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RESUMO

Hibridos reciprocos de robalo-peva (Centropomus parallelus) x robalo-flecha (Centropomus
undecimalis) foram obtidos utilizando sémen fresco. Em outro experimento, com robalo-peva (%) x
robalo-flecha (3), utilizou-se sémen criopreservado, preparado com tecnologia especialmente
desenvolvida. Com o sémen fresco, no experimento peva (¢) x flecha (J), a taxa média de
fertilizacdo e a de eclosdo foram 60 = 10 e 40 * 8%, respectivamente. O ntmero de larvas
produzidas e a sobrevivéncia destas larvas (em sete dias) foram maiores que no cruzamento peva
(3) x flecha (%), em que a taxa média de fertilizacdo e a de eclosdo foram 5 + 1 e 11 * 4%,
respectivamente. Apds descongelamento, o sémen criopreservado apresentou motilidade de
40 £ 5% e proporcionou taxas médias de fertilizagdo e de eclosdo de 12 £ 2,5 e 1 £ 0,4%,
respectivamente. Os resultados permitem sugerir a realizagdo de novos experimentos para
conhecer o desempenho de hibridos em condigdes de larvicultura.
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RECIPROCAL HYBRIDS BETWEEN THE SNOOKS Centropomus parallelus AND
Centropomus undecimalis

ABSTRACT

Reciprocal hybrids of fat snook (Centropomus parallelus) x common snook (Centropomus undecimalis)
were obtained using fresh semen. Other hybrid of fat snook (?) x common snook (3) was obtained
with cryopreserved semen that was prepared by an especially developed technology. With fresh
milt in the experiment fat snook (?) x common snook (J), average rate of fertilization and hatching
were 60 = 10 e 40 + 8%, respectively. The number of produced larvae and time of larval survival
(7 days) were higher than those registered in common snook (?) x fat snook (J), in that average rate
of fertilization and hatching were 5 £ 1 e 11 + 4%, respectively. When using cryopreserved semen,
which exhibited 40 £ 5% of motility after thawing, average rate of fertilization and hatching were
12 £ 25 and 1 £ 0.4%, respectively. These results indicate the necessity of realization of new
experiments aiming to know the performance of hybrid snook larvae in larviculture conditions.
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INTRODUCAO

A piscicultura marinha no Brasil ainda é uma
atividade em pleno desenvolvimento e, neste
cendrio, apenas espécies com biologia reprodutiva
bem conhecida, valor de mercado e adaptagdo a
criacdo em cativeiro estardo credenciadas para
produgdo comercial. Desta maneira, os robalos
Centropomus parallelus (peva) e Centropomus
(flecha)  apresentam-se  como
candidatos potenciais, em vista das pesquisas
realizadas sobre biologia reprodutiva (TAYLOR
et al., 1998; GRIER e TAYLOR, 1998; XIMENES-
CARVALHO, 2006), valor de mercado (TUCKER,
1987; CERQUEIRA, 2002; ALVAREZ-
LA]ONCHERE e TSUZUKI, 2008), maturagdo e
desova em cativeiro (FERRAZ et al., 2002; REIS
e CERQUEIRA, 2003; SOLIGO et al, 2008;
FERRAZ e CERQUEIRA, 2010; 2011) e também
pelos bons resultados obtidos na larvicultura e
engorda (ALVAREZ-LAJONCHERE et al., 2002b;
ALVAREZ-LAJONCHERE e TSUZUKI, 2008;
CERQUEIRA e TSUZUKI, 2009). Considerando-se
apenas aspectos zootécnicos, verifica-se distingdo
interessante entre os robalos, sendo o crescimento

undecimalis

em comprimento maior para o robalo-flecha
(XIMENES-CARVALHO, 2006), porém a altura do
corpo é maior no robalo-peva.

BAYLESS (1972) relata que os primeiros
ensaios para hibridacdo com o género Morone
foram realizados nos anos 60 nos Estados Unidos.
Segundo o autor, o potencial foi verificado
principalmente para o cruzamento de “striped
bass” Morone saxatilis () x “white bass” M.
chrysops (3). A produgdo de hibridos de “striped
bass” em &gua salobra encontra-se bem definida
em diversas areas dos Estados Unidos (WOLTERS
e DE MAY, 1996). GARBER e SULLIVAN (2006)
comentam que programas para melhoramento
genético e seletivo do hibrido “striped bass”
encontram-se em andamento e que algum
progresso tem sido observado na domesticagdo da
espécie materna para a produgdo de hibridos. Ja
no caso de peixes marinhos, a hibridacao tem sido
testada para obtengdo de bons resultados em
desempenho, seja entre animais de géneros
diferentes, como o verificado para o cruzamento
de “black drum” Pogonias cromis x “red drum”
Sciaenops ocellatus (HENDERSON-ARZAPALO et al.,
1994) e “gilthead seabream” Sparus aurata x “red
seabream” Pagrus major (GORSHKOV et al., 2002;
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PAVLIDIS et al, 2006), ou entre espécies
préximas, como o caso das garoupas “dusky
grouper”  Epinephelus marginatus x “white
grouper” E. aeneus, “goldblotch
grouper” Epinephelus costae x “dusky grouper”
E. marginatus (GLAMUZINA et al., 1999; 2001),
“giant grouper” Epinephelus lanceolatus x “orange-
spotted grouper” Epinephelus coioides (KIRI'YAKIT
et al, 2011); e, também para os linguados
“yellowtail flounder” Pleuronectes ferrugineus x
“winter flounder” Pleuronectes americanus (PARK
et al., 2003).

No Brasil, verifica-se crescente utilizacdo de
hibridos de espécies de 4dgua doce em
empreendimentos aquicolas (PRADO et al., 2011),
entretando, nido existem informagbes da
utilizacdo de espécies marinhas, visto o atual
estigio de desenvolvimento da piscicultura
marinha no Pafs. Desta maneira, o presente
trabalho teve por objetivo a obtencdo controlada
de hibridos de robalos peva, C. parallelus, e flecha,
C. undecimalis, de maneira a verificar a viabilidade
das primeiras etapas de vida dos cruzamentos
interespecificos reciprocos.

MATERIAL E METODOS

Reprodutores selvagens maduros de robalo-
flecha Centropomus undecimalis foram capturados
por pescadores artesanais na regido da barra do
rio Itapocu, municipio de Araquari, SC. A pesca
foi realizada, geralmente, apés periodo de fortes
chuvas, utilizando rede de espera com 350 m de
comprimento e malha de 180 mm. Os peixes
capturados e selecionados foram transportados
(sob sedacdo suave em benzocaina 1 ppm), em
caixas de 400 L de dgua marinha com aeragdo
constante, até o laboratério de piscicultura
marinha (LAPMAR), em Florianépolis (SC).
Reprodutores de robalo-peva e robalo-flecha
mantidos em estoque no LAPMAR, também
foram utilizados.

Ensaio 1: Cruzamentos reciprocos e obtengdo de
hibridos

Neste ensaio foram obtidos os hibridos
reciprocos misturando-se: a) 6vulos do robalo-
peva com sémen do robalo-flecha e b) évulos do
robalo-flecha com sémen do robalo-peva (Figura 1).
No laboratério, para indugdo hormonal, os
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reprodutores de robalo-flecha (fémea 2,50 kg e
macho 1,40 kg) foram anestesiados com
benzocaina (60  ppm).  Simultaneamente,
reprodutores de robalo-peva (fémea 0,95 kg e
macho 0,70 kg) foram selecionados do plantel do
LAPMAR também para indugdo hormonal. A
selecdo das fémeas foi baseada nas caracteristicas
dos ovécitos coletados através de bidpsia
ovariana e os machos, pela liberagdo de sémen na
papila genital, ap6s suave massagem na regiao
ventral. Dose tinica de 500 Ul kg (peso vivo) do
hormoénio  gonadotréfico coriénico humano
(hCG) foi aplicada nos animais selecionados.
Ap6s a indugdo hormonal, os reprodutores,

separados por espécie, foram colocados em duas
caixas de 1.000 L com &gua marinha a 26 °C,
aeracdo e renovagdo constante de &dgua. Os
machos foram examinados 34 horas apés
indu¢do hormonal. O sémen foi obtido
massageando-se a regido ventral do individuo,
no sentido cranio-caudal e coletado em seringas
hipodérmicas de 1 mL, sendo as mesmas
mantidas refrigeradas a 4 °C, até a sua utilizacdo.
No caso das fémeas, 30 horas apds a indugdo,
foram realizados exames periédicos para
verificagdo de liberagdo ou ndo de o6vulos na
caixa e, quando constada, as fémeas foram
extrusadas para obtencdo de gametas.

¥
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Figura 1. Desenho esquematico do ensaio para produgdo dos hibridos: “robalo-pecha” e “robalo-fleva”.

Para fertilizagdo, os 6vulos e o sémen coletado
anteriormente e mantido em refrigerador, foram
divididos em trés bacias plasticas de 300 mL. Em
cada bacia foram colocados 10 mL de 6vulos e
200 pL de sémen. Em seguida, acrescentou-se
50 mL de dgua marinha filtrada (salinidade 35) e,
ap0s cinco minutos, os ovos foram filtrados em
tela de nylon de 400 pm, lavados com agua
marinha, e posteriormente completou-se o volume
de agua das bandejas para 200 mL. Para
estimativa da taxa de fertilizacdo (%), uma hora
ap6s a unido dos gametas, foram extraidas

amostras de ovos das trés bandejas, apds
homogeneiza¢gdo, com pipeta de Bogorov
(ALVAREZ-LAJONCHERE et al., 1983).

Os ovos de hibridos foram transferidos para
encubagdo em caixas plasticas de 40 L, em
triplicata, com 4gua salgada e aeracdo constante e
suave. Para determinacdo da taxa de eclosdo (%),
amostras de 100 ovos fertilizados foram retiradas
e encubadas em béquer de um litro e, 24 horas
ap0s, verificou-se o nimero de larvas eclodidas. O
acompanhamento dos primeiros dias de vida das
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larvas foi realizado em sistema de larvicultura,
sendo oferecidos alga Nanocloropis oculata e
rotifero  Brachionus  plicatilis ~ (ALVAREZ-
LAJONCHERE et al., 2002b) como alimento.

Ensaio 2: Efeito do uso de sémen criopreservado na
produgdo do hibrido

Para testar o efeito do esperma
criopreservado de robalo-flecha na obtencao de
hibrido, foram selecionados, do plantel do
LAPMAR, uma fémea madura de robalo-peva
com 1,40 kg e um macho espermiando de robalo-
flecha com 3,40 kg. O robalo-flecha (3) foi
induzido com dose tnica de 500 Ul kg' (peso
vivo) de hCG. Apés 36 horas, o animal foi
anestesiado com  benzocaina (60 ppm),
massageado no sentido cranio-caudal e o sémen
coletado livre de urina e fezes. Um tubo plastico
de 3 mL foi adaptado para coleta de sémen e
cateteres plasticos (0,8 mm de didmetro) foram
introduzidos em perfuragdes realizadas na
tampa para formar um sistema entrada e saida.
Uma escala crescente de volume foi aferida
manualmente na lateral do tubo. Sistema de vacuo
foi adaptado através de bomba invertida de
aquario, ligando a ponta do cateter ao sémen
liberado por massagem na papila urogenital o
qual foi aspirado para o interior do frasco
(Figura 2). Na sequéncia, realizou-se diluicdo de

Homogenizacdo do sémen
diluido com esferas de vidro

Envasamento do sémen diluido
em "paillet” para criopreservacio

1:4 (sémen:diluente) acrescentando-se solugdo
de ringer marinho: NaCl = 7,80 g; KCL = 0,18 g;
CaCl, = 0,16 g; MgCl, = 0,09 g; NaHCO; = 0,08 g;
NaH,PO, = 0,06 g (CHAO et al., 1975) e 10% de
dimetil sulféxido. Para homogeneizacdo da
amostra, o tubo foi agitado manualmente durante
um minuto, com auxilio de esferas de vidro
colocadas em seu interior, e o tempo de equilibrio
da amostra foi de 1 minuto (TIBA et al., 2009).
Este material foi transferido para “paillets” de
0,5 mL e submetido a crionizagdo em contéiner
de vapor de nitrogénio Taylor-Wharton CX100
(Figura 2). A fémea selecionada recebeu dose
tnica de 50 pg kg'! de LHRHa. Apé6s 34 horas,
quando se observou inicio da liberagdo de 6vulos
na caixa de manutencdo (1.000 L), a fémea foi
anestesiada com benzocaina (60 ppm) e extrusada
para liberacdo de o6vulos em bandeja plastica
limpa. O conteddo de trés “paillets” foi
descongelado a 26 °C e individualmente utilizado
para fertilizagdo de aproximadamente 1.000
6vulos. A mistura de sémen com 6vulos foi
realizada em trés placas de Petri e a fertilizagdo,
ap6s o acréscimo de 10 mL de agua marinha.
Posteriormente, os ovos foram limpos e
transferidos para trés béqueres de 1 L contendo
dgua marinha. As estimativas da taxa de
fertilizacao (%) e eclosdo (%) foram feitas como
descritas no primeiro ensaio.

Tubo adaptado para coleta e identificacio
do volume de sémen

Bomba de vacuo

Criopreservacéo em 2
container de vapor /.~
de nitrogénio ‘f\ I e

Figura 2. Desenho esquematico da coleta e criopreservagdo de sémen de robalo-flecha.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro ensaio, entre os cruzamentos
reciprocos de robalos flecha e peva para a

producdo de hibridos interespecificos (“robalo-

pecha” e “robalo-fleva”), foram verificadas

diferentes taxas de fertilizacdo (Tabela 1).

Tabela 1. Dados obtidos nos cruzamentos interespecificos entre os robalos Centropomus parallelus (robalo-

peva) e Centropomus undecimalis (robalo-flecha).

. Diametro Taxa Taxa Sobrevivéncia Tipo de
1° Ensaio Peso L 1. e~ < . . e
Cruzamentos (kg) médio do fertilizacao eclosdo (dias apésa  hibrido
8 ovdcito (um) (%) £dp (%) £ dp eclosio) *dp  obtido
Q peva 0,95

X 441 6010 40+8 7+1 rOba}iO'

3 flecha 1,40 pecha
Q flecha 2,50 robalo-

x 445 541 11+4 2405 (f)lao

J peva 0,70 eva

A fémea de robalo-peva selecionada para
inducdo hormonal, com didmetro médio inicial
dos ovocitos igual a 441 pum, apresentou taxa
media de fertilizacio de 60%, na obtencdo do
hibrido Estes
similares aos observados por GODINHO et al.
(2000) e CERQUEIRA et al. (2005) para o parental
robalo-peva, utilizando-se gametas extrusados,
seguido de fertilizacao artificial. No caso da fémea
do
ovocitos foi igual a 445 pm, a taxa média de
fertilizacdo para o seu hibrido “robalo-fleva” foi
de apenas 5 %, estando este valor muito abaixo do

“robalo-pecha”. valores sdo

robalo-flecha, cujo didmetro médio dos

observado para o parental robalo-flecha por
NEIDIG et al. (2000), apds extrusao e fertilizagdo
artificial de gametas. A razdo provavel para isto
pode
desenvolvimento do hibrido e também a baixa

estar relacionada, em parte, ao
qualidade dos 6vulos no momento da extrusdo
(“overripe”), visto que a fémea liberou 6vulos
apenas 42 horas apds a indugdo hormonal. Ja
na obtengdo do hibrido “robalo-pecha”, a fémea
de C. parallelus ovulou ao redor de 36 horas ap6s
a indugdo, periodo esperado para a desova das
duas espécies, nas condi¢des de temperatura em
que o experimento foi realizado e confirmado
em ensaios desenvolvidos no LAPMAR. Pode-se
supor ainda, que a fémea de C. undecimalis
utilizada neste experimento tenha sofrido com o
estresse de captura. Problemas relacionados ao
desenvolvimento de hibridos foram descritos

ainda por GLAMUZINA et al. (2001), que

observaram falhas no desenvolvimento inicial
do hibrido de garoupa “goldblotch
grouper” Epinephelus costae x “dusky grouper”
E. marginatus. Ja PARK et al. (2003) relatam taxas
médias de fertilizagdo, eclosdo e sobrevivéncia
inferiores para a produgdo de hibridos dos
linguados Pleuronectes
ferrugineus Pleuronectes
americanus em relacdo ao controle obtido com

“yellowtail flounder”

x “winter flounder”
os respectivos parentais. Foi também constatada
variagdo no tempo de sobrevivéncia das larvas,
sendo que exemplares de “robalo-pecha”, no
primeiro experimento, sobreviveram até sete
dias apo6s eclosdo, enquanto as de “robalo-fleva”,
por dois dias. TIERSCH et al. (2004) relatam
deformidade

mortalidade rapida de individuos de diferentes

problemas relacionados a e
géneros, obtidos da mistura do sémen de “red
drum” Sciaenops ocellatus e ou “black drum”
Pogonias cromis com 6vulos de robalo-flecha,
C. undecimalis. KIRIYAKIT et al. (2011) relatam
que o hibrido entre as garoupas “giant grouper”
Epinephelus lanceolatus x “orange-spotted grouper”
Epinephelus  coioides — apresentaram de
sobrevivéncia menor (22%) do que a dos parentais

(51%), ap6s 12 dias da eclosao.

taxa

O desenvolvimento ontogenético dos dois
hibridos mostrou ser bastante similar ao descrito
para robalo-peva por ALVAREZ-LAJONCHERE
et al. (2002a). A nado ocorréncia de deformidades
durante o desenvolvimento ontogenético pode ter
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sido pelo fato de que as duas espécies possuem o
mesmo formato e niumero de cromossomos
(VIESTEL, 1996), facilitando o pareamento nos
processos de divisdo celular.

No segundo ensaio, a preocupagdo foi
desenvolver  tecnologia  pratica para a
criopreservacdo de sémen do robalo-flecha,
visando o desenvolvimento de trabalhos com a
producao de hibridos.

Na Tabela 2 verifica-se que os resultados
obtidos de espermatica  pOs-
descongelamento foram de aproximadamente
40% e semelhante aos 38% verificado para a
espécie por TIERSCH et al. (2004). Por outro lado,
este valor é bem menor que os 70% de motilidade,
obtidos para o sémen de robalo-peva pés

motilidade

descongelamento por TIBA et al. (2009). A taxa
média de fertilizacdo, igual a 12% observada no
presente trabalho, corresponde aos menores
valores obtidos (10 a 87%) por TIERSCH et al.
(2004) com o sémen criopreservado do robalo-
flecha, em diferentes ensaios de fertilizacdo. A
taxa média de eclosio de 1% também é
comparavel aos menores valores observados por
TIERSCH et al. (2004), que foi de 3 a 89%.
KIRIYAKIT et al. (2011), trabalhando com o sémen
criopreservado da garoupa “giant grouper”
Epinephelus lanceolatus para hibridizacdo com
6vulos da garoupa, “orange-spotted grouper”
Epinephelus  coioides,
fertilizacdo de 68 a 71%. Os autores relatam,
ainda, maior deformidade de hibridos (47%)

quando comparados aos parentais (21%).

verificaram taxa de

Tabela 2. Dados obtidos nos cruzamentos interespecificos entre os robalos Centropomus parallelus (robalo-

peva) e Centropomus undecimalis (robalo-flecha) com sémen criopreservado.

o . Motilidade Diametro Taxa Taxa Tipo de
2° Ensaio Peso . L 4. e~ ~ .
Cruzamento  (kg) pos-descongelamento médio do  fertilizagdo eclosdo hibrido
(%) £dp ovocito (um) (%) +dp (%) +dp obtido
Q peva 1,40
x 40%5 435 1225 104 mbatllo'
3 flecha 3,40 pecha
Apesar de  hibridos, muitas  vezes, genética dos estoques naturais. Contudo, deve-se

apresentarem caracteristicas zootécnicas positivas,
isto apenas ndo garante o efeito de heterose para
caracteristicas de interesse, jA4 que esta nem
sempre se manifesta e depende da proporcao da
varidncia de dominancia dos progenitores (TAVE,
1992). Exemplo disso verifica-se para o hibrido
obtido de “gilthead seabream” Sparus aurata x
“red seabream” Pagrus major, no qual nenhum
tipo de vantagem sob o crescimento foi verificado
quando  comparados as dos  parentais
(GORSHKOV et al., 2002).

Uma das perguntas levantadas por
CHEVASSUS (1983) é: qual o interesse pratico da
producdo de hibridos para a aquicultura? Esta
pergunta deve ter respaldo principalmente sobre
caracteristicas  zootécnicas favoraveis, pois
aspectos negativos como o risco de contaminagao
dos estoques naturais (HASHIMOTO et al., 2010)
coloca a prova a necessidade da obtencdo de
hibridos. PRADO et al. (2011) consideram que, no
Brasil, a piscicultura de 4gua doce tem

contribuido sobre maneira para a contaminacao
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lembrar que hibridos podem ocorrer naturalmente
(SHADDICK et al., 2011) e que nem todos sao
obrigatoriamente nocivos ao meio ambiente. A

questdo a ser discutida é a wutilizacdo das
tecnologias de hibridagdo de maneira responsavel.

Apesar dos resultados verificados no presente
trabalho, como baixas taxas de fertilizacdo e
sobrevivéncia das larvas, impossibilitando a
obtencdo de alevinos dos hibridos pretendidos,
acredita-se que eles possam ser viaveis. Estudos
adicionais sdo sugeridos de maneira a melhorar o
controle e a qualidade dos parentais escolhidos
para os cruzamentos, assim como possiveis efeitos
ocasionados, tanto por causas genéticas, como por
condi¢gdbes de manutencdio em
possam  estar

possiveis
larvicultura que
mortalidade das larvas.

levando a
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