanente foram obtidos por SARTER et al. (2006)
empregando implantes de 17 alfa-metiltestosterona em exemplares de E.
marginatus com peso médio de 131 gramas. Em nosso estudo as dosagens
empregadas de 17 alfa-metiltestosterona foram eficientes em obter a

masculinizacao de exemplares E. marginatus.
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A forma de administragao do horménio masculinizante no processo de
inversao sexual foi discutida por PANDIAN e SHEELA (1995) que afirmaram
ser a via oral a forma mais eficiente em contraponto a administracéo via
intramuscular, em fungdo do estresse que as repetidas inje¢des causam aos
peixes, aumentando os riscos de injurias e patologias associadas a lesbes
causadas durante a aplicagcdo. Confirmando estes autores, MARINO et al.
(2000) afirmaram que os resultados da inversdo sexual via intramuscular
podem ser negativos em razdo do estresse causado pelos sucessivos
manuseios dos exemplares, induzindo a uma baixa resposta ao horménio. Em
nosso estudo as menores porcentagens de peixes invertidos no T3 pode ser
creditada a este problema, visto que a produgdo de sémen dos peixes deste

tratamento foi significativamente inferior ao T2 que recebeu o horménio via oral.

Por outro lado, alternativas as técnicas de inversdo sexual que
empregam horménios, como a que envolve o efeito do controle social, vém
sendo pesquisadas. QUINITIO et al. (1997) estudando a aplicagao desta
técnica estocaram uma fémea de maior porte junto com diversas fémeas de
menor porte de E. coioides em um mesmo tanque-rede e conseguiram que a
fémea de maior porte fosse induzida a inversdo sexual, sem o emprego de
horménios. O principio baseia-se no ciclo biolégico da espécie descrito por
SHAPIRO (1984) em que a remocédo dos machos da populacdo induz a

inversio sexual de fémeas dominantes.

Em relacdo a porcentagem de sucesso do processo de inversao
sexual YEH et al. (2003) obtiveram 66,7% de peixes invertidos em um lote de
E. tukula e 100% em um lote de E. salmoides. CHAO e LIM (1991) obtiveram
85% com E. tauvina, o mesmo valor obtido por TAN-FERMIN et al. (1994) com
E. coioides. MARINO et al. (2000) obtiveram apenas 25% com E. marginatus
creditando este baixo valor a hierarquia social entre os peixes nos tanques,
resultando em baixa ingestdo do horménio por muitos exemplares. Os
resultados obtidos em nosso trabalho apontaram resultados de 100% (via oral)
e 77,8% (via intramuscular) de inversdo sexual de E. marginatus traduzindo a

eficiéncia da técnica adotada neste estudo.
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Diversos autores afirmam que em peixes do género Epinephelus pode
ser longo o tempo para que o processo de inversao sexual se complete. KUO
et al. (1988) obtiveram a inversao sexual induzida de E. fario ap6s 150 dias,
CHAO e CHOW (1990) com E. tauvina em 210 dias, TAN-FERMIN et al. (1994)
com E. coioides em 180 dias e HASSIN et al. (1997) em 150 dias com E.
aeneus. Em nosso trabalho o tempo necessario para inversao sexual induzida
de E. marginatus foi de 180 dias, portanto, dentro do tempo esperado para
espécies do género Epinephelus. Estudos como o de ALAM et al. (2006) tém
demonstrado a possibilidade de reduzir esse tempo com implantes de
inibidores de aromatase. Estes autores obtiveram a inversdo sexual de
exemplares de E merra em apenas 21 dias, demonstrando o potencial do
emprego dessa técnica. LI et al. (2006) também empregando inibidores de
aromatase, obtiveram a inversdo sexual de E. akaara em menos de 30 dias,
confirmando a eficiéncia dos inibidores de aromatase na aceleracao do
processo de inversao sexual em espécies do género Epinephelus. Este
processo € baseado na inibicdo da atividade da enzima aromatase provocando

a reducao da producéao de estrogenos.

A guantidade de 17 alfa-metiltestosterona necessaria para a inverséo
sexual varia com a espécie estudada e o tempo de emprego do hormdnio.
CHEN et al. (1977) registraram um consumo de 145 mg/kg em E. tauvina.
KUO et al. (1988) precisaram de 160 mg/kg para a masculinizagéo de E. fario.
GLAMUZINA et al. (1998) apontaram um consumo de 120 mg/kg para a
masculinizagdo de fémeas de E. marginatus. MARINO et al. (2000) utilizaram
85 mg/kg para masculinizagdo de exemplares da mesma espécie em 105 dias.
Em nosso estudo o consumo do hormdnio 17 alfa-metiltestosterona, por peixe,
durante o periodo experimental, foi de 120 mg/kg independentemente da
forma de administragao, valor dentro da faixa de variagdo para o género

Epinephelus.
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4.1.2 Avaliagao das caracteristicas do sémen fresco

Para SALISBURY e VANDEMARK (1964), o estudo do sémen por
meio da determinacdo do volume coletado, da motilidade e concentracao
espermatica serve de base para a diluigdo do material fecundante além de
possibilitarem a mensuracdo da capacidade de producdo do sémen de cada

reprodutor.
4.1.2.1 Volume do sémen

O volume de sémen colhido é muito utilizado como indicador da
producdo espermatica e corresponde entre 20 e 50% do conteudo total de
sémen retido nos testiculos (BILLARD, 1990). Diversos autores, entretanto,
afrmam que o volume de sémen produzido por machos invertidos
artificialmente de Epinephelus é costumeiramente pequeno (SPEDICATO et al.,
1995; KUO et al., 1988; GLAMUZINA et al., 1998).

No procedimento de colheita, a pressdao manual do abdémen exercida
para a liberagdo do sémen pode resultar em quantidades varidveis de urina e
fezes, alterando o volume total. A colheita do sémen de E. marginatus
diretamente do poro genital com seringas (1 mL/0,01), possibilitou eliminar
esse material indesejado. RANA (1996) elucidou que a contaminagdo do
sémen, principalmente por urina, freqientemente ignorada, pode significar um
aumento de até 80% no volume resultante, refletindo significativamente na

qualidade do ejaculado.
4.1.2.2 Densidade espermatica

Neste estudo, considerando-se os machos invertidos e o macho do
ambiente natural de E. marginatus, a densidade espermatica variou de 2,9 a
3,1 x 10° células/mL. Estes valores s&o ligeiramente inferiores ao reportado
para a espécie por SPEDICATO et al. (1995), de 4,7 a 8,6 x 10°, embora
contrastem com a menor densidade obtida por KUO et al. (1988) em E. fario de

8,0 x 107 células/mL. Entretanto todos estes valores podem ser considerados
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dentro dos limites da maioria das espécies marinhas compiladas por RANA
(1996), de 2,0 x 10° a 6,5 x 10° células/mL.

4.1.2.3 Motilidade e tempo de motilidade espermatica

A motilidade e o tempo de motilidade vém sendo correlacionadas com
a fertilidade do sémen desde os primérdios das técnicas de fertilizagdo dos
peixes (RANA, 1996). Diversos autores destacaram a correlagao positiva entre
a motilidade espermatica e a taxa de fertilizagdo (MOUNIB et al., 1968;
HARVEY et al., 1982).

Segundo BILLARD et al. (1995) a motilidade é o parametro mais
comum para avaliar a qualidade do sémen embora a capacidade de fertilizacao
seja 0 teste conclusivo sobre essa questdo. Estes mesmos autores
ressaltaram, entretanto, que a capacidade de fertilizagdo pode ser afetada por
fatores independentes da qualidade do sémen e que interagem no processo,
tais como, a qualidade dos ovécitos, o que pode gerar resultados de dificil
interpretacdo. Sobre este assunto GWO (2000) afirmou que em funcédo da
dificuldade em se obter ovécitos com boa qualidade aplicando-se técnicas de
desova induzida, na grande maioria dos trabalhos publicados sobre
crioconservacdo de sémen de peixes marinhos, a avaliagdo da taxa de
fertilizagdo nao é utilizada, sendo somente a motilidade e o tempo de

motilidade espermaticas descritas como indicadoras da qualidade do sémen.

O sémen de E. marginatus examinado apos o0 processo de
crioconservagdo mostrou uma alta porcentagem de células méveis (85%),
indicando que as técnicas empregadas neste estudo foram adequadas na
preservacao da qualidade espermatica. Os valores de motilidade, obtidos neste
estudo, foram superiores aos encontrados no sémen de Epinephelus
malabaricus por CHAO et al. (1992) com valores de 40 a 60%, de Epinephelus
moara com 42 a 52% (MIYAKI et al., 2005), de Dicentrarchus labrax (FAUVEL
et al., 1999), de Centropomus undecimalis (TIERSCH et al., 2004) ambos com
taxa de motilidade ao redor de 80%, porém, inferiores ao obtido por RILEY et

al. (2004) com o Lutjanus campechanus, ao redor de 95%.
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Os valores médios do tempo de motilidade espermatica obtidos para
E. marginatus, de 3060 + 600 segundos, foram muito superiores aos obtidos
para varias outras espécies de peixes marinhos, ao redor de 500 segundos
(BILLARD, 1978), embora valores elevados de tempo de motilidade
espermatica também tenham sido reportados por CHAO et al. (1992) para E.
malabaricus, superiores a 4500 segundos.

Tempos elevados de motilidade espermatica provavelmente devem
estar relacionados ao complexo processo reprodutivo dos peixes do género
Epinephelus que formam haréns e intensas agregacdes reprodutivas descritas
por ZABALA (1997b).

4.1.3 Desempenho ponderal

A densidade populacional mantida nos tanques-rede neste estudo (1,1
peixes/m®) esteve bem abaixo da recomendada por APEC/SEAFDEC (2001)
gue indica densidades de engorda entre 15 a 20 peixes/ m3. Para CHOU e
LEE (1997) a densidade ideal na fase de engorda deve ser de 20 peixes/ m3.
AHMAD et al. (1999), avaliando o desempenho de Epinephelus coioides sob
diferentes densidades de estocagem (10, 20 e 40 peixes/m?3) concluiram que
para produzir peixes com peso superior a 800 gramas a densidade de 10
peixes/m3 € a mais recomendada por proporcionar um crescimento mais rapido
e melhor conversao alimentar. A baixa densidade adotada em nosso trabalho
objetivou um melhor controle sobre os tratos alimentares dos peixes,

permitindo, consequentemente, um melhor controle da ingestdo do horménio.

Neste trabalho foram utilizados tanques-rede de 8 m? visando-se um
sistema pratico e funcional para operacdo em condicbes adversas de mar.
HUGUENIN e ANSUINI (1978) afirmaram que quando o tamanho dos tanques-
rede € aumentado, aumentam as dificuldades de manejo e pioram as
condicbes de circulagdo de agua no interior dos mesmos, diminuindo a

produtividade do sistema. BEVERIDGE (1996) afirmou que o volume dos
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tanques-rede deve estar em sintonia com o sistema de producgao, sendo que
tanques-rede de menor volume sao ideais para sistemas familiares de
producao. Concordando com este autor, o presente estudo corroborou esta
afirmagado, portanto o sistema empregado neste estudo pode ser uma

alternativa para possivel adog¢ao por pequenos maricultores.

Os serranideos sao conhecidos por apresentarem uma lenta taxa de
crescimento em condi¢gdes naturais. Exemplares de E. marginatus, em meio
natural, levam 3,3 anos para atingirem 400 gramas (BRUSLE, 1985). Segundo
SALAZAR e SANCHEZ (1988), a garoupa-de-Sao-Tomé (Epinephelus morio)
leva 2 anos para atingir 480 gramas. O badejo de areia (Mycteroperca
microlepis) atinge 400 gramas, apos 1,2 anos, de acordo com MANOOCH e
HAIMOVICI (1978). GRACIA LOPEZ e CASTELLO ORVAY (2003)
demonstraram que, em condi¢gdes de criacado, a velocidade de crescimento de
Epinephelus guaza pode ser substancialmente aumentada, obtendo-se peixes
com peso médio de 450 gramas apos 15 meses. Em razdo de uma confusdo
taxondmica, publicagdes referentes a E. guaza no Mar Mediterraneo, referem-
se, segundo HEEMSTRA e RANDALL (1993), a E. marginatus. JAMES et al.
(1998), estudando o crescimento de duas espécies de garoupas (Epinephelus
fuscoguttatus e Epinephelus polyphekadion) em tanques-rede, obtiveram um
peso médio de 578 gramas apds sete meses de cultivo para E. fuscoguttatus e
513 gramas apds doze meses de cultivo para E. polyphekadion, concluindo que
E. fuscoguttatus apresentava melhor aptidao para cultivo comercial. Em relagéo
a ganho de peso, embora ndao fosse o objetivo deste estudo, foi possivel
observar que exemplares de E. marginatus alcangaram um crescimento
expressivo quando comparado com outras espécies de Epinephelus (T1 =
287,59; T2 =544,8 g; T3 = 464,5 g) em 180 dias de cultivo.
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Segundo CHUA e TENG (1980) horménios andrégenos, dependendo
da dose empregada, podem atuar como promotores do crescimento em peixes
do género Epinephelus, estimulando o apetite, melhorando a eficiéncia da
conversao alimentar, induzindo a retengao de nitrogénio e promovendo o
desenvolvimento muscular. Em um caso analisado por estes autores, o
emprego do horménio 17-alfa-metiltestosterona, por cinco meses, em um lote
de E. tauvina, resultou em um incremento de mais de 43% no peso dos
exemplares. Em nosso estudo os dados de peso final e ganho de peso diario
foram significativamente superiores (p<0,05) nos lotes submetidos ao horménio
masculinizante (T2 e T3) em comparagdo ao tratamento controle (T1),
comprovando o efeito de promotor de crescimento do horménio 17-alfa-metil-

testosterona.

Avaliando-se a taxa de crescimento especifico de E. itajara, BOTERO e
OSPINA (2003), encontraram valores entre 0,13 (lote alimentado com ragéo) e
0,96 a 1,40 (lote alimentado com rejeito de pesca). TUCKER (1998) registrou
uma TCE de 0,52 para Epinephelus striatus, alimentada com rejeito de pesca,
destacando o bom potencial desta espécie de serranideo para a piscicultura
marinha. GRACIA LOPEZ e CASTELLO ORVAY (2003) avaliando o
crescimento de E. marginatus criadas em laboratério e alimentadas com polvos
e mexilhdes obtiveram uma TCE de 0,78. No presente trabalho obteve-se uma
TCE de 0,17 (T1), 0,28 (T2) e 0,25 (T3) o que demonstrou claramente a
habilidade em ganho de peso da garoupa-verdadeira quando submetida a uma
dieta a base de rejeito de pesca, corroborando com os resultados conhecidos
para espécies do género Epinephelus que apresentam uma boa TCE em
diferentes condigdes de criagdo. A grande diferenca nos valores da TCE entre
os exemplares de E. itajara e E. marginatus, alimentados com rejeito de pesca,
bem maiores para E. itajara, esta relacionada a velocidade de crescimento
prépria de cada espécie, ja que exemplares de E. itajara atingem um tamanho

maximo muito superior aos exemplares de E. marginatus na natureza.

Os serranideos sao predadores de topo de cadeia trdfica,

alimentando-se quando jovens, basicamente, de crustaceos e pequenos peixes
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e, quando adultos, de polvos e peixes maiores, apresentando, assim como
outros peixes carnivoros, dificuldade em aceitar ragao inerte (GRACIA LOPEZ
e CASTELLO ORVAY, 2003). Por essa razdo, segundo APEC/SEAFDEC
(2001), a grande maioria dos produtores de serranideos alimenta seus plantéis
com rejeito de pesca (pequenos peixes ou formas jovens de peixes rejeitados
em operacgdes de pesca de arrasto-de-fundo). Uma das vantagens em utilizar o
rejeito de pesca consiste em seu baixo custo e elevada disponibilidade (SIM et
al., 2005). Em regides onde ocorrem desembarques da pesca camaroeira de
pequeno porte a obtengdo de rejeito de pesca é muito facilitada (SANCHES,
2006). MUSA e NURUNDIN (2005) afirmaram que os produtores de
serranideos em paises do Sudeste Asiatico acreditam que o rejeito de pesca é
o melhor alimento para a engorda de garoupas com base em suas
observagdes de comportamento alimentar e crescimento dos peixes. Avaliando
a utilizacdo do rejeito de pesca na alimentacdo da garoupa-verdadeira,
SANCHES et al. (2007) afirmaram que esta fonte alimentar proporcionou uma
boa conversao alimentar e um adequado ganho de peso na garoupa-

verdadeira.

Utilizando-se rejeito de pesca em criagbes de serranideos pode-se
esperar valores para a conversao alimentar entre 4:1 e 6:1 (LIAO, 1993; CHOU
e LEE, 1997). Os resultados da conversao alimentar obtidos neste estudo
corroboraram estas informacdes, porém, o valor de 9,12:1,0 obtido no T1,
comparativamente aos demais tratamentos, indicam que, neste lote, a
metodologia alimentar adotada ndo foi adequada, pois parte do alimento
ofertado nao foi aproveitado pelos peixes, elevando o valor da conversao

alimentar.

Considerando-se outras variaveis no desempenho ponderal dos
peixes dos diferentes tratamentos experimentais, o fator de condigdo €
freqientemente utilizado como referéncia a situacdo de bem estar dos
exemplares. O fator de condicdo é maior em individuos que possuem maiores
pesos para um dado comprimento. Ja o coeficiente de alometria indica o ponto
de inflexdo da curva que relaciona comprimento e peso quando se atinge os

valores assintéticos para o comprimento, isto €, quando o crescimento em
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comprimento passa a apresentar um incremento irrelevante em relagdo ao
incremento em peso (LE CREN, 1951). No presente estudo observou-se que o
fator de condigdo apresentou maiores valores no inicio dos tratamentos e
verificou-se que, apds o término do experimento, esses valores diminuiram,
provavelmente associados ao ganho de peso dos peixes ou ao estresse do

confinamento por se tratar de animais retirados do ambiente natural.

O padrao de variagdo do fator de condi¢gdo obtido neste trabalho
concorda com os obtidos por ABDULLAH et al. (1987) que estudando
Epinephelus tauvina registraram pequena variacao do fator de condigdo com
maior valor no inicio € menor valor no fim do periodo de criacdo. Nao obstante
BOTERO e OSPINA (2003) também registraram um decréscimo do fator de
condicao para exemplares de E. jtajara sob condigdes de criagdo em tanques-

rede.

Importante registrar que durante o periodo experimental foi constatado
na garoupa-verdadeira 0 mesmo “comportamento timido” ja descrito para
outros peixes do género Epinephelus por CHUA e TENG (1980), SADOVY e
EKLUND (1999) e BOTERO e OSPINA (2003), com os exemplares
permanecendo agrupados nas laterais e no fundo dos tanques-rede,

implicando em uma subutilizagdo do espago disponivel nos tanques.

4.1.4 Variaveis ambientais

TOOKWINAS (1989) em revisdo sobre a situagdo da criacdo de
garoupas no Sudeste Asiatico destacou que os parametros ambientais ideais
para este cultivo seriam: salinidade entre 20 e 32 %o, temperatura da agua
entre 26 e 32° C, amodnia inferior a 0,1 mg/L, pH entre 7,5 e 8,3 e teor de
oxigénio dissolvido acima de 4 mg/L. Segundo BOONYARATPALIN (1997) as
garoupas suportam grandes variagdes na salinidade e que, por se tratarem de
peixes tropicais, a faixa ideal de temperatura da agua esta compreendida entre

22 e 28° C, sendo que abaixo de 15° C deixam de se alimentar.
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Em estudo preliminar, GRACIA LOPEZ e CASTELLO-ORVAY (2003)
afirmaram que a espécie E. marginatus possui ampla tolerancia a flutuagao das
variaveis ambientais como salinidade e temperatura, nao apresentando
mortalidade em aguas com flutuagdo de salinidade entre 20 e 35 %o e

temperatura da agua entre 20 e 26° C.

Estudando cultivos de garoupas na Malasia, ARULAMPALAM et al.
(1998) observaram a mesma relagao entre a salinidade e a pluviometria como
a observada em nosso estudo. Estes mesmos autores destacaram que as
garoupas cultivadas suportavam bem, isto &, sem registro de mortalidade,

estas flutuagdes na salinidade.

Pelo exposto pode-se observar que o0s valores de salinidade,
transparéncia e de temperatura da agua obtidos neste trabalho estiveram

dentro dos intervalos ideais para o cultivo de E. marginatus.

4.2 Crioconservagao do sémen

4.2.1 Machos invertidos

4.2.1.1 Experimento | — Determinacdao dos fatores do congelamento

(diluente x concentragao de crioprotetor x velocidade de congelamento)

Segundo GWO (2000) quando o sémen é exposto a temperaturas
criogénicas as caracteristicas seminais sdo duramente afetadas, e somente
podem ser preservadas se, antes do inicio do congelamento, o sémen for

diluido em solugbes adequadas.

De acordo com FOOTE (1975) um diluente deve apresentar as
seguintes fungdes: prover nutrientes como fonte de energia, proteger as células
espermaticas contra as consequéncias prejudiciais do resfriamento rapido,
possuir um efeito tampé&o para prevenir mudancgas bruscas no pH resultantes
do metabolismo dos espermatozéides, manter a pressdao osmoética apropriada,

inibir o crescimento bacteriano e aumentar o volume do sémen de modo que
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possa ser utilizado em multiplas fecundagées. LEGENDRE e BILLARD (1980)
acrescentam a estas fungdes uma elevada condutividade térmica e a

solubilidade ao crioprotetor.

Muitos diluentes empregados na crioconservagao de sémen de peixes
marinhos baseiam-se, na sua composi¢ao, no plasma sanguineo e/ou seminal
(RANA, 1996). Nao obstante, o plasma seminal obtido por centrifugacdo nao
tem se mostrado como um diluente adequado para a crioconservagéo de
sémen de espécies de agua doce (STOSS, 1983). J&4 em peixes marinhos este
plasma tem sido empregado com sucesso (HARA et al., 1982). LAHNSTEINER
et al. (1997) reportaram uma significativa correlagédo entre o pH do plasma
seminal e a motilidade espermatica, sugerindo que o pH pode ser uma
importante caracteristica do plasma seminal que influencia a motilidade

espermatica.

Diversos trabalhos (ODA e MORISAWA, 1993; BILLARD et al., 1993;
LAHNSTEINER et al., 1997) tém demonstrado os efeitos de ions notadamente
Na*, K*, Ca™, Mg™, na iniciagdo e na duracdo do tempo de motilidade

espermatica.

As trés solugdes ibnicas empregadas neste estudo foram baseadas na
composigado quimica da solugao fisioldgica para teledsteos marinhos, com
valores de pH ajustados para 6,1; 7,8 e 8,2. O melhor desempenho de
motilidade e tempo de motilidade espermaticas foram obtidos com o uso do
diluente C com pH ajustado em 8,2. Estes resultados concordam com
PELETEIRO et al. (1996) que ressaltaram que na composi¢gao dos diluentes
para peixes marinhos, o pH e a capacidade de tamponamento merecem
atencao especial. Estes mesmos autores afirmaram que diluentes com pH
ajustado entre 7,8 e 8,5 (alcalinos) e adequadamente tamponados com
substancias inorganicas, como fosfatos e/ou bicarbonatos de soédio e/ou de
potassio, tém apresentado melhor desempenho na preservagao da viabilidade
dos espermatozoides, ao contrario de diluentes sem capacidade de
tamponamento e com pH acido ou préximo ao neutro. Estudando a

crioconservagao do sémen de E. malabaricus CHAO et al. (1992) obtiveram
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sucesso empregando um diluente tamponado para pH 8,0, demonstrando a
importancia do pH basico para a manutengao das caracteristicas do sémen.
Segundo GWO (2000) o emprego de diluentes tamponados objetiva impedir
gue metabdlitos produzidos pelos espermatozéides, acumulados no decorrer
do processo de congelamento, provoquem mudangas no pH do sémen, com

efeitos deletérios as células espermaticas.

MAZUR (1970) afirmou que os efeitos da variacdo continua da
osmolaridade, nos meios intra e extracelular, sobre os espermatozéides,
dependem da velocidade de resfriamento empregada ao sémen. Uma
velocidade relativamente baixa predisporia as células a uma perda rapida de
agua, com desidratacéo e reducédo do tamanho e posteriormente, do pH. Por
outro lado, uma velocidade muito rapida pode nao dispor as células o tempo
necessario para concluirem o fluxo de agua e o equilibrio dos solutos,
favorecendo, ainda, a formacéao de cristais de gelo no interior das células. Em
estudos posteriores, MAZUR (1977), provou que durante o descongelamento, o
gelo formado pode se recristalizar, formando blocos maiores que iréo

danificar/romper as membranas celulares.

De acordo com SUQUET et al. (2000) a velocidade de congelamento

! sendo realizada em duas

em peixes marinhos pode variar de 8 a 99° C x min ~
etapas: a primeira em vapor de nitrogénio e a segunda em nitrogénio liquido.
Em nosso estudo, considerando-se a motilidade e o tempo de motilidade
espermaticas, a melhor velocidade de congelamento para o sémen de E.
marginatus foi de 60° C x min . WITHLER e LIM (1982) obtiveram resultados
adversos empregando a velocidade de 25° C x min " para sémen de E. tauvina.
Os resultados obtidos em nosso trabalho concordaram com os obtidos por
CHAO et al. (1992) que estudando a crioconservagao do sémen de E.
malabaricus obtiveram os melhores resultados empregando a velocidade de
congelamento de 60° C x min * e com os obtidos por MIYAKI et al. (2005) que

empregou esta mesma velocidade na crioconservagao do sémen de E. moara.
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Os crioprotetores empregados para o sémen de peixes marinhos
foram revisados por SUQUET et al. (2000) e GWO (2000). O dimetilsulfoxido
(DMSO) tem sido considerado de baixa toxicidade e eficiente na acao de
proteger os espermatozoéides durante o resfriamento, reduzindo a formacao de
gelo, por meio da diminuigdo do ponto de congelamento do fluido intracelular
durante o processo (PELETEIRO et al., 1996). Segundo CHAO e LIAO (2001)
o DMSO é um dos crioprotetores mais amplamente empregado no
congelamento de sémen. Embora de agdo ndo completamente elucidada,
sabe-se que o DMSO interage com os fosfolipideos estruturais da membrana
da célula espermatica, mantendo a propriedade de transporte de agua em
temperaturas abaixo de 0° C (THIRUMALA et al., 2006).

Para WAYMAN et al. (1997) os melhores resultados no uso de DMSO
em sémen de peixes marinhos tém sido obtidos com concentragcdes variando
de 10 a 20%, embora as mais utilizadas estejam entre 7 e 10% (BILLARD et
al., 1995). MONGKONPUNYA et al. (1995) afirmaram, porém, que o
incremento na concentragdo do DMSO provoca reducdo da motilidade
espermatica e da vitalidade dos espermatozoides. Neste trabalho os melhores
resultados foram obtidos empregando-se uma concentracdo de DMSO de 5%
para o sémen de E. marginatus similar a concentracdo recomendada por
LEUNG (1987) para o robalo asiatico Lates calcarifer. Entretanto, nossos
resultados contrastaram com os resultados obtidos por outros autores para
espécies do género Epinephelus. WITHLER e LIM (1982) com sémen de E.
tauvina e CHAO et al. (1992) estudando a crioconservagao do sémen de E.
malabaricus que obtiveram o0s melhores resultados empregando uma
concentragao de 10% de DMSO. GWO (1993), por sua vez, empregou uma
concentracao ainda mais alta, de 20%, alcangcando bons resultados na
crioconservagao do sémen de E. malabaricus. Mais estudos em diferentes
espécies de Epinephelus sao necessarios para se obter uma visdo mais clara

sobre esta questao.
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4.2.2 Macho do ambiente natural

4.2.21 Experimento Il — Determinagao do diluente x diluigao

A diluicdo do sémen antes do congelamento tem sido recomendada
em peixes de agua doce e marinhos para otimizar a viabilidade dos
espermatozdides apdés o descongelamento (SCOTT e BAYNES, 1980). A
propor¢cdo de sémen:diluente pode variar de 1:1 a 1:20 (PELETEIRO et al,,
1996; SUQUET et al., 2000) porém, para a maioria dos estudos conclui por
proporgdes de diluicdo de 1:3 a 1:6 (MC ANDREW et al., 1993).

DREANNO et al. (1997) testaram quatro diluicées: 1:1, 1:2, 1:4 e 1:9
no sémen do linguado Scophthalmus maximus nao observando diferengas
significativas entre elas na motilidade e no tempo de motilidade espermatica.
WITHLER e LIM (1982) reportaram resultados promissores com o emprego de
uma diluicao de 1:24 para sémen de E. tauvina, nao confirmando o exposto por
GWO (2000) de que altas diluicbes poderiam estar vinculadas a queda na
sobrevivéncia dos espermatozéides, aparentemente pela exaustdo das células
espermaticas provocada pelo “efeito diluigao”. MIYAKI et al. (2005)
empregaram propor¢des de 1:2 e 1:4 na crioconservagao do sémen de E.
moara nao obtendo diferengas significativas entre as mesmas. Em nosso
estudo ndo foram encontradas diferencas significativas entre as diferentes

proporgdes de diluicdo empregadas para o sémen de E. marginatus.

4.2.2.2 Experimento lll - Determinagao da concentraciao de crioprotetor

Confirmando os resultados obtidos no Experimento | a concentragao
de crioprotetor (DMSO) em 5,0% apresentou melhor desempenho na
crioconservagao do sémen do macho de E. marginatus capturado no ambiente
natural, em termos de motilidade (%) e tempo de motilidade espermaticas (em
segundos), com diferengas significativas (p < 0,05), em relagcdo as outras
concentragoes. Este constatacdo apontou que concentragcbes de DMSO

superiores a 5% apresentam um efeito de toxicidade para os espermatozéides
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de E. marginatus, embora efeitos téxicos do DMSO na crioconservagao de
sémen de peixes marinhos somente sejam reportados na literatura em

concentragdes acima de 10%.

4.2.2.3 Experimento IV — Determinacao da velocidade de congelamento

Confirmando os resultados obtidos no Experimento | os resultados
deste experimento indicaram que as velocidades de congelamento 90°Cxmin™
e 60°Cxmin™* apresentaram os melhores desempenhos, avaliados com base na
motilidade e tempo de motilidade espermaticas, sem diferencas significativas
(p< 0,05) entre elas. Porém, pela praticidade e maior capacidade de
armazenamento de sémen das palhetas de 0,50 mL (que proporcionam a
velocidade de congelamento de 60°Cxmin™) recomenda-se o seu emprego na
crioconservagdo do sémen de E. marginatus em detrimento as palhetas de

0,25 mL (que proporcionam a velocidade de congelamento de 90°Cxmin™).
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5. CONCLUSOES

Sobre a inversao sexual da garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus:

- A inversao sexual induzida de fémeas de Epinephelus marginatus mais
efetiva foi a realizada com o uso do horménio 17-alfa-metiltestosterona, na
dosagem de 1 mg/kg de peso corporal, administrada via oral, junto com o

alimento.

- O horménio 17-alfa-metiltestosterona proporcionou, um paralelo efeito
anabolizante, incrementando o ganho de peso dos exemplares com ele

tratados.

- Nao foram observadas diferengcas quantitativas, entre o sémen dos peixes

com inversao sexual induzida e do macho capturado no ambiente natural.

Sobre a crioconservagao do sémen da garoupa-verdadeira Epinephelus

marginatus:

- O diluente C, com pH de 8,2, foi o que proporcionou o melhor equilibrio idnico
e efeito de tamponamento do pH, quando comparado aos diluentes com pH 6,1
e7,8.

- A concentracdao de 5% de DMSO mostrou-se mais eficiente na agao

crioprotetora dos espermatozoides.
- A velocidade de congelamento de 60°Cxmin™, proporcionada com o uso de

palhetas de 0,50 mL, foi a mais adequada para controlar a formagao de gelo e

consequentemente as crioinjurias.
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