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RESUMO

Este trabalho teve a finalidade de desenvolver um protocolo de refrigeracédo do
sémen da garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus. Inicialmente, a taxa de
motilidade, a duracdo da motilidade, a concentracdo espermatica e o
espermatocrito foram avaliados para caracterizar a qualidade do sémen fresco.
Para os testes de refrigeracdo a 4 °C, diferentes diluentes com distintas
composicdes idnicas e valores de pH foram testados em atmosfera normal e
atmosfera modificada (100% oxigénio). Posteriormente, um teste de fertilizacdo
foi realizado para avaliar a viabilidade do sémen refrigerado. Os resultados
demonstraram que o sémen fresco tem uma concentracado espermatica de 3,1
+ 0,2 x 10° células/mL, motilidade superior a 90% e permanece mével por 3.060
+ 600 segundos. Uma relacdo positiva foi encontrada entre espermatdcrito e
concentragéo espermatica (r = 0,91; P<0,05). No experimento de refrigeracéo,
a taxa de motilidade e a duracdo da motilidade foram mantidas adequadas
durante 72 horas para os diluentes A (70 £ 5 %; 3100 + 200 segundos) e B (50
+ 5 %; 2000 = 200 segundos) em atmosfera normal. Na atmosfera modificada,
a qualidade do sémen caiu drasticamente durante as primeiras 24 horas,
independentemente do diluente utilizado, ndo propiciando vantagem em sua
utilizacdo. Os resultados demonstraram que a refrigeracdo do sémen da
garoupa-verdadeira é uma alternativa viavel, sendo possivel manter por até 48
horas uma apropriada qualidade espermatica proporcionando uma taxa de
fertilizacao superior a 60%.

Palavras-chave:  Epinephelus marginatus, diluentes, espermatdcrito,
resfriamento espermatico, espermatozopedes.



ABSTRACT

This study aimed to develop a protocol for refrigerated storage of the dusky
grouper sperm. Initially, motility rate, motility time, sperm density and
spermatocrit were analyzed to characterize the fresh sperm quality. Diluents
with different ionic compositions and pH values were used in the refrigerated
storage sperm at 4 °C in normal atmosphere and modified atmosphere (100%
oxygen). Fertilization test was accomplished to evaluate the viability of the
refrigerated sperm. The results demonstrated that the fresh sperm has a
spermatozoa density of 3.1 + 0.2 x 10° spermatozoa/mL, motility rate >90% and
motility time of 3,060 + 600 seconds. A positive relationship was found between
spermatocrit and spermatozoa density (r* = 0.91; P <0.05). In the experiment of
refrigerated storage, the motility rate and the motility time were maintained
appropriate for 72 hours for the extender A (70 £ 5%; 3,100 + 200 seconds) and
B (50 £ 5%; 2,000 £ 200 seconds) in normal atmosphere. In the modified
atmosphere, the sperm quality decrease drastically during the first 24 hours,
independently of the diluent used, not propitiating advantages. The results
demonstrated that the refrigerated sperm of dusky grouper is a viable
alternative for the short-term storage, being possible, to maintaining for up to 48
hours an appropriate sperm viability, providing fertilization rate up to 60%.

Keywords: Epinephelus marginatus, extenders, spermatocrit, spermatic cooling,
sperm.



INTRODUCAO GERAL

A familia Serranidae € formada por mais de 150 espécies distribuidas
em 15 géneros (HEEMSTRA e RANDALL, 1993). A garoupa-verdadeira,
Epinephelus marginatus (Lowe, 1834), ocorre nas regides Sudeste e Sul do
litoral brasileiro, podendo atingir até 40 kg de peso e mais de um metro de
comprimento total (RODRIGUES FILHO et al., 2009). Estudos dos habitos
alimentares e do conteudo estomacal indicaram que a garoupa-verdadeira
apresenta preferéncia por crustaceos e pequenos peixes quando jovem e
qguando adultas tem preferéncia por peixes maiores e polvos (Octopus sp.),
entretanto, em cativeiro, aceitam dietas inertes, com resultados expressivos de
crescimento (GRACIA LOPEZ e CASTELLO-ORVAY, 2003; MACHADO et al.,
2008).

Semelhante a outras espécies de serranideos, a garoupa-verdadeira
apresenta crescimento lento, maturidade sexual tardia e um comportamento
bastante territorialista, habitando os fundos rochosos, sendo comuns em areas
proximas a manguezais quando jovens (CARVALHO et al., 2012). A garoupa-
verdadeira € uma espécie hermafrodita protoginica, com os individuos
maturando sexualmente como fémea e, em certo momento de seu
desenvolvimento, passando por inversao sexual, tornando-se macho (ZABALA
et al., 1997). Apesar de seu comportamento solitario, uma das caracteristicas
reprodutivas é o fato de determinarem um local para formacdo de grandes
haréns e intensas agregacfes reprodutivas (FENNESSY, 2006; SEYBOTH et
al., 2011).

Devido ao valor obtido com sua comercializacdo, a garoupa-verdadeira
estad incluida na lista vermelha da International Union for Conservation of
Nature and Natural Resources (IJUCN) como ameacada (RODRIGUES-FILHO
et al., 2009). No Brasil, recentemente, foi inclusa como vulneravel na Portaria
n° 445 (IBAMA, 2014), a qual lista as espécies de peixes ameacadas de
extincdo, divididas em trés categorias, as criticamente em perigo, as em perigo

e as vulneraveis.



No Brasil a piscicultura marinha tem enfrentado diversas barreiras para
se desenvolver como uma atividade produtiva sendo que o setor tem ampliado
as buscas por espécies de peixes marinhos de elevado valor econémico e
potencial para cultivo. A piscicultura marinha de espécies ameacadas pode ser
um instrumento estratégico de conservacdo, além de fomentar o
desenvolvimento de uma cadeia produtiva, beneficiando as comunidades
litorAneas com nova fonte de renda e com geracao de empregos, pode auxiliar
a expansao da atividade da maricultura (SANCHES et al., 2014)

Um grupo de espécies que desperta o interesse para cultivo sdo os
serranideos (garoupas, chernes e badejos). Em funcdo da complexidade do
ciclo biolégico dessas espécies, a obtencdo de reprodutores torna-se um dos
problemas para realizar a reproducédo em cativeiro (TUCKER e FITZGERALD,
1994; SADOVY e COLIN, 1995). Tentando encontrar alternativas para essa
dificuldade, vérios pesquisadores vém comprovando a viabilidade de inversédo
sexual de serranideos em cativeiro com a utilizagdo de andrégenos (ROBERTS
e SCHLIEDER, 1983; KUO et al., 1988; TAN-FERMIN et al., 1994; QUINITIO et
al., 1997; SANCHES et al., 2009).

Varios estudos vém sendo realizados para consolidar um pacote
tecnolégico para a producdo destas espécies em cativeiro (KERBER et al.,
2012; RAMOS et al., 2012; ROUMBEDAKIS et al., 2013; SANCHES et al.,
2014; SOUZA et al., 2014), entretanto, ainda existem diversos aspectos na
area de reproducéo e larvicultura a serem desenvolvidos. As dificuldades com
a obtencdo de formas jovens de serranideos vem sendo solucionadas
lentamente nos ultimos anos (LIN et al., 2007; RACHMANSYAH et al., 2009;).

Uma ferramenta importante para a reproducdo de peixes € a
refrigeracdo do sémen. O objetivo desta técnica € manter o sémen em
temperaturas de 4 °C por um curto periodo de tempo, dias ou horas, sem
causar danos na viabilidade espermatica, para que possa ser posteriormente
utilizado no processo de fertilizacdo. Um dos pontos positivos é a dispensa dos
machos na hora da fecundacéo, liberando tempo para o monitoramento das

fémeas no momento da ovulacdo, possibilitando assim deixar o processo



reprodutivo mais pratico e &gil, e consequentemente acarretando em melhores
resultados no ato da reproducéo (OLIVEIRA et al., 2007).

A refrigeracdo estende a viabilidade temporal do sémen néo diluido por
algumas horas. Esse efeito pode ser explicado pela reducdo da atividade
metabdlica dos espermatozoides a temperaturas abaixo da fisioldgica. A
refrigeracdo, apo6s sua combinacdo com solucdes diluentes imobilizadoras da
motilidade, que mimetizam a composicdo iénica e a osmolaridade do plasma
seminal, tem sido efetivo em potencializar a longevidade, sem promover
mudancas significativas da qualidade do sémen (PENARANDA et al., 2010).
Atualmente, trata-se de uma técnica relativamente simples, de baixo custo, que
nao requer equipamentos sofisticados e pode resultar em beneficios técnicos e

econdmicos as estacdes de piscicultura.

Embora esse procedimento ja venha sendo utilizado com algumas
espécies marinhas, caso do Pogonias cromis (Linnaeus, 1766) (WAYMAN et
al., 1997), Sciaenops ocellatus (Linnaeus, 1766) (WAYMAN e TIERSCH, 1998),
Acipenser baerii (Brandt, 1869) (BILLARD et al., 2004) e Anguilla anguilla
(Linnaeus, 1758 ) (PENARANDA et al., 2010) somente recentemente esta
estratégia comegou a ser aplicada no Brasil, sendo o ariocé, Lutjanus synagris
(Linnaeus, 1758), a primeira espécie de peixe marinho a ter fertilizacdo e
producdo de formas jovens oriundos de sémen refrigerado (SANCHES e
CERQUEIRA, 2010). Posteriormente foi produzido também formas jovens da
cioba, Lutjanus analis (Cuvier, 1828), com sémen refrigerado (SANCHES e
CERQUEIRA, 2011). Nao existem na literatura estudos sobre a refrigeracao do

sémen da garoupa-verdadeira.

A maioria das pesquisas envolvendo o armazenamento do sémen para
uso futuro utiliza métodos de criopreservacdo em nitrogénio liquido. A
refrigeracdo do sémen ndo permite seu armazenamento por periodo tao
prolongado quanto o congelamento, porém é uma técnica mais simples, de
baixo custo e que nédo exige a utilizacdo de criopreservantes (CARNEIRO et al.,
2006). Para a implementacdo da técnica de refrigeracdo do sémen é

necessario que a temperatura seja reduzida gradualmente, evitando o



ressecamento do sémen pela acdo do frio, e garantindo que as células

espermaticas permaneg¢am oxigenadas durante todo o tempo.

Para a refrigeracdo do sémen € necessario a utilizacdo de diluentes
como um meio protetor. A diluicAo diminui a competicdo entre o0s
espermatozoides por espaco e oxigénio, e pode evitar, paralelamente, o inicio
da motilidade espermatica (SANCHES et al., 2009). A preservacdo da
viabilidade espermatica submetendo o sémen a uma atmosfera exclusiva de
oxigénio durante o processo de refrigeracdo ainda é pouco esclarecida para
diversas espécies de peixes. Alguns autores consideram essencial uma
expressiva disponibilidade de oxigénio para os espermatozéides quando o

sémen é submetido ao processo de refrigeracédo (BILLARD et al., 2004).

Na enguia européia Anguilla anguilla o desenvolvimento de um diluente
especifico para a refrigeracdo do sémen proporcionou melhores resultados na
preservacdo da qualidade espermética e elevacdo das taxas de fecundacéo
(PENARANDA et al., 2010). Com isso viabilidade dos espermatozdides é
essencial para que o processo reprodutivo seja eficiente em peixes, deste
modo, a motilidade progressiva constitui-se em um dos parametros mais
utilizados para avaliar a qualidade do sémen (HONEYFIELD e KRISE, 2000).
Considerando todos estes fatores, a definicdo de um adequado protocolo de
refrigeracdo do sémen deve ainda, ser confirmada pela capacidade de
fecundacdo obtida com o sémen refrigerado comparativamente ao sémen

fresco.

Atualmente a disponibilidade de formas jovens de E. marginatus é
inconstante, o que dificulta o desenvolvimento do cultivo da espécie. A
complexidade técnica para a formacéo dos reprodutores, o tempo dispendido e
os elevados custos associados, tornam a producédo de formas jovens desta
espécie uma atividade de alto risco. O empreendimento Redemar Alevinos
(lhabela/SP) vem produzindo formas jovens da garoupa-verdadeira, adotando
modificacdes no protocolo de larvicultura buscando elevar a eficiéncia e reduzir
os custos. Grandes avancos na producéo de formas jovens deste serranideo

podem ser alcancados com a utilizacdo das técnicas de refrigeracdo de sémen,



gue proporcionaria a possibilidade de melhoras significativas na escala de

producéo.



OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de trés diferentes diluentes
na preservacdao do sémen refrigerado da garoupa-verdadeira, em atmosfera

normal e modificada (100% oxigénio).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar qual o diluente mais adequado para a refrigeracdo do sémen
desta espécie.

Avaliar a utilizacdo de atmosfera modificada (100% oxigénio) na
refrigeracdo do sémen.

Avaliar a viabilidade de producdo de formas jovens utilizando sémen
refrigerado.

Avaliar a correlagdo entre o espermatocrito e a concentracao

espermatica.



REFERENCIAS

BILLARD, R.; COSSON, S.B.; NOVIERI M.; POURKAZEMI, M. 2004.
Cryopreservation and short-term storage of sturgeon: a review. Aquaculture,
236(1): 1-9.

CARNEIRO, P.C.F; SEGUI, M.S.; IORIS FILHO, C.R.; MIKOS, J.D. 2006.
Viabilidade do sémen de jundia, Rhamdia quelen armazenado sob refrigeracéao.
Revista Académica, 4(3): 11-16.

CARVALHO, M. O. X.; PAIVA, M. P.; FONTELES FILHO, A. 2012. Idade e
crescimento da garoupa-verdadeira, Epinephelus marginatus (Lowe, 1834)

(Pisces: Epinephelidae), no Sudeste do Brasil. Arquivos de Ciéncia do Mar,
45(2).

FENNESSY, S. T. 2006. Reproductive biology and growth of the yellowbelly
rockcod Epinephelus marginatus (Serranidae) from South-East Africa. African
Journal of Marine Science, 28(1): 1-11.

GRACIA LOPEZ, V. e CASTELLO-ORVAY, F. 2003. Preliminary data on the
culture of juveniles of the dusky grouper, Epinephelus marginatus (Lowe, 1834).
Hidrobiologica, 13(4): 321-327.

HEEMSTRA, P.C. e RANDALL, J.E. 1993. Groupers of the world (Family
Serranidae, Subfamily Epinephelinae). Rome: FAO. 382p.

HONEYFIELD, D.C. e KRISE, W.F. 2000. Measurement of milt quality and
factors affecting viability. In: TIERSCH, T.R. e MAZIK, P.M. Cryopreservation in
aqguatic species. Baton Rouge: World Aquaculture Society. 49-58.

IBAMA 2014 PORTARIA N° 445, de 17 de dezembro de 2014. Proibicdo da
pesca de espécies ameacadas de extingdo. Diario Oficial da Unido, 18 de
dezembro de 2014, N° 245, Secao 1, p. 126.

KERBER, C.E.; AZEVEDO SILVA, H.K.; SANTOS, P.A.; SANCHES. E.G. 2012.
Reproduction and larviculture of dusky grouper Epinephelus marginatus (Lowe
1834) in Brazil. Journal of Agricultural Sciences and Technology, 2:229-234.

KUO, C.M.; TING, Y.Y.; YEH, S.L. 1988. Induced sex reversal and spawning of
blue-spotted grouper Epinephelus fario. Aquaculture,74: 113-126.

LIN, H.Z.; LIU, Y.J.; HE, J.G.; ZHENG, W.H.; TIAN, L.X. 2007. Alternative
vegetable lipid sources in diets for grouper Epinephelus coioides (Hamilton):
effects on growth and muscle and liver fatty acid composition. Aquaculture
Research, 38: 1605-1611.

MACHADO, L.F.; DAROS, F.AM.L.; BERTONCINI, A A.; HOSTIM-SILVA, M.;
BARREIROS, J.P. 2008. Feeding strategy and trophic ontogeny in Epinephelus
marginatus (Serranidae) from Southern Brazil. Cybium, 32(1): 33-41.



OLIVEIRA, A.V.; VIVEIROS, AT.M.; MARIA, AN. FREITAS, R.T.F.; IZAU, Z.A.
2007. Sucesso do resfriamento e congelamento do sémen de pirapitinga
Brycon nattereri. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, 59(6):
1509-1515.

PENARANDA, D.S.; PEREZ, L.; GALLEGO, V.; BARRERA, R.: JOVER, M.;
ASTURIANO, J.F. 2010. European eel sperm diluent for short-term storage.
Reproduction in Domestic Animals, 45: 407-415.

QUINITIO, G.F.; CABEROY, N.D.; REYES JR, D.M. 1997. Induction of sex
change in female Epinephelus coioides by social control. Israel Journal of
Aquaculture, 49: 77-83.

RACHMANSYAH, U.; PALINGGI, N.N.; WILLIAMS, K. 2009. Formulated feed
for tiger grouper grow-out. Aquaculture Asia Magazine, 4(3): 30-35.

RAMOS, F.M.; SANCHES, E.G.; FUJIMOTO, R.Y.; COTTENS, K.[F;
CERQUEIRA, V.R. 2012. Growth of juvenile dusky grouper Epinephelus
marginatus at three different diets. Boletim do Instituto de Pesca, 38(1): 81-88.

ROBERTS, D.E. JR. e SCHLIEDER, R.A. 1983. Induced sex inversion,
maturation, spawning and embriogeny of the protogynous grouper,
Mycteroperca microlepis. Journal of World Mariculture Society, 14: 639-649.

RODRIGUES FILHO, J.A.; SANCHES, E.G.; GARCIA, C.E.O.; PANNUTI, C.V;
SEBASTIANI, E.F.; MOREIRA, R.G. 2009. Threatened fishes of the world:
Epinephelus marginatus (Lowe, 1834) (Serranidae: Epinephelinae).
Environmental Biology of Fishes, 85(4): 301-302.

ROUMBEDAKIS, K.; MARCHIORI, N.C.; PASETO, A.; GONCALVES, E.L.T;
LUQUE, J.L.; CEPEDA, P.B.; SANCHES, E.G.; MARTINS, M.L. 2013. Parasite
fauna of wild and cultured dusky-grouper Epinephelus marginatus (Lowe, 1834)
from Ubatuba, Southeastern Brazil. Brazilian Journal of Biology, 73(4): 871-878.

SADOVY, Y. e COLIN, P.L. 1995. Sexual development and sexuality in the
Nassau grouper. Journal of Fisheries Biology, 46: 961-976.

SANCHES, E.G.; CERQUEIRA, V.R. 2010. Refrigeracdo do sémen do arioco
Lutjanus synagris. Boletim do Instituto de Pesca, 36: 293-305.

SANCHES, E.G.; CERQUEIRA, V.R. 2011. Preservacao de sémen refrigerado
de cioba com diluentes e atmosfera modificada. Pesquisa Agropecuéria
Brasileira, 46: 1673-1680.

SANCHES, E.G.; OLIVEIRA, IR.; SERRALHEIRO, P.C. 2009.
Crioconservacdo do sémen da garoupa-verdadera Epinephelus marginatus
(Lowe, 1834) (Teleostei, Serranidae). Boletim do Instituto de Pesca, 35(3): 389-
399.



SANCHES, E.G.; SILVA, F.C.; LEITE, J.R.; SILVA, P.K.A.; KERBER, C.E,;
SANTOS, P.A. 2014. A incorporacao de 6leo de peixe na dieta pode melhorar o
desempenho da garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus ?. Boletim do
Instituto de Pesca, 40(2): 147-155.

SEYBOTH, E.; CONDINI, M. V.; ALBUQUERQUE, C. Q.; VARELA JR, A. S,
VELASCO, G.; VIEIRA, J. P.; GARCIA, A. M. 2011. Age, growth, and
reproductive aspects of the dusky grouper Mycteroperca marginata
(Actinopterygii: Epinephelidae) in a man-made rocky habitat in southern Brazil.
Neotropical Ichthyology, 9(4): 849-856.

SOUZA, R.S.R.; ANNUNCIACAO, W.F.; LINS, S.M.; SANCHES, E.G;
MARTINS, M.L.; TSUZUKI, M.Y. 2014. Can barber goby Elacatinus figaro
control Neobenedenia melleni infections on dusky grouper Epinephelus
marginatus? Aquaculture Research, 45: 619-628.

TAN-FERMIN, J.D.; GARCIA, I.LM.B.; CASTILLO JR, A.R. 1994. Induction of
sex inversion in juvenile grouper Epinephelus suillus, (Valenciennes) by
injections of 17-alfametiltestosterone. Japanese Journal of Ichthyology, 40: 413-
420.

TUCKER, JW. Jr. e FITZGERALD, W.J. 1994. Induced spawning in two
Western Tropical Pacific groupers, Plectropomus areolatus and Epinephelus
fuscoguttatus, in Palau. Asian Fisheries Science, 7: 57-62.

WAYMAN, W.R. and TIERSCH, T.R. 1998. Refrigerated storage and
cryopreservation of sperm of red drum, Sciaenops ocellatus L. Aquaculture
Research, 29(1): 267-273.

WAYMAN, W.R.; THOMAS, R.G. TIERSCH, T.R. 1997. Refrigerated storage
and cryopreservation of black drum Pogonias cromis spermatozoa.
Theriogenology, 47(1): 1519-1529.

ZABALA, M.; LOUISY, P.; GARCIA-RUBIES, A.; GRACIA, V. 1997. Social-
behavioral context of reproduction in the Mediterranean dusky grouper
Epinephelus marginatus (LOWE, 1834) (Pisces, Serranidae) in the Medes
Islands Marine Reserve (NW Mediterranean, Spain). Scientia Marina, 61(1): 79-
89.



CAPITULO 1

Refrigeracdo do sémen da garoupa verdadeira

Artigo redigido nas normas do periodico cientifico
Pesquisa Agropecuaria Brasileira

QUALIS B1

10



Refrigeragdo do sémen da garoupa verdadeira
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Resumo - Este trabalho teve a finalidade de desenvolver um protocolo de refrigeracéo
do sémen da garoupa verdadeira Epinephelus marginatus. Primeiramente, a taxa de
motilidade, a duracdo da motilidade, a concentracdo espermatica e o espermatocrito
foram avaliados para caracterizar a qualidade do sémen fresco. Para os testes de
refrigeracdo a 4 °C, diferentes diluentes com distintas composicGes idnicas e valores de
pH foram testados em atmosfera normal e atmosfera modificada (100% oxigénio).
Posteriormente, um teste de fertilizagcdo foi realizado para avaliar a viabilidade do
sémen refrigerado. Os resultados demonstraram que o sémen fresco tem uma
concentracéo espermética de 3,1 + 0,2 x 10° células/mL, motilidade superior a 90% e
permanece movel por 3.060 + 600 segundos. Uma relagdo positiva foi encontrada entre
espermatdcrito e concentragdo espermatica (r* = 0,91; P<0,05). No experimento de
refrigeragdo, a taxa de motilidade e a duragdo da motilidade foram mantidas adequadas
durante 72 horas para os diluentes A (70 £ 5 %; 3100 + 200 segundos) e B (50 + 5 %j;
2000 £ 200 segundos) em atmosfera normal. Na atmosfera modificada, a qualidade do
sémen caiu drasticamente durante as primeiras 24 horas, independentemente do diluente

utilizado, ndo propiciando vantagem em sua utilizacdo. Os resultados demonstraram que
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a refrigeracdo do sémen da garoupa-verdadeira é uma alternativa viavel, sendo possivel
manter por até 48 horas uma apropriada qualidade espermaética proporcionando uma

taxa de fertilizacdo superior a 60%.

Palavras-chave: Epinephelus marginatus, diluentes, espermatocrito, resfriamento

espermatico, espermatozopedes.

Refrigerated storage of dusky grouper Epinephelus marginatus sperm

Abstract - This study aimed to develop a protocol for refrigerated storage of the dusky
grouper sperm. Initially, motility rate, motility time, sperm density and spermatocrit
were analyzed to characterize the fresh sperm quality. Diluents with different ionic
compositions and pH values were used in the refrigerated storage sperm at 4 °C in
normal atmosphere and modified atmosphere (100% oxygen). Fertilization test was
accomplished to evaluate the viability of the refrigerated sperm. The results
demonstrated that the fresh sperm has a spermatozoa density of 3.1 + 0.2 x 10°
spermatozoa/mL, motility rate >90% and motility time of 3,060 £ 600 seconds. A
positive relationship was found between spermatocrit and spermatozoa density (1> =
0.91; P <0.05). In the experiment of refrigerated storage, the motility rate and the
motility time were maintained appropriate for 72 hours for the extender A (70 + 5%;
3,100 + 200 seconds) and B (50 * 5%; 2,000 + 200 seconds) in normal atmosphere. In
the modified atmosphere, the sperm quality decrease drastically during the first 24
hours, independently of the diluent used, not propitiating advantages. The results

demonstrated that the refrigerated sperm of dusky grouper is a viable alternative for the
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short-term storage, being possible, to maintaining for up to 48 hours an appropriate

sperm viability, providing fertilization rate up to 60%.

Keywords: Epinephelus marginatus, extenders, spermatocrit, spermatic cooling, sperm.

Introducéao

A garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus (Lowe, 1834) € uma espécie
hermafrodita protoginica, onde as fémeas maturam com 2,5 kg e 38 cm (cinco anos de
idade) e invertem o sexo com 11,0 kg e 57 cm (sete anos de idade) apresentando baixa
resiliéncia e alta vulnerabilidade a exploracdo humana (Cunha et al., 2013). Atualmente
esta inclusa como ameacada na lista vermelha da International Union for Conservation
of Nature and Natural Resources (IUCN, 2012). A piscicultura marinha de espécies
ameacadas pode ser desenvolvida como um instrumento estratégico de conservacao,
além de, paralelamente, fomentar o desenvolvimento de uma nova cadeia produtiva,
beneficiando a expansdo da maricultura e a geracdo de emprego e de renda para
comunidades litoraneas (Sanches et al., 2009). No caso da garoupa-verdadeira,
significativos avancos j& foram obtidos na &rea de patologia (Roumbedakis et al., 2013;
Souza et al., 2014) e em técnicas de manejo alimentar (Ramos et al., 2012; Sanches et
al., 2014), entretanto, ainda existem lacunas para a producdo de formas jovens em

cativeiro (Cunha et al., 2013).

Importante ferramenta para a reproducdo de peixes, a refrigeracdo do sémen tem

contribuido para o sucesso da reproducdo artificial de muitas espécies de peixes

(Sanches & Cerqueira, 2010). Esta técnica tem como objetivo manter a viabilidade
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espermatica por um curto periodo de tempo (horas ou dias) em temperaturas de
refrigeragdo (4 °C) para que 0 sémen possa ser utilizado posteriormente no processo de
fertilizacdo, dispensando a presenca dos machos no ato da fecundacéo e liberando
tempo para o monitoramento da ovulacdo das fémeas, proporcionando melhores
resultados nos procedimentos de reproducdo (Oliveira et al., 2007). Apesar das
vantagens da refrigeracdo do sémen em espécies de agua doce, ainda sdo escassos 0S
estudos desta técnica na reproducéo de peixes de agua salgada (Carneiro et al., 2006;
Sanches & Cerqueira, 2011). Recentemente importantes avancos foram obtidos para a
producdo de formas jovens da garoupa-verdadeira (Kerber et al., 2012) porém ainda nédo

existem relatos na literatura sobre a refrigeracdo do sémen desta espécie.

A utilizacdo de técnicas de armazenamento de sémen é essencial para 0s procedimentos
de reproducédo de espécies hermafroditas protoginicas (Kiriyakit et al., 2011). Para a
conservacdo do sémen faz-se necessario a utilizacdo de diluentes, que tem a funcdo de
fornecer um meio protetor aos espermatozdides. A diluicdo possibilita diminuir a
competicdo entre os espermatozoOides por oxigénio e espaco e pode, paralelamente,
evitar a iniciacdo da motilidade espermatica (Sanches et al., 2009). O desenvolvimento
de diluentes espécie-especificos pode propiciar melhores resultados na preservacdo da
viabilidade espermética, auxiliando na padronizacdo das técnicas de refrigeracdo e
congelamento de sémen de peixes (Salmito-Vanderley et al., 2012). A preservagao da
viabilidade espermética submetendo o sémen a uma atmosfera exclusiva de oxigénio
durante o processo de refrigeracdo ainda é pouco esclarecida para diversas espécies de
peixes. Alguns autores consideram essencial uma expressiva disponibilidade de
oxigénio para os espermatozoOides quando o sémen é submetido ao processo de

refrigeracdo (Billard et al., 2004). Considerando todos estes fatores, a definicdo de um
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adequado protocolo de resfriamento do sémen deve, ainda, ser confirmada pela
capacidade de fecundacéo obtida com o sémen resfriado comparativamente ao sémen
fresco. A utilizacdo de técnicas de refrigeracdo de sémen, possibilitando ampliar a
escala de producdo, proporcionaria um grande avango na producdo de formas jovens

deste serranideo, contribuindo para a reducéo dos custos de producao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes diluentes, em atmosfera
normal e modificada (100% oxigénio), na preservacdo de sémen refrigerado da garoupa-

verdadeira E. marginatus.

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Piscicultura Marinha, do Nucleo
de Pesquisa e Desenvolvimento do Litoral Norte, do Centro Avancgado de Pesquisa e
Tecnologia do Agronegécio do Pescado Marinho, localizado em Ubatuba/SP, do

Instituto de Pesca/APTA/SAA.

Manejo dos reprodutores

No inicio do verdo, vinte exemplares de garoupa-verdadeira (Epinephelus marginatus),
oriundos de captura na regido litordnea de Ubatuba/SP, foram invertidos sexualmente
(Sanches et. al., 2009) e mantidos em trés tanques circulares com 3.000 litros, em
sistema de recirculacdo de agua salgada, dotado de filtragem mecénica (bag de 100
micra), skimmer e esterilizacdo da agua através de lampadas ultra-violeta. A

temperatura foi mantida constante (28 = 1,0 °C controlada por termostatos e
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aquecedores). Os peixes foram alimentados 1 x ao dia com sardinha Sardinella

brasiliensis (Steindachner, 1879) até a saciacdo aparente.

Coleta do sémen

No final do processo de inversdo sexual, com duracdo de seis meses, 0S peixes, com
445 + 3,7 cm e 1377,9 + 357,7 g, em jejum de 24 horas, foram anestesiados
(benzocaina a 0,1 g/L) e em seguida o sémen extraido individualmente de cada
exemplar (sem a necessidade de inducdo hormonal) e colhido com o auxilio de seringas
plasticas para insulina graduadas (1 mL) envolvidas com papel aluminio, para evitar a
incidéncia da luz ambiente sobre as amostras. A medida do volume foi feita diretamente

na seringa.

Foram tomados cuidados para evitar a contaminacdo do sémen por ocasido da coleta. A
regido abdominal dos exemplares foi lavada com agua doce (evitando qualquer risco da
agua salgada ativar as amostras) sendo esta regido imediatamente seca com toalhas de
papel descartaveis antes de se iniciar a coleta com seringas individuais para cada peixe.
Apos cada coleta uma subamostra era observada em microscépio para avaliar se 0s
espermatozoides estavam ativados (caso de contaminagao por urina) e em caso positivo

a amostra era descartada.

Caracterizacao do sémen fresco

A avaliagdo da qualidade seminal foi feita, individualmente, antes de se realizar a
mistura do sémen dos diversos machos, em partes iguais, para a realizagdo dos
experimentos de refrigeracdo. Foram determinados os parametros: taxa de motilidade

espermatica (porcentagem de células da amostra que apresentam movimento
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progressivo), duracdo da motilidade espermatica (duracdo da atividade de movimento
celular, em segundos) e concentracdo espermatica (nUmero de espermatozdides/mL de
sémen) do sémen fresco. A analise da motilidade e da duracdo da motilidade
espermaticas foram aferidas simultaneamente na mesma preparacdo, por um Unico
técnico, usando um unico campo focal escolhido aleatoriamente, com intensidade de luz
mantida inalterada. Para a ativacdo do sémen foi utilizada uma taxa de diluicdo de 1:1,
idéntica a utilizada por Sanches et al. (2009), sendo feita imediatamente ap0s a mistura
de sémen em 4dgua marinha (salinidade 35%o0) (15 pL de sémen:15 pL de agua) e
observadas sob microscopio optico, em ampliacdo de 200x. A motilidade foi estimada
subjetivamente, registrando-se a porcentagem das células em movimento de
deslocamento visualizadas no campo microscopico. A duracdo da motilidade foi
cronometrada do inicio da ativacdo até o0 momento em que todas as células se tornaram
imdveis. A concentracdo espermatica foi avaliada através da contagem, sob microscépio
(200x), das células espermaticas presentes em amostras de sémen, previamente diluidas
em solucdo tamponada de formol (5%), preparadas em cémara hematimétrica de
Neubauer (1 mm?®). Comparativamente, para determinacdo da concentragdo espermatica,
foi empregada a técnica de espermatdcrito, mesma técnica utilizada por Sanches &
Cerqgueira (2010). O sémen foi colocado em capilares para microhematdcrito, com uma
das extremidades selada com plastilina, e submetido a centrifugagdo em microcentrifuga
a 7000 rpm (18000 g) por quinze minutos. Estes valores foram determinados através de
um experimento prévio. Apos a centrifugacéo a leitura da massa celular foi feita com
régua graduada e os valores obtidos expressos em porcentagem. Foi estimada a

correlacdo entre o espermatdcrito e a concentracao espermatica.

Refrigeracdo do sémen
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Experimento | — Refrigeragdo do sémen com diferentes diluentes

Neste experimento foi analisado o efeito de diferentes solugdes diluidoras na
preservacdo da motilidade e da duracdo da motilidade do sémen resfriado (4 °C) por até
seis dias (144 horas). Foram empregadas trés solugdes idnicas baseadas na composicao
quimica da solucdo fisiologica para tele6steos marinhos anteriormente utilizadas com
sucesso na criopreservacdo de sémen da garoupa-verdadeira (Sanches et al., 2009):
Diluente A (g/L) = NaCl, 7,89; KCI, 1,19; CaCl,, 0,2; MgCl,, 0,4266; pH 6,1 ; 158
mOsm; Diluente B (g/L) = NaCl, 6,5; KCl, 3,0; CaCl,, 0,3; NaHCOs3, 0,2; pH 7,8 ; 157
mOsm; Diluente C (g/L) = NaCl, 7,89; KCI, 1,19; CaCl,, 0,22; MgCl,, 0,72531;

NaH,POg4, 0,0805; NaHCO3, 0,84; pH 8,2 ; 172 mOsm.

Foram utilizadas amostras de sémen de 10 individuos, misturadas entre si, em
quantidades iguais, que apresentaram motilidade espermatica superior a 90%. Foram
realizados quatro tratamentos: Controle (sémen in natura, sem diluicdo); T1 (sémen +
diluente A); T2 (sémen + diluente B); T3 (sémen + diluente C). A proporcéo empregada
de sémen:diluente foi de 1:3 (v/v). Cada tratamento teve trés repeticdes. As amostras
(com volume sémen + diluidor totalizando 1 mL) foram mantidas em tubos de ensaio de
5 mL, devidamente identificadas e armazenadas em refrigerador (4 °C). A taxa e a
duracdo da motilidade espermatica de cada unidade experimental foram avaliadas ap6s
0, 12, 24, 48, 72 e 144 horas de resfriamento a 4 °C. O momento 0 h da avaliagdo foi o

imediatamente apos a diluicéo.

Experimento 1l — Refrigeragdo do sémen em atmosfera modificada (100%

oxigénio)
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Neste experimento foi analisado o efeito de diferentes solugbes diluidoras na
preservacdo e na duracdo da motilidade do sémen resfriado (4°C) por até dois dias
utilizando atmosfera modificada (exclusivamente oxigénio). Foram empregadas as

mesmas solugdes diluentes do experimento anterior.

Foi utilizada uma mistura de partes iguais de sémen de 10 individuos, (0s mesmos do
experimento anterior), com taxa de motilidade espermaética superior a 90%. Foram
realizados quatro tratamentos: Controle (sémen in natura, sem diluicdo); T1 (sémen +
diluente A); T2 (sémen + diluente B); T3 (sémen + diluente C). A propor¢do empregada
de sémen:diluente foi de 1:3 (v/v). Cada tratamento teve trés repeticGes. As amostras
(com volume sémen + diluidor totalizando 1 mL) foram mantidas em tubos de ensaio de
5 mL, devidamente identificadas e armazenadas em refrigerador (4 °C). Todas as
amostras foram seladas em um saco plastico (com capacidade de sessenta litros) que foi
mantido inflado com oxigénio puro. A taxa e a duracdo da motilidade espermatica de
cada unidade experimental foram avaliadas apds 0, 12, 24 e 48 horas de resfriamento a

4 °C. O momento 0 h da avaliacéo foi o imediatamente apds a diluicéo.

Experimento I11 — Capacidade de fertilizacdo do sémen refrigerado

Os testes de fertilidade do sémen fresco e refrigerado por 24 e 48 horas foram realizados
simultaneamente, inseminando ovdécitos oriundos de uma mesma fémea. A fémea foi
injetada com uma dose Unica de LH-RHa (50 pg/kg) (SIGMA, EUA). Para este
experimento foi utilizado um “pool” de partes iguais de s€émen de trés machos, o sémen
foi diluido somente com o diluente A, devido aos resultados dos experimentos
anteriores | e Il, no qual o diluente A apresentou melhor desempenho, e submetido a

refrigeracdo em atmosfera normal por 24 e 48 horas.
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A liberacdo dos ovécitos maduros teve inicio 36 horas ap6s a injecdo do horménio,
momento em que foi feita a extrusdo para os testes de fertilizacdo a seco. Os ovocitos
foram recolhidos em bandejas de plastico e divididos em 30 parcelas, com 1.000
ovacitos por parcela, distribuidos em recipientes de plastico de 50 mL para a fertilizagdo
simultanea de 10 parcelas com sémen fresco, 10 parcelas com sémen refrigerado por 24
horas e 10 parcelas com sémen refrigerado por 48 horas. O sémen fresco, antes de ser
misturado, foi diluido no mesmo diluente A e @ mesma proporc¢éo utilizada para diluir o

sémen refrigerado.

Apos a mistura do sémen com os ovocitos (0,05 mL de sémen para cada 1.000 ovocitos,
relacdo espermatozoide:ovdcito de 200.000:1) adicionaram-se 20 mL de agua marinha
(salinidade 35%o), para ativar os espermatozoides e iniciar a fecundagdo. O material
correspondente a cada parcela foi posteriormente depositado em incubadoras
individuais (1 L), feitas com tubos de PVC, fechadas na extremidade inferior por uma
tela de 500 um e mantidas em flutuacdo dentro de tanque com circulagdo continua de
agua marinha, a temperatura de 28°C. A taxa de fertilizacdo, calculada com base na
relacdo entre o nimero de ovos fertilizados e o nimero total de ovos, foi estimada
quatro horas apo6s a fertilizacdo, no estddio de géstrula. Para estimar a taxa de
fertilizagdo, os ovos foram contados em trés subamostras de 100 ovos de cada
incubadora, pela seguinte equacdo: taxa de fertilizagdo = nUmero de ovos em

divisdo/nimero total de ovos contados.

Analise dos dados
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Para analise estatistica de todos os experimentos foi utilizado o SAS (Statistical
Analyses System, o SAS/STAT, verséo 6.11 de 1990) (SAS INSTITUTE INC., 1990).
Os dados das taxas de motilidade e taxas de fertilizacdo sofreram transformacao
angular, antes da andlise estatistica. A relagdo matematica entre percentagem de
espermatocrito e concentracdo espermatica foi determinada por analise de regressao
linear. Todos os dados foram testados para normalidade e homogeneidade das
variancias. A andlise de variancia foi efetuada pelo procedimento ANOVA.
Posteriormente, para verificacdo de diferencas significativas, foi aplicado o teste de

variacdo multipla de Tukey. Valores de P<0,05 foram considerados significantes.

Resultados e Discussao

Caracterizacao do sémen fresco

O valor medio para o espermatdcrito foi de 76,2 + 5,1 %. Foi observada uma correlagéo
positiva (r = 0,90) entre a concentragdo espermatica e o espermatocrito (Figura 1). A
regressdo foi significativa (P<0,05) apresentando elevado coeficiente de determinacéao
(R = 0,91), sendo possivel, portanto, estimar a concentragdo espermética de E.
marginatus a partir da obtencdo do espermatdcrito. Tal técnica ja havia sido utilizada
por Sanches & Cerqueira (2010) para estimar a concentracdo espermatica do arioco
Lutjanus synagris e mais recentemente por Sanches et al. (2013) com o sémen da cioba
Lutjanus analis. A utilizacdo desta técnica torna o procedimento da determinacdo da

concentracdo espermatica mais agil e com ampla confiabilidade.

A taxa e a duracdo da motilidade, a concentracdo e o0 volume espermaticos sdo

parametros indicados para avaliacdo da qualidade do sémen de uma espécie e de sua
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capacidade de fertilizacdo (Alavi et al., 2004; Fan et al., 2014). Para os peixes deste
estudo, com peso médio de 1378 g, foi obtido um volume médio de 0,36 mL de sémen,
com taxa de motilidade de 100%. Os valores médios da duracdo da motilidade
espermatica obtidos (3060 + 600 segundos) foram muito superiores aos encontrados
para outras espécies de peixes marinhos. O sémen do ariocO Lutjanus synagris
apresentou motilidade superior a 90%, permanecendo movel por 137 £ 20 segundos
(Sanches & Cerqueira, 2010) e o sémen da cioba Lutjanus analis duracdo de motilidade
de 148 = 29 segundos (Sanches et al., 2013). Tempos elevados de motilidade
espermatica, superiores a 4.500 segundos, foram observados em outra espécie de
garoupa, a asiatica Epinephelus malabaricus (Chao et al., 1992). Em peixes de agua
doce, a duracdo da motilidade € bem mais reduzida. Para o sémen do curimbata
Prochilodus brevis foi reportado apenas 63 segundos (Silva et al., 2014). O elevado
tempo de motilidade espermatica obtido para essa espécie de peixe pode estar
relacionado ao complexo processo reprodutivo, que envolve formacdo de haréns e
intensas agregacgdes reprodutivas (Fennessy, 2006; Seyboth et al., 2011; Carvalho et al.,

2012).

Neste estudo, a concentracdo espermatica encontrada foi de 3,1 x 10° células mL™. Este
valor foi similar ao obtido com a mesma espécie por Sanches et al. (2009). Em outro
estudo com esta mesma espécie foram obtidas concentracdes entre 1,2 a 16,6 x 10°
células mL™ (Cabrita et al., 2009). A concentracéo espermatica pode variar ao longo da
estacdo reprodutiva, com tendéncia a ser reduzida ao final do periodo (Aramli et al.,
2014), entretanto, a concentracdo obtida para Epinephelus marginatus no presente
estudo pode estar relacionada a se tratarem de exemplares em primeira maturacao

sexual. Outro ponto a se ressaltar € que o sémen da garoupa-verdadeira foi colhido sem
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a necessidade de inducdo hormonal dos peixes. A indu¢do hormonal pode acarretar
reducdo da concentracdo espermatica e aumento do percentual de espermatozoides com

patologias (Streit Jr. et al., 2007).

Refrigeracdo do sémen

Experimento | — Refrigeracéo do sémen com diferentes diluentes

Para as andlises de viabilidade espermatica foi considerada a premissa de Marques &
Godinho (2004) como limite para utilizacdo do sémen uma taxa de motilidade
esperméatica de no minimo 30%. Os resultados deste experimento, em relacdo a
motilidade espermaética, indicaram que o sémen fresco, sem a adi¢do de diluentes,
diferiu significativamente (P<0,05) do sémen com adicdo de diluentes, apresentando
baixa taxa de motilidade (inferior a 24 horas) quando submetido ao processo de
refrigeracdo. Foi observado, também, que o diluente A foi eficiente em preservar a
motilidade espermatica (acima de 30%) por até 144 horas, diferindo significativamente
(P<0,05) dos diluentes B e C que ndo foram eficientes em manter a motilidade (acima

de 30%) por periodos prolongados (Tabela 1).

Em relacdo a duragdo da motilidade espermética o sémen fresco ndo suportou o rigor do
processo de refrigeracéo, apresentando queda brusca do parametro analisado em apenas
12 horas. O sémen acrescido do diluente A diferiu dos demais tratamentos (P<0,05),
ndo apresentando expressiva diminuic¢do da duracdao da motilidade por até 144 horas de

refrigeracdo (Tabela 2).

Foi possivel manter a viabilidade espermatica da garoupa-verdadeira por até 144 horas

de refrigeracéo. Intervalos de tempo bem inferiores aos obtidos neste estudo foram
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obtidos para a refrigeracdo do sémen da carpa, Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758), (11
horas) (Padua et al., 2012) e para o sémen do curimbatd, Prochilodus brevis
(Steindachnner, 1874), (21 horas) (Silva et al., 2014). Todos estes autores observaram
uma queda gradual na viabilidade do sémen ao longo do tempo, semelhante & observada
no presente estudo. Recentemente, em pequena escala, foi obtida a preservacdo da
qualidade espermaética do sémen do baiacu, Takifugu niphobles (Jordan & Snyder,
1901), por até sete dias sob refrigeracdo (Gallego et al., 2013). Espermatozdides de
diferentes espécies de peixes reagem de maneira distinta ao processo de refrigeracéo,
sendo o decréscimo do ATP e o metabolismo espermatico as chaves para a ampliacdo
da viabilidade seminal durante o processo de preservacdo pela reducdo da temperatura

(Zietara et al., 2009).

O diluente A (pH 6,1) difere dos demais pela auséncia de bicarbonato de sodio
(NaHCO3) presente no diluente B e, em maior quantidade no C, o que poderia explicar
0 melhor desempenho do diluente A no processo de refrigeragéo da garoupa-verdadeira.
Resultados positivos na refrigeragdo do sémen da cioba com este diluente sem a adicao
de bicarbonato de sodio foi atribuido ao efeito da dissociagdo do bicarbonato em meio
aquoso, que resultaria em uma queda expressiva no pH intracelular dos espermatozoides
e consequente efeito danoso na sobrevida espermatica (Sanches & Cerqueira, 2011). O
emprego de diluentes tamponados tem o objetivo de impedir que os metabdlitos dos
espermatozdides, acumulados no decorrer do processo de congelamento, causem
mudancas no pH do sémen, causando efeitos deletérios as células espermaticas. O
processo de refrigeracdo, entretanto, implica em reducdo da atividade metabdlica dos
espermatozdides a temperaturas abaixo da fisiolégica o que poderia explicar o0 melhor

desempenho do diluente A no processo de refrigeracéo.
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Outro ponto a ser destacado foi o aumento da duracdo da motilidade espermatica
quando empregado o diluente A no processo de refrigeracdo do sémen da garoupa-
verdadeira. Diluentes com adequadas composi¢des idnicas podem prolongar o tempo
de motilidade espermatica (Sanches et al., 2009). Aparentemente isto pode ser possivel
pela sustentacdo de um novo micro-ambiente aos espermatozdides, distinto do ambiente
fisiologico proporcionado pelo plasma seminal, fato ja reportado por Sanches &
Cerqueira (2010) para o ariocO Lutjanus synagris e por Sanches & Cerqueira (2011)

para a cioba Lutjanus analis.

Dois fatores podem contribuir para a queda acentuada na taxa de motilidade
espermatica: a contaminacdo bacteriana do sémen, resultante do método de coleta, e a
proporcao de diluicdo utilizada (Sanches & Cerqueira, 2011). A coleta de sémen, por
meio de massagem abdominal, produz uma alta taxa de contaminagdo bacteriana, em
razdo do contato do sémen com o muco externo do peixe; e o prolongamento das
condigdes de estocagem, durante a refrigeracdo, pode afetar a qualidade do sémen pelo
desenvolvimento de bactérias. Resultados positivos foram obtidos com a adicdo de
antibi6ticos (25 ppm de penicilina + 25 ppm de estreptomicina) ampliando a viabilidade
espermatica do sémen refrigerado da carpa Cyprinus carpio de 9 para 29 dias (Thanh &

Le, 2013).

Experimento 1l — Refrigeragdo do sémen em atmosfera modificada (100%
oxigénio)
A taxa de motilidade e a duracdo da motilidade espermatica apresentaram uma

expressiva queda, ndo sendo possivel obter tempos de refrigeracdo superiores a 12 horas
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com resultados significativos de sobrevida espermética. A adi¢cdo de diluentes ao sémen,
comparativamente ao sémen fresco, diferiu significativamente (P<0,05), entretanto nédo
foram observadas diferencas entre os diferentes diluentes (Tabelas 3 e 4). Resultados
expressivos de 99% e 40% de motilidade espermatica ap6s 5 e 17 dias foram obtidos
respectivamente para o sémen do esturjdo do Atlantico Acipenser oxyrinchus (Mitchill,
1815) quando mantido sob refrigeracdo em tubos com oxigénio puro (Dilauro et al.,
1994). Por outro lado, ndo foram observados resultados positivos sobre a ampliacdo do
tempo de refrigeracdo quando o sémen do linguado Scophthalmus maximus (Linnaeus,
1758) foi mantido sob atmosfera modificada (100% oxigénio ou 100% nitrogénio)
(Chereguini et al., 1997). Apo6s 20 horas a taxa de motilidade foi significativamente
mais alta em atmosfera normal, ocorrendo queda brusca da taxa de motilidade quando
utilizada atmosfera modificada. Resultado similar foi obtido por Marques & Godinho
(2004) que nao encontraram diferencas na viabilidade espermatica (motilidade e
duracdo da motilidade espermatica) de seis espécies de peixes tropicais de dgua doce do
Brasil quando o sémen foi mantido conservado sob refrigeragdo utilizando-se
comparativamente atmosfera normal e oxigénio puro. Sanches & Cerqueira (2010)
avaliaram o sémen do ariocd submetido a refrigeracdo em atmosfera modificada (100%
oxigénio) e Sanches & Cerqueira (2011) avaliaram o sémen da cioba mantido sob
refrigeragdo nestas mesmas condi¢des. Ambos estudos ndo observaram resultados
positivos advindos da utilizagdo de oxigénio, obtendo piores resultados
comparativamente a utilizacdo de atmosfera normal. No presente estudo, ndo houve
vantagem na utilizagdo de uma atmosfera de 100% oxigénio durante o processo de
refrigeracdo do sémen de Epinephelus marginatus. Tanto a taxa de motilidade como a
duracdo da motilidade espermaética ficaram muito aquém dos obtidos com atmosfera

normal.
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Experimento I11 - Capacidade de fertilizagdo do sémen refrigerado

A taxa de fertilizacdo com o uso de sémen fresco (80%) foi significativamente superior
(P>0,05) as obtidas com sémen refrigerado (Figura 2). As taxas de fertilizagdo com o
sémen refrigerado por 24 horas (70%) e por 48 horas (66%) nao diferiram entre si. As
taxas de fertilizacdo podem ser afetadas pela qualidade dos ovocitos, principalmente de
fémeas de primeira maturacdo sexual. Os experimentos deste trabalho foram baseados
na utilizacdo de uma unica fémea jovem (primeira maturacao, 2850 g) e a auséncia da
informacdo da relacdo ideal espermatozoide:ovécito (que ndo foi determinada neste
estudo, sendo altamente interessante de ser abordada em estudos futuros com esta
espécie) pode ter contribuido para a obtencdo de taxas de fertilizacdo mais baixas. A
taxa de fertilizacdo obtida com o sémen refrigerado por 48 horas (66%), embora inferior
a obtida com o sémen fresco (80%) ainda pode ser considerada uma boa alternativa,
considerando-se a praticidade e a ampliacdo do tempo de armazenagem do sémen para
os procedimentos de reproducdo induzida desta espécie. Nao foram encontrados, na
literatura, relatos de fertilizacdo de ovdcitos de garoupa-verdadeira E. marginatus com
sémen refrigerado. Poucos dados estdo disponiveis sobre taxas de fertilizacdo em
espécies de peixes marinhos com sémen refrigerado. Taxas de fertilizagdo de 70%
(utilizando-se sémen fresco) foram obtidas com Lutjanus argentimaculatus (Forsskal,
1775) (Muthiphandchai et al., 2009). Sanches & Cerqueira (2010) obtiveram taxas de
fertilizacdo de 63% com a utilizacdo do sémen fresco do ariocd e 62% com o0 sémen
refrigerado por 24 horas. Com a cioba, foram obtidas taxas de fertilizagdo de 72% com
sémen fresco e 69% com sémen refrigerado por 24 horas (Sanches & Cerqueira, 2011).
Comparativamente, em fungdo da maior disponibilidade de informagdes, o0s resultados

com peixes de agua doce ndo foram expressivamente superiores aos obtidos com
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espécies marinhas. Taxas de fertilizacdo entre 26 a 61% foram obtidas para o sémen de
curimbata Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) diluido e resfriado por quatro dias

(Orféo et al., 2010).

Os presentes resultados demonstraram que a refrigeracdo do sémen da garoupa-
verdadeira mostrou-se uma técnica de facil adog@o pelos empreendimentos comerciais,
0 que certamente elevara o nivel técnico de producdo de formas jovens da garoupa-
verdadeira. As perspectivas futuras de adocdo desta técnica devem contribuir para
ganhos de escala na producdo, possibilitando a reducdo no custo das formas jovens e

permitindo ampliar sua disponibilidade junto aos produtores de peixes marinhos.

Conclusoes

1. A refrigeracdo do sémen da garoupa-verdadeira E. marginatus mostrou-se eficiente
para a conservagdo de curto prazo, sendo possivel, utilizando-se o diluente A, manter
por até 144 horas uma adequada qualidade espermatica.

2. Ndo ha vantagens na utilizacdo de atmosfera modificada (100% oxigénio) na
refrigeracdo do sémen desta espécie.

3. O sémen refrigerado possibilita boas taxas de fertilizagdo, sendo vidvel a sua
utilizacdo nos procedimentos de reproducdo induzida desta espécie.

4. A técnica do espermatdcrito apresentou uma correlagdo positiva, mostrando ser uma

alternativa pratica para a determinagdo da concentracdo espermatica.
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Tabela 1. Taxa de motilidade (%; média + desvio-padrdo) do sémen de Epinephelus
marginatus (n=10 machos, 3 replicatas/tratamento) submetido a refrigeracédo a 4 °C,

diluido 1:3 (v/v) em diferentes diluentes.

Diluidores Tempo de Resfriamento (h)

0 12 24 48 72 144
A (pH 6,1) 100+ 0aA 90+0aA 90+0aA 70+0aB 70+5aB 32+ 3aC
B (pH 7,8) 100+ 0aA 90+0aA 90+0aA 60+0aB 50+5aB 5+1bC
C(pH8,2) 100+3aA 90+0aA 70+0bB 20+ 0bC 3+0bD 0+0cD

Sémen néo diluido 100+ 3aA 40+ 3bB 0+0cC - - -

Médias seguidas por letras distintas, mintsculas na coluna e maidsculas na linha,
apresentam diferencas significativas (teste de Tukey, P< 0,05).
Diluente A (g/L) = NaCl, 7,89; KClI, 1,19; CaCl,, 0,2; MgCl,, 0,4266; pH 6,1 ; 158
mOsm; Diluente B (g/L) = NaCl, 6,5; KCI, 3,0; CaCl,, 0,3; NaHCOs3, 0,2; pH 7,8 ; 157
mOsm; Diluente C (g/L) = NaCl, 7,89; KClI, 1,19; CaCl,, 0,22; MgCl,, 0,72531;

NaH,PQO,, 0,0805; NaHCO3, 0,84; pH 8,2 ; 172 mOsm.
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Tabela 2. Duracdo da motilidade (segundos; média + desvio-padrdo) do sémen de
Epinephelus marginatus (n=10 machos, 3 replicatas/tratamento) submetido a

refrigeracdo a 4 °C, diluido 1:3 (v/v) em diferentes diluentes.

Diluidores Tempo de resfriamento (h)
0 12 24 48 72 144
A (pH 6,1) 3060 + 600aB 3800 + 3400 + 3200+ 3100+ 2900 +
400aA 300aA 300aA 200aA 200aB
B (pH 7,8) 3060 + 600aB 3600 + 3200 + 2500 + 2000 + 1500 +
400aA 400aA 300bB 200bC 200bD
C (pH 8,2) 3060 + 600aB 3600 + 3000 + 1200 + 600 £ 0+ 0cE
400aA 300bB 200cC 300cD
Sémen néo 3060 £+ 600aA 600 £ 0+0cC
diluido 200bB

Médias seguidas por letras distintas, mintsculas na coluna e maidsculas na linha,
apresentam diferencas significativas (teste de Tukey, P< 0,05).
Diluente A (g/L) = NaCl, 7,89; KClI, 1,19; CaCl,, 0,2; MgCl,, 0,4266; pH 6,1 ; 158
mOsm; Diluente B (g/L) = NaCl, 6,5; KCI, 3,0; CaCl,, 0,3; NaHCOg, 0,2; pH 7,8 ; 157
mOsm; Diluente C (g/L) = NaCl, 7,89; KClI, 1,19; CaCl,, 0,22; MgCl,, 0,72531;

NaH,PO,, 0,0805; NaHCOs3, 0,84; pH 8,2 ; 172 mOsm.
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Tabela 3. Taxa de motilidade (%; média + desvio-padrdo) do sémen de Epinephelus
marginatus (n=10 machos, 3 replicatas/tratamento) submetido a refrigeracédo a 4 °C, em

atmosfera modificada (100% oxigénio), diluido 1:3 (v/v) em diferentes diluentes.

Diluidores Tempo de resfriamento (h)
0 12 24 48
A (pH 6,1) 100 £ 0aA 30+ 10aB 10 + 5aC 0+0aC
B (pH 7,8) 100 £ 0aA 30+ 10aB 10 + 0aC 0+0aC
C (pH 8,2) 100 + 0aA 20+ 5aB 10 + 0aC 0+0aC
Sémen ndo diluido 100 + 0aA 0+0bB

Médias seguidas por letras distintas, minusculas na coluna e maidsculas na linha,
apresentam diferencas significativas (teste de Tukey, P< 0,05).
Diluente A (g/L) = NaCl, 7,89; KClI, 1,19; CaCl,, 0,2; MgCl,, 0,4266; pH 6,1 ; 158
mOsm; Diluente B (g/L) = NaCl, 6,5; KCI, 3,0; CaCl,, 0,3; NaHCOs3, 0,2; pH 7,8 ; 157
mOsm; Diluente C (g/L) = NaCl, 7,89; KClI, 1,19; CaCl,, 0,22; MgCl,, 0,72531;

NaH,PQO,, 0,0805; NaHCO3, 0,84; pH 8,2 ; 172 mOsm.
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Tabela 4. Duracdo da motilidade (segundos; média + desvio-padrdo) do sémen de
Epinephelus marginatus (n=10 machos, 3 replicatas/tratamento) submetido a
refrigeracdo a 4 °C, em atmosfera modificada (100% oxigénio), diluido 1:3 (v/v) em

diferentes diluentes.

Diluidores Tempo de resfriamento (h)
0 12 24 48

A (pH 6,1) 3060 + 2100 + 200aB 1000 + 150aC 0+ 0aD
600aA

B (pH 7,8) 3060+ 2200 + 300aB 1100 + 200aC 0+0aD
600aA

C(pH8,2) 3060+ 2000 + 300aB 1000 + 200aC 0+0aD
600aA

Sémen ndo diluido 3060+ 0+0bB

600aA

Médias seguidas por letras distintas, minusculas na coluna e maidsculas na linha,
apresentam diferencas significativas (teste de Tukey, P< 0,05).
Diluente A (g/L) = NaCl, 7,89; KClI, 1,19; CaCl,, 0,2; MgCl,, 0,4266; pH 6,1 ; 158
mOsm; Diluente B (g/L) = NaCl, 6,5; KCI, 3,0; CaCl,, 0,3; NaHCOg, 0,2; pH 7,8 ; 157
mOsm; Diluente C (g/L) = NaCl, 7,89; KCI, 1,19; CaCl,, 0,22; MgCl,, 0,72531;

NaH,PO,, 0,0805; NaHCO3, 0,84; pH 8,2 ; 172 mOsm.
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Figura 1. Correlacdo entre concentracéo espermatica (células mL™) e espermatécrito (%)

para o sémen da garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus (n=20, P< 0,05).
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Figura 2. Taxas de fertilizacdo (médias + desvio-padrdo) com sémen fresco e sémen

diluido no diluente A e refrigerado a 4 °C por 24 e 48 horas em ovécitos de uma fémea

de Epinephelus marginatus. a-b Colunas com letras distintas apresentam diferencas

significativas (teste de Tukey, P<0,05)
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar o efeito de diferentes
diluentes, em atmosfera normal e modificada, na preservacdo de sémen
refrigerado da garoupa-verdadeira, visando contribuir para a ampliacdo do
conhecimento da biologia reprodutiva da espécie. Acredito que conseguimos
alcancar os objetivos previstos inicialmente para esse estudo, obtendo bons e
significativos resultados, trazendo uma nova ferramenta para melhorar os

resultados obtidos na producédo de formas jovens da espécie.

Através dos experimentos realizados conseguimos detectar que a
refrigeracdo do sémen é uma alternativa viavel de curto prazo, por até 144
horas de conservacao, utilizando-se diluentes especificos para manter uma
gualidade espermética adequada. Os resultados indicam a nula efetividade da
adocdo de atmosfera modificada para a refrigeracdo do sémen desta espécie,
reduzindo a complexidade e os custos do procedimento de refrigeracdo. De
forma inédita foi obtida a fertilizacdo de ovOcitos da garoupa-verdadeira com
sémen refrigerado por 48 horas, possibilitando a utilizagdo desse procedimento

na reproducao induzida desta espécie.

A refrigeracdo do sémen da garoupa-verdadeira mostrou-se uma técnica
de facil adogéo pelos empreendimentos comerciais, 0 que certamente elevara
o nivel técnico de producdo de formas jovens da garoupa-verdadeira. As
perspectivas futuras de adocéo desta técnica devem contribuir para ganhos de
escala na producao, possibilitando a reducdo no custo das formas jovens e
permitindo ampliar sua disponibilidade junto aos produtores de peixes

marinhos.
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