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RESUMO

Com a finalidade de desenvolver um protocolo de crioconservagdo do sémen do robalo-peva,
Centropomus parallelus, foram realizados, no Instituto de Pesca/SAA-SP, estudos para otimizar a
motilidade e tempo de motilidade espermaéticas e a capacidade de fecundagdo do sémen. Foram
utilizados 50 reprodutores, oriundos de reproducao artificial, criados em tanque-rede instalado em
ambiente ocednico. O sémen, diluido em trés solucdes de Ringer (pH 6,1, 7,8 e 8,2), nas propor¢des
sémen:diluente de 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 e 1:5, foi congelado em vapor de nitrogénio e, posteriormente,
transferido para nitrogénio liquido. A velocidade de congelamento, a concentragdo do crioprotetor
dimetilsulf6xido (DMSO) e o tempo de equilibrio foram, respectivamente, 90 °Cmin-, 10% e 60
segundos. A capacidade de fecundacdo foi determinada calculando-se volumes de sémen, para
obtencao das concentragdes 4x104, 1x105, 1,6x105 e 2,2x105 espermatozéides:ovoécito. Para desova, as
fémeas receberam gonadotrofina corionica humana (hCG), na dose 1 Ul/g/peso. Para o sémen
fresco, a motilidade foi de 100 %, o tempo de motilidade de 464,6+47,56s. Para o sémen
crioconservado, os melhores resultados foram motilidade de 70,0+ 3,94% e tempo de motilidade de
610,8+ 9,60s, com o diluente de pH 8,2. Nao foram observadas diferencas significativas (p<0,01) em
relagdo as diferentes proporcdes sémen:diluente. Foram obtidas taxas de fecundagao (99,0+ 0,66%)
iguais (p<0,01) a partir da concentracdo 1,6x10° espermatozéides:ovdcito, indicando que a
crioconservagdo constituiu-se um recurso importante para estoque de sémen e controle da
reproducao do robalo-peva.
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EXTENDERS AND SEMEN:EXTENDER RATIO IN THE CRYOPRESERVATION OF SPERM
OF FAT SNOOK Centropomus parallelus

ABSTRACT

Aiming to develop semen cryopreservation methods of the fat snook, Centropomus parallelus,
studies were carried out in the Instituto de Pesca-SP, to optimize the sperm motility and motility
time and semen fertilization capacity. Fifty reproducers, originated from artificial reproduction,
were brought up in cages that were set in oceanic environment. The semen, diluted in three
Ringer’s solutions (pH 6.1, 7.8 and 8.2) in the proportions of 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 and 1:5, was frozen by
nitrogen vapor and later on, transferred to liquid nitrogen. The cooling rate, the dimethyl sulfoxide
(DMSO) cryoprotector concentration and the equilibration time were 90 °C.min, 10% and 60
seconds, respectively. The fertilization capacity was determined by calculating volumes of semen
necessary to obtain the sperm:egg proportion of 4.104 1.105, 1.6.10° and 2.2.105. Regarding the
spawning eggs, the females received human chorionic gonadotropin (hCG) and 1 1U/g/body
weight. Regarding fresh semen, the motility was 100%, as the motility time was 464.6+ 47.56 secs.
For cryopreserved semen, the best results for a 70.0+ 3.94% motility and 610.8+ 9.60 secs motility
time, using the diluent with an 8.2 pH. No significant differences (p<0.01) were observed regarding
the different semen:diluent proportions. Finally, equal (p<0.01) fertilization rates (99.0+ 0.66%)
were obtained from 1.6.10° sperm:egg concentration, indicating that cryopreservation sets itself as
an important resource for semen stocking and the fat snook reproduction control.
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INTRODUCAO

Desde o éxito alcangado por BLAXTER (1953)
na hibridizacdo de duas populagdes de arenques,
com periodos de desova sazonalmente separados,
reconhece-se que os métodos de preservagdo “ex
situ” de espermatozdides, tém tido importante
papel na reprodugdo assistida de mais de 200
espécies, com importantes impactos para a
piscicultura (TIERSCH, 2000),
principalmente, de espécies marinhas (Gwo, 2000;
SUQUET et al., 2000).

moderna

Segundo LUBZENS et al. (1997), dentre os
beneficios resultantes da preservagdo de sémen
incluem o prolongamento da estacdo reprodutiva,
a fecundacao cruzada entre espécies préximas que
apresentam  periodos  reprodutivos  ndo
coincidentes, o melhoramento genético por meio
de técnicas classicas e manipulagdo genética e,
ainda, a  autofecundacdo de  espécies
hermafroditas protandricas.

Sobre o robalo-peva Centropomus parallelus, o
relativo sucesso das pesquisas em reprodugdo
artificial, por meio de tratamento hormonal, e a
producdo de jovens em escala-piloto ja
consolidadas (MI10sO, 1995; GODINHO et al., 2000;
ALVAREZ-LAJONCHERE e MOLEJON, 2001; FERRAZ
et al., 2003), tem atraido o interesse de
piscicultores para a exploragdo da espécie em
escala comercial.

Em relagdo a crioconservacgao de sémen de C.
parallelus, as informagdes existentes (SERRALHEIRO
et al., 1998) ainda sao insuficientes para avaliar o
seu potencial no controle da reproducao.

O objetivo deste trabalho foi determinar os
efeitos de diferentes tipos de diluente e
proporcoes sémen:diluente, na motilidade e
tempo de motilidade espermaticas e, também, na
capacidade de fecundacdo do sémen do robalo-
peva, submetido a temperaturas criogénicas.

MATERIAL E METODOS
1. Manejo dos Reprodutores

O lote de reprodutores de C. parallelus
utilizado nos experimentos foi originado de
reproducdo induzida e larvicultura conduzidas
em fevereiro de 2002, no Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento do Litoral Sul, Instituto de
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Pesca, Cananéia (SP). Com idade de 3 meses, os
jovens foram transferidos para o Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento do Litoral Norte,
Instituto de Pesca, Ubatuba (SP), e confinados em
tanques conectados em sistema de recirculagdo de
dgua marinha, durante 180 dias, e depois em
tanque-rede (2x2x1,5m) instalado em ambiente
marinho.

Durante o periodo de crescimento e
maturacdo, foi fornecido como alimento racédo
comercial com 40% de proteina bruta, na propor¢ao
de 3% do peso, administrada duas vezes ao dia, as
9:00 e 17:00 horas. Em fevereiro de 2004, 50 machos,
caracterizados como sexualmente maduros pelo
sémen extruido apds leve compressdo do abdome,
e 20 fémeas, identificadas pelos ovécitos retirados
por meio de bidpsias ovarianas, foram separados
aleatoriamente do estoque de origem e transferidos
para tanques internos (10 m?® conectados em
sistema de recirculagdo de &dgua marinha. A
salinidade de 35 ppt, temperatura de 26 °C e
oxigénio dissolvido de 5 mgL', foram mantidos
constantes durante periodo de aclimagdo de 5 dias,
antes do inicio dos experimentos.

2. Coleta do Sémen

Para evitar qualquer contaminagdo por urina,
dgua e muco (RANA et al., 1992), e evitar também
incidéncia de luz, o sémen de cada exemplar
,Jliberado através do poro genital por compressao
abdominal, foi aspirado, individualmente, com
seringas estéreis de 1 ml, graduadas (0,01 ml),
envoltas em papel opaco. Em seguida, o contetido
de cada seringa foi transferido, separadamente,
para frascos opacos de polipropileno (5 ml)
mantidos em 26 °C.

Para a andlise das caracteristicas do sémen
fresco, foram utilizadas amostras extruidas de 10
peixes, escolhidos aleatoriamente do lote inicial de
50 machos. Semelhante ntimero, também, foi
empregado para cada teste de congelamento e de
fertilizacao.

3. Caracteristicas do Sémen Fresco.

Em seguida a mensuracdo do comprimento
total (mm) e peso total (g), o sémen, de cada um
dos 10 machos de C. parallelus selecionados foi
extruido individualmente para a determinagdo do
volume do sémen colhido (ml) e da motilidade
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(%), tempo de motilidade (s) e concentracdo de
células (céls ml™) espermaticas.

O volume do sémen foi mensurado
diretamente na seringa, apds empacotamento da
massa espermatica.

A motilidade e o tempo de motilidade foram
estimados usando microscépio de contraste de
fase (200x), ap6ds a ativacdo dos espermatozoéides,
iniciada com a mistura de amostras de 15 OL do
sémen, depositado previamente em laminas de
microscopia, com 15 UL de dgua marinha natural
(salinidade de 35 ppt). A
homogeneizacdo foi feita com auxilio de laminula
que, em seguida, foi colocada sobre a preparagao.
Essas caracteristicas foram aferidas
simultaneamente na mesma preparacdo, usando
um Unico campo focal escolhido aleatoriamente,
com intensidade de luz mantida inalterada. A
subjetivamente,
registrando-se a porcentagem das células em
movimento de deslocamento visualizadas no
campo microscépico. O tempo da motilidade foi
cronometrado do inicio da ativacdo até o
momento em que todas as células se tornaram
imoveis.

esterilizada

motilidade foi estimada

A densidade espermadtica foi determinada
através da contagem, em cdmara de Neubauer,
das células espermdticas presentes, previamente
diluidas em solucdo salina de formol a 5%.

As médias do volume e da densidade
espermatica foram utilizadas como referéncias
para os experimentos de congelamento.

4. Crioconservacdo do Sémen

Nos experimentos de crioconservagdo foram
utilizadas amostras de sémen de 10 individuos,
misturadas entre si, que apresentaram sémen com
motilidade espermadtica superior a 90%. A
velocidade de congelamento usada foi de 90
°Cmin; a concentracdo do crioprotetor (DMSO)
de 10% e o tempo de equilibrio de 60 segundos.

Cinco palhetas criogénicas de 0,25 ml
(repeti¢des) foram usadas para envasar sémen em
cada um dos experimentos de congelamento.
Como aparelho congelador foi usado um botijao
criogénico com vapor de nitrogénio (Taylor-
Wharton, CP 100), a temperatura de -196°C. A
temperatura no interior do botijao e a referente a

velocidade de congelamento foi monitorada com
sensores  termopar (Etica  Equipamentos
Cientificos, 521.200). Apés permanéncia de 12 h,
neste aparelho, as palhetas foram transferidas
para outro botijao contendo nitrogénio liquido.

Vinte e quatro horas ap6s o congelamento, as
palhetas foram descongeladas em agua a 26°C,
durante 2 afericdo  das
caracteristicas de motilidade (%) e tempo de
motilidade (s) espermaticas.

minutos, para

4.1. Experimento I - Determinac¢do do Diluente

Para determinacdo do mais efetivo diluente
para o congelamento do sémen de C. parallelus,
foram avaliadas as seguintes solugdes idnicas,
com diferentes complexidades e pH, baseadas na
composicdo quimica do plasma seminal de
tele6steos marinhos:

a) NaCl, 7,89; KCl, 1,19; CaCl,, 0,2; MgCl,, 0,4266
g/L, pH 6,1 (CHAO et al., 1975);

b) NaCl, 6,5, KCl, 3,0; CaCl,, 0,3; NaHCO;, 0,2
g/L, pH 7,8 (PELETERO et al., 1996);

c¢) NadCl, 7,89; KCl, 1,19; CaCl,, 0,22, MgCl,,
0,72531; NaH,PO,, 0,0805; NaHCOs, 0,84 g/L,
pH 8,2 (SERRALHEIRO et al., 1999).

A proporcao final sémen:diluente usada foi de
1:1 (v/v). O volume total de sémen colhido de 10
individuos (12,5 ml) foi inicialmente misturado em
um unico frasco de polietileno opaco (15 ml). A
seguir, aliquotas de 2 ml foram distribuidas em trés
frascos menores (5 ml). Nestas, foram adicionadas,
lentamente, 2 ml das respectivas solucdes diluentes
previamente acrescidas de 10% do crioprotetor
dimetilsulféxido (DMSO). O material relativo a
cada uma das dilui¢Ges foi aspirado para o interior
de cinco palhetas (0,25 ml), criteriosamente
identificadas e depositadas no interior do botijao
criogénico. A velocidade de congelamento foi
registrada em duas das palhetas com material
relativo a cada solucdo diluidora. Sensores
termopar afixados no topo de wuma das
extremidades das palhetas, em contato direto com
o sémen, monitoraram a velocidade de
congelamento, entre +26 e -196°C. A solucdo
diluente que demonstrou melhor desempenho em
relacdo a preservacao da motilidade e do tempo de
motilidade foi usada no experimento subsequente.
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4.2. Experimento II - Determinacao da Proporc¢ao
Sémen:diluente

As proporgoes finais de sémen:diluente de
1:1, 1:2, 1:3, 1:4 e 1:5 (v/v) foram testadas com o
sémen do robalo-peva. O sémen, colhido
individualmente de 10 machos, foi misturado em
frasco de polietileno opaco (15 ml). Cinco
aliquotas de 2 mL foram separadas, do volume
total do sémen colhido (11,9 ml), e depositadas em
frascos individuais onde se acrescentou o diluente
pH 8,2 contendo 10% de DMSO, que no teste
anterior, resultou em maior motilidade e tempo
de motilidade espermaticas. Os volumes de 2; 4;
6; 8 e 10 ml do referido diluente foram entao
acrescentados, respectivamente, a cada aliquota
do sémen correspondente a proporcao desejada.

4.3. Experimento III - Determinacio da
Capacidade de Fecundacdo do Sémen
Crioconservado

Os testes de capacidade de fecundagdo
usando-se sémen fresco e crioconservado foram
realizados, simultaneamente,
ovicitos oriundos de uma fémea. Para o sémen
fresco foram utilizados, também, o mesmo diluente
e a mesma dilui¢do do sémen crioconservado.

inseminando-se

No total foram injetadas 10 fémeas, pesando
entre 550 e 700 g, e a melhor desova foi utilizada
para os testes. As fémeas foram selecionadas
levando-se em consideracdo o valor médio do
diametro dos ovécitos, o padrdo de distribuigdo
porcentual dos valores do didmetro e a
localizagdo da vesicula germinativa nas células,
segundo GODINHO et al. (2000). Os ovbcitos
foram retirados por canula plastica introduzida no
interior das gonadas pelo poro genital. Todas
apresentaram ovoécitos com didmetro médio ao
redor de 410 pum, distribuicdo de frequéncia
percentual de valores dos didmetros unimodal,
com moda em 432,6 pm e vesicula na posigdo
central. Dose unica de 1 LU. de hCG
(gonadotropina coridonica humana) por grama de
peso corporal foi aplicada por via intramuscular.
A liberagdo dos ovoécitos teve  inicio
aproximadamente 33 horas apds injecdo do
hormonio, momento em que foi feita a extrusao
para os testes de fertilizagdo a seco. A
temperatura e a salinidade da agua foram
mantidas, respectivamente, em 26°C e 35.
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Em seguida, 40 lotes de ovécitos, contendo
aproximadamente 1.000 ovdcitos/lote, foram
distribuidos em recipientes plasticos de 50 ml para a
inseminacdo simultinea, sendo 20 lotes de ovécitos
para o sémen fresco e 20 lotes para o crioconservado.

Na insemina¢do, com ambos os semens,
foram utilizados volumes diferentes calculados
com auxilio de microsseringas, de acordo com a
média da concentragdo espermadtica do sémen
fresco, para corresponder as concentragdes de
espermatozéides: ovécito de 4x10%1; 1x10%1;
1,6x105:1 e 2,2x105:1.

Para cada uma das concentragdes de sémen
propostas (tratamentos) foram inseminados 5
lotes de ovocitos (repetigdes). Apds a mistura do
sémen com os ovocitos, foi adicionada &dgua
marinha (35) para ativar os espermatozoéides e
iniciar a fecundagéo.

O material correspondente a cada parcela foi,
posteriormente, depositado em incubadoras
individuais com volume de 1 L, mantidas dentro
de um tanque com circulagdo intermitente de
dgua marinha (35) e temperatura de 26°C.

Dezessete horas apds a inseminagdo, antes do
inicio da eclosdo das larvas, os ovos de cada
incubadora foram fixados em solugdo salina de
formol a 5% e estocados em frascos plasticos, para
posterior afericdo do percentual dos embrides
formados.

5. Andlise dos Dados

Para andlise estatistica foi utilizado o SAS
(Statistical Analyses System, o SAS/STAT, versdo
6.11 de 1990). A analise de variancia foi efetuada
pelo procedimento ANOVA. Posteriormente, para
verificacdo de diferencas significativas, foi
aplicado o teste de variacdo multipla de Tukey.

RESULTADOS
1. Caracteristicas do Sémen Fresco

Os resultados da analise das caracteristicas do
sémen fresco estdo representados na Tabela 1,
assim como, de peso e comprimento totais dos
exemplares.

O valor médio obtido de 2,5x10° céls ml! foi
utilizado como referéncia na determinacdo das
propor¢des espermatozoéides:ovécito do
experimento III.
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Tabela 1. Dados de comprimento total (mm), peso total (g), volume de sémen (mL), concentracdo de
espermatozoéides (cél mL1), motilidade (%) e tempo de motilidade espermaticas (s) de C. parallelus

Caracteristicas do sémen fresco

Macho n° Comprimento Peso Volume Concentragio Motilidade Tempo de
Total (mm) Total (g) Sémen Espermatica Espermatica  Motilidade
(ml) (x1010 céls ml-1) (%) (s)

1 268,0 600,0 1,9 2,50 100 480,0

2 259,0 590,0 2,0 2,74 100 455,0

3 285,0 700,0 18 2,50 100 398,0

4 362,0 750,0 2,4 2,05 100 523,0

5 355,0 750,0 2,1 2,76 100 511,0

6 339,0 740,0 0,8 2,95 100 478,0

7 270,0 610,0 2,3 2,01 100 378,0

8 325,0 740,0 2,1 2,36 100 461,0

9 345,0 745,0 2,3 2,48 100 511,0

10 362,0 765,0 0,9 2,67 100 451,0
Média *+ desvio 317,0+41,93 699,0+70,42 1,940,56 2,5+0,30 100+0,00 464,6+47,56

2. Crioconservacdo do Sémen diluentes ndo apresentaram  diferengas

2.1. Experimento I - Determinac¢io do Diluente

Os  resultados deste  experimento
indicaram que o diluente 3, com pH ajustado
para 8,2, apresentou o melhor tempo de
motilidade de 610,8 * 9,60s, quando
comparado aos diluentes 1 e 2, com diferengas
significativas  (p<0,01). relagdo
motilidade, os resultados obtidos com os trés

Em a

significativas (p<0,01) (Tabela 2).

2.2. Experimento II - Determinacdo da Proporcao
Sémen:diluente

Em relagdo aos resultados, deste experimento, nao

foram observadas diferencas significativas
(p<0,01) entre os valores de motilidade e tempo
de

proporgdes sémen:diluente utilizadas (Tabela 3).

motilidade esperméticas, nas diferentes

Tabela 2. Motilidade (%) e tempo da motilidade (segundos) (Médias + DP; n=10 machos; 5
palhetas/tratamento) do sémen crioconservado de C. parallelus, diluido 1:1 (v/v) em diferentes diluentes

com 10% de DMSO

Diluente

Motilidade (%)

Tempo de Motilidade (s)

Diluente 1 (pH 6,1)
Diluente 2 (pH 7,8)
Diluente 3 (pH 8,2)

69,7 6422
70,0+ 3,942
70,0+3,94

354,7+ 8,34 ¢
421,6 +13,09 B
610,8 + 9,60 A

Diluente 1: NaCl, 7,89; KClI, 1,19; CaCl,, 0,2; MgCl,, 0,4266 g/L (CHAO et al., 1975)
Diluente 2: NaCl, 6,5; KCI, 3,0; CaCl,, 0,3; NaHCOs3, 0,2 g/L (PELETERO et al., 1996)
Diluente 3: NaCl, 7,89; KCI, 1,19; CaCl, 0,22; MgCl, 0,72531; NaH;PO,4 0,0805; NaHCOs, 0,84 g/L

(SERRALHEIRO et al., 1999)

@ Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam diferencas significativas (p<0,01)
A - C Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescritos na mesma coluna apresentam diferencas significativas

(p<0,01)
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Tabela 3. Comparacdo da motilidade (%) e tempo
de motilidade (segundos) (Médias + DP; n=10
machos; 5 palhetas/tratamento) do sémen
crioconservado de C. parallelus diluido em
diferentes concentragdes finais da solugdo pH 8,2
com 10% de DMSO

Sémen: Motilidade Tempo de
diluente* (%) Motilidade (s)
1:1 74,0+4,182 738,0 £ 8,60 A
1:2 74,0+ 5,47 2 732,4+5414
1:3 74,0+4,182 736,2+10,75 A
1:4 74,0+ 6,512 735,6 +7,82 A
1:5 74,0+ 6,51 2 733,6 +12,54 A

*Composigio diluente: NaCl, 7,89; KCl, 1,19; CaCl,, 0,22;
MgCl,, 0,72531; NaH,PO,, 0,0805; NaHCO;, 0,84 g/L,
pH 8,2 (SERRALHEIRO et al., 1999)

@ Médias e desvios padrido com diferentes sobrescritos na
mesma coluna sdo diferentes significativamente (p<0,01)

A Meédias e desvios padrdo com diferentes sobrescritos na
mesma coluna sdo diferentes significativamente (p<0,01)

2.3 Experimento III - Determinacido da Capacidade
de Fecundagido do Sémen Crioconservado

O sémen fresco apresentou melhores
resultados do que o crioconservado, nas
proporcdes espermatozdides:ovicito de 4x10%1 e
1x10%1, com diferencas significativas entre as
duas proporgdes (p<0,01) (Tabela 4).

Tabela 4. Comparagdo das taxas de fertilizacao
do sémen fresco (Médias = DP) (n=10; diluido
1:1) e crioconservado (n=10 machos; 5 palhetas;
diluido 1:1; diluente pH 8,2; 10% de DMSO) de C.
parallelus em relacdo a diferentes proporcdes
espermatozoéides:ovdcito

. . Sémen
Esp:ovécito Sémen fresco
congelado*
4,0x10%1 23,2 £2,77 Ac 15,0 £1,58 Be
1,0x105:1 84,2 +£0,84 AP 74,2+0,84 8P
1,6x105:1 99,0 £0,71 Aa 99,0 £0,71 Aa
2,2x105:1 98,0 £2,12 Aa 98,4+1,14 A2

* Composigio diluente: NaCl, 7,89; KCI, 1,19; CaCly, 0,22;
MgCl,, 0,72531; NaH,PO,, 0,0805; NaHCO;, 0,84 g/L,
pH 8,2 (SERRALHEIRO et al., 1999)

ac Médias e desvios padrio com diferentes sobrescritos na
mesma coluna sdo diferentes significativamente (p<0,01)
A-C Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescritos na
mesma linha sdo diferentes significativamente (p<0,01)
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Analisando-se as médias das porcentagens de
fecundagdo, os dois tipos de sémen atingem o
maximo de fecundagdo com igual desempenho,
sem diferenca significativa (p<0,01), nas
proporcdes espermatozéides:ovécito de 1,6x10%:1
e 2,2x10%1 (Tabela 4) .

DISCUSSAO
1. Caracteristicas do Sémen Fresco

Em peixes, o volume do sémen e a densidade,
motilidade e tempo de motilidade espermaticas
tétm sido comumente utilizados para a
determinacdo da qualidade do sémen fresco e/ou
congelado (STOSS, 1983; BILLARD et al., 1996).

Para os propésitos da piscicultura, o volume
de sémen colhido, que corresponde entre 20 a 50%
do contetido total do sémen retido nos testiculos
(BILLARD, 1990), é muito utilizado como indicador
da produgao espermatica.

A colheita do sémen diretamente do poro
genital com seringas (1ml), possibilitou eliminar
materiais indesejados. RANA et al. (1992)
elucidaram que a contaminacdo do sémen,
principalmente  por urina, freqiientemente
ignorada nos procedimentos de colheita, pode
significar um aumento de até 80% no volume
resultante, refletindo significativamente na
qualidade e quantidade do ejaculado.

A densidade espermadtica variando de 2,2 a
2,8x1010 céls mL?, pode ser considerada
relativamente elevada, levando-se em
consideragdo os limites das espécies compiladas
por RANA (1996), com variagdo entre 2,0x10° e
6,6x101 céls mll. No robalo europeu
(Dicentrarchus labrax), FAUVEL et al. (1999)
encontraram densidades variando entre 5,0 e
5,5x1010 céls ml!, equivalendo ao dobro do robalo-
peva. Embora a literatura registre estudos sobre
crioconservacao do sémen do robalo asidtico Lates
calcarifer  (LEUNG, 1987) e do robalo-flexa
Centropomus undecimalis (TIERSCH et al., 2004),
espécie muito préxima ao robalo-peva e com
periodo de reproducado semelhante, a auséncia de
densidade espermatica
impossibilita a comparagdo entre seus dados.

registros sobre

A motilidade e sua duracdo vém sendo
correlacionadas com a capacidade de fecundacéo
do sémen desde os primérdios das técnicas de
reprodugdo dos peixes (RANA, 1996).
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O sémen fresco de todos exemplares de
robalo-peva mostrou uma alta porcentagem de
células moéveis (100%), indicando que o manejo
oferecido aos reprodutores foi bem sucedido na
promogdo da maturacdo sexual dos reprodutores
e no processo de gametogénese. A motilidade
obtida foi superior as motilidades do sémen do
robalo europeu Dicentrarchus labrax (FAUVEL et al.,
1999) e do robalo-flexa Centropomus undecimalis
(TIERSCH et al., 2004), ambos com taxas de
motilidade ao redor de 80%, e do vermelho
Lutjanus campechanus (RILEY et al., 2004), com 95%.

Os valores médios da duracdo da motilidade
espermdtica obtidos para o robalo-peva (464,6 *
47,56 segundos) ficaram préximos aos obtidos por
BILLARD (1978) para o robalo europeu Dicentrarchus
labrax e para a dourada Spaurus aurata.

2. Crioconservacdo do Sémen
2.1 Experimento I - Determinac¢ao do Diluente

Em temperaturas criogénicas, de acordo com
GWO (2000), as caracteristicas seminais somente podem
ser preservadas se, antes do inicio do congelamento, o
sémen for diluido em solucdes adequadas.

Os diluentes, cujo requisito essencial é manter
os espermatozoéides imobilizados, sdo concebidos
principalmente para que, durante o congelamento
e o descongelamento, as trocas osmoticas das
células possam ser continuamente restabelecidas,
corrigindo os sucessivos desequilibrios nas
concentracoes solutos, que
acompanham as mudangas de temperaturas
(Gwo, 2000).

ibnicas  dos

Muitos diluentes empregados na
crioconservacdo do sémen de peixes marinhos se
baseiam na composicdo do plasma sangiiineo
e/ou seminal (RANA, 1996). Varios estudos tém
sido realizados sobre os efeitos de ions,
principalmente Na*, K*, Ca?*, Mg2*, na iniciagédo e
na duracdo da motilidade dos espermatozoéides,
visando aumentar a qualidade do movimento
celular e otimizar a reproducdo de espécies de
peixes marinhos  (BILLARD et al., 1993;
LAHNSTEINER et al., 1997).

As trés solugbes idnicas wusadas no
congelamento do sémen do robalo-peva, foram
baseadas na composicdo quimica do plasma
seminal de outros teleésteos marinhos: a) pH 6,1,
citada para a tainha Mugil cephalus (CHAO et al.,

1975); b) pH 7,8, elaborada para o linguado
Scophthalmus maximus (PELETEIRO et al., 1996); c)
pH 8,2, desenvolvida inicialmente para a tainha
Mugil platanus (SERRALHEIRO et al., 1999). Além do
PH, esses diluentes se diferenciaram com relacao a
presenca de algumas substdncias utilizadas na
formulagdo e a osmolalidade (ndo determinada
neste estudo). O diluente pH 6,1, diferiu dos
demais pela auséncia das substancias fosfato
monobasico de sédio (NaH,PO,) e bicarbonato de
sédio (NaHCO:3), presentes no diluente pH 8,2. No
meio pH 7,8, NaH,POs; também nao foi
NaHCO;,
correspondeu a % do seu equivalente no pH 8,2.
Outra diferenca importante foi com relagdo ao
cloreto de «calcio (CaCly), que, ausente da
formulagdo do diluente pH 7,8, foi adicionado aos
diluentes pH 6,1 e pH 8,2, em proporcdes
diferentes. Ja, o cloreto de potassio (KCl), cloreto
de sédio (NaCl) e o cloreto de calcio (CaCl,) foram
utilizados comumente nos trés diluentes, exceto
pela concentragdo diferente no diluente pH 7,8.

adicionado e o conteudo de

Em razdo dessas caracteristicas, efeitos
importantes puderam ser constatados no
congelamento do sémen do robalo-peva com
relacdo a motilidade e, principalmente, ao tempo
de motilidade. Enquanto as taxas de motilidade
foram semelhantes para os trés diluentes testados
(70%), independentemente da
composicdo quimica e dos diferentes pH, o tempo
de motilidade flutuou significativamente. Quando
o sémen foi crioconservado nas solugdes pH 6,1 e
pH 7,8, combinadas com DMSQO, os tempos de
motilidade, respectivamente, de 354,7 + 8,34s e de
421,6 + 13,09s, foram inferiores ao do sémen fresco
(464,6 £ 47,56s). Porém, quando o sémen foi
congelado na solugdo pH 8,2, a mais complexa das
solugdes testadas, no tempo de motilidade foi
registrado 610,8 + 9,60s, bem superior aos semens
fresco e crioconservados com os demais diluentes,
com importantes reflexos para a fertilizacao.
Resultado similar, também, foi obtido com sémen
da garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus
(SANCHES et al., 2008), crioconservado com a
mesma solucdo. Essa surpreendente otimizacdo
do movimento, que pode refletir em aprecidvel
aumento do periodo de viabilidade espermatica,
relaciona algumas caracteristicas especificas desse
diluente (pH alcalino, maior concentragdo de
NaHCO; e osmolalidade mais elevada) na

heterogénea
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sustentacio de um novo micro-ambiente aos
espermatozoéides, distinto do ambiente fisiol6gico
proporcionado pelo plasma
Aparentemente, esses constituintes foram capazes
de interagir com os constituintes quimicos das
estruturas internas do flagelo responsaveis pela
excitagdo do espermatozéide (INABA, 2003),
reorganizando o padrdo do tempo de motilidade
que foi preservado apdés o processo de
congelamento. Os efeitos do pH, NaHCO; e
osmolalidade sobre os mecanismos de regulacao
da motilidade tém sido enfatizados em muitos
estudos com espécies marinhas e de agua doce
(OpA and MORISAWA, 1993a; COSSON, 2004;
COSsON et al. 2008). Alta sensibilidade do tempo
de motilidade dos espermatozéides as flutuagoes
da osmolalidade, do pH e do NaHCO;, oferecidos
através de meios artificiais, tem sido usualmente
confirmada em sémen fresco da truta
Oncorhynchus mykis (BILLARD and COSSON, 1988),
esturjao Acipenser persicus (ALAVI et al.,, 2004),
carpa Cyprinus carpio (MARIAN et al., 1997).

seminal.

Em diluentes usados no congelamento do
sémen tanto de espécies cultivadas em ambientes
tropicais como de agua fria, marinhas e de dgua
doce, tem sido recomendado o uso,
principalmente, dos cloretos de sédio, de potassio,
de célcio, de magnésio e do bicarbonato de sédio,
sais que foram avaliados no presente estudo, para
atuarem como fontes dos ions mais comuns do
plasma seminal, como Cl, Na, K, Ca, e Mg
(CIERESKO et al., 2000). Exames negativos para a
motilidade, obtidos em amostras individuais do
sémen do robalo diluidas em cada um dos trés
diluentes contendo DMSO, previamente ao
congelamento, asseguraram que as concentragoes
i6nicas finais ndo interferiram na osmolalidade do
sémen ao ponto de induzir a motilidade dos
espermatozoides, conforme tem sido observado
em varias espécies (MEDINA et al., 2005).

O bicarbonato de sédio, além de ser fonte
adicional de sédio, vem sendo associado aos
mecanismos regulatérios da motilidade (COssON
et al., 2008a; COSSON et al., 2008b; GARZON et al.,
2008). Convertido em diéxido de carbono CO; e
fons hidrogénio (H*) e carbonato (HCOs) pela
anidrase carbdnica, o bicarbonato de sodio
influencia o pH intracelular dos espermatozéides,
um importante fator interno para iniciagdo da
motilidade espermatica (LEE ef al., 1983; ODA and
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MORISAWA, 1993b). No sémen da enguia Anguilla
anguilla crioconservado em meios enriquecidos
com essa substancia (TANAKA et al., 2002; GARZON
et. al., 2008) foi observado incremento no ntimero
de espermatozoides moveis, em discordancia com
o presente estudo. Esses autores, no entanto, nao
avaliaram o tempo de motilidade.

Na composi¢do dos diluentes para peixe
marinho, atengdo especial tem sido dada ao pH e
a capacidade de tamponamento. Alguns estudos
tém demonstrado que diluentes com pH ajustado
entre 7,8 e 85 (alcalinos) e adequadamente
tamponados com substancias inorgénicas, como
os fosfatos e/ou bicarbonatos de sédio e/ou
potdssio, como os empregados para o robalo-peva,
tém tido um melhor desempenho na preservagao
da viabilidade dos espermatozéides, ao contrario
dos diluentes sem capacidade de tamponamento e
com pH 4cidos ou préximos do neutro (PELETEIRO
et al., 1996). Usualmente em peixes marinhos, as
solugdes diluentes sdo tamponadas para impedir
que os metabdlitos dos espermatozoéides,
acumulados no decorrer do processo de
congelamento, provoquem mudancas no pH do
sémen, deletérias aos espermatozéides (GWO,
2000). O pH do diluente ao redor de 8 tem sido
indicado como eficiente na preservagdo de
espermatozéides do linguado  Scophthalmus
maximus; pH 8,3 (SUQUET, 1992), do bacalhau do
Atlantico Gadus morhua;, pH 8,1 (MOUNIB et al.,
1968); da garoupa Ephinephelus malabaricus, pH 8
(CHAO et al, 1992); e do robalo europeu
Dicentrarchus labrax, pH 8,1 (FAUVEL et al., 1998).

2.2 Experimento II - Determinac¢ido da Proporcao
Sémen:diluente

A diluicdo do sémen antes do congelamento
tem sido recomendada em peixes de agua doce e
marinho para otimizar a viabilidade dos
espermatozoéides apés o descongelamento (SCOTT
e BAYNES, 1980).

Proporgoes de sémen:diluentes podem variar
de 1:1 a 1:20 (PELETEIRO et al., 1996; SUQUET et al.,
2000), porém, para a maioria das espécies,
proporcoes de diluicdo de 1:3 a 1:6 sdo as mais
comumente usadas (MC ANDREW et al., 1993).

No caso do robalo-peva, as diluigdes de 1:1,
1:2, 1:3, 1:4 e 1:5 (v/v), ndo apresentaram
diferencas significativas nas taxas de motilidade e
no tempo de motilidade do sémen
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crioconservado. TIERSCH et al. (2004) obtiveram
sucesso no congelamento do sémen do robalo-
flecha C. wundecimalis usando propor¢do de
dilui¢do de 1:1. Dilui¢des do sémen semelhantes
as empregadas no robalo-peva, também, foram
testadas no congelamento com bons resultados
para o robalo europeu D. labrax, na proporcao de
1:3 (FAUVEL et al., 1998; ZILLI et al., 2005) e de 1:6
(SANSONE et al., 2002). Para o robalo asiatico (L.
calcarifer), LEUNG (1987) utilizou a proporgéo 1:4.

DREANNO et al. (1997), testando quatro
diluicdes: 1:1, 1:2, 1:4 e 1.9 no linguado
Scophthalmus maximus, observaram que a diluigdo
de 1:2 apresentou os melhores resultados de
motilidade, apés 10 a 60 segundos de ativagdo do
sémen crioconservado. RIDEOUT et al. (2004), em
seus testes de crioconservacio de sémen do
bacalhau do Atlantico Gadus morhua, utilizaram a
propor¢io de 1:3 em todos os testes de
congelamento, obtendo bons resultados.

2.3 Experimento III - Determinacio da
Capacidade de Fecundacdo do Sémen
Crioconservado

Estudos determinando as condi¢bes de
inseminacdo, que segundo FAUVEL et al. (1999)
podem apresentar grandes varia¢des, levantaram
a hipétese de que taxas reduzidas de fecundagao
podem ser resultantes de ovdcitos vidveis que nado
tiveram a chance de serem inseminados, devido
ao numero insuficiente de espermatozdides
viaveis e/ou ao curto tempo de exposicao aos
espermatozoéides.

A inseminagdo artificial de diferentes lotes de
com  propor¢des crescentes de
espermatozoides:ovdcito (4x10%1, 1x105:1,
1,6x10%1 e 2,2x10%1), utilizando simultaneamente
sémen fresco e congelado, revelou, para ambos,
variacdo da capacidade de fecundacdo, com duas
fases distintas. Na primeira, foi observado rapido
crescimento da taxa de fecundagdo, a medida que
as concentragdes de espermatozéides:ovdcito
aumentaram de 4x10%1 para 1x10%1, com as taxas
de ovos viaveis variando, para o sémen fresco e o
congelado, respectivamente, de 23,242,77 a
84,240,84% e de 15,0+1,58 a 74,2+0,84%. Na
segunda fase, observada a partir da proporcao
1,6x10%1, houve estabilizacdo no crescimento da
capacidade de fecundagdo, com as taxas de ovos
vidveis atingindo aproximadamente 99%, para

ovocitos

ambos o0s semens. Taxas semelhantes foram
obtidas, também, quando a propor¢io de
espermatozoéides:ovécito foi incrementada para
2,2x105:1.

As diferencas significativas (p<0,01) entre as
taxas de fecundacdo obtidas para o sémen
congelado em relacdo ao fresco, quando se
utilizou as proporg¢des de 4x10%1 e 1x10%1, podem
ser  atribuidas ao menor numero de
espermatozéides vidveis presentes no sémen
congelado, refletido previamente na queda ao
redor de 30% na motilidade do sémen pds-
descongelamento. Por outro lado, pode-se atribuir
a semelhanca das taxas de fecundacgdo entre os
semens, quando as propor¢des foram de 1,6x10%1
e 2,2x10%1, a uma compensacdo do ntmero de
espermatozéides vidveis contido no sémen
congelado em relagdo ao fresco.

Comparados com o linguado S. maximus
(2x10%1  espermatozéides:ovécito),  segundo
DREANNO et al. (1997), e com o robalo europeu D.
Labrax (7x10%1 espermatozoéides:ovdcito),
segundo FAUVEL et al. (1998), o ndmero de
espermatozéides necessarios para o maximo
sucesso no robalo-peva pode ser considerado
relativamente alto. O critério adotado no presente
estudo, limitou o tempo de contacto entre os
gametas, ap0s a ativagdo dos espermatozdides, em
apenas 60 segundos, periodo bem inferior ao
constatado para a motilidade em ambos os
semens.

CONCLUSOES

A solugdo diluente com o pH ajustado para
8,2, utilizada para o congelamento do sémen,
independente da proporcdo sémen:diluente,
resultou em melhor preservagdo da motilidade e
do tempo de motilidade espermaticas.

A concentragdo minima necessaria de
espermatozéides para inseminar com sucesso
lotes de ovécitos com sémen crioconservado e
fresco foi de 1,6x105:1.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALAVI, SM.H,, CossoN, ], Karami, M,
ABDOULHAY, H., MozAjl AMIR], B. 2004
Chemical composition and osmolality of

B. Inst. Pesca, Sao Paulo, 35(1): 99 - 110, 2009



108 TIBA et al.

seminal plasma of Acipenser persicus, their
physiological relationsheap with sperm
motility. Aquac. Res., 35: 1238-1243.

ALVAREZ-LAJONCHERE, L. y MOLEJON, O.G.H. 2001
Produccién de juveniles de peces estuarinos para
un centro en Ameérica Latina y el Caribe: diserio,
operacion y tecnologias. The World Aquaculture
Society, Baton Rouge, LA. 424p.

BILLARD, R. 1978 Some data on gametes preservation
and artificial insemination in teleost fish. Actes
de colloques du CNEXO 8: 59-73.

BILLARD, R. 1990 Artificial insemination in fish. In:
LAMMING, G.E. Marshall’s physiology of
reproduction. Churchill Livingstone: Edinburg,
2: 870-888.

BILLARD, R. and COssON, J. 1988 Sperm motility in
rainbow trout, Parasalmo gairdneri: effects of
pH and temperature. In Breton B. and Zohar
Y. eds. Reproduction in fish basic and applied
aspects in endocrinology and genetics. Paris:
INRA. p. 161-167.

BILLARD, R.; COssON, J.; CRM, L.W. 1993 Motility
of fresh and aged halibut sperm. Aquatic
Living Resources, 6: 67-75.

BILLARD, R.; COssoN, J.; CRiM, L.M.; SUQUET, M.
1996 Sperm physiology and quality. In:
BROMAGE N.R. and ROBERTS, R.J.  Broodstock
management and egg and larval quality. Oxford:
Blackwell Science. p. 25-52.

BLAXTER, J.H.S. 1953 Sperm storage and cross-
fertilization of spring and autumn spawning
herring. Nature, 172: 1189-1190.

CHAO, N.H.; CHEN, H.P.; L1A0, I.C. 1975 Study on
cryogenic preservation of grey mullet sperm.
Agquaculture, 5: 389-406.

CHAO, N.H.; TsAl, H.P.; L1AO, L.C. 1992 Short and
long-term cryopreservation of sperm and
sperm suspension of the grouper, Epinephelus
malabaricus (Bloch and Schneider). Asian
Fishery Science, 5: 103-116.

CIERESZKO, A.; Glogowski, J.; Dabrowski, K. 2000
Biochemical characteristics of seminal plasma
and spermatozoa. In: TIERSCH, T.R. and
Mazic, P.M. Cryopreservation in aquatic species.
World Aquaculture Society, Baton Rouge,
Louisiana. p.20-48.

B. Inst. Pesca, Sao Paulo, 35(1): 99 - 110, 2009

COssON, J. 2004 The ionic and osmotic factors
controlling motility of fish spermatozoa.
Aquac. Int. 12: 69-85.

COssON, J.; GROISON, A.-L.; SUQUET, M.; FAUVEL, C.,;
DREANNO, C.; BILLARD, R. 2008a Studing sperm
motility in marine fish: an overview on the
state of the art. J. Appl. Ichthyol. 24: 460-486.

COssON, J.; GROISON, A.-L.; SUQUET, M.; FAUVEL, C,;
DREANNO, C.; BILLARD, R. 2008b Marine fish

spermatozoa: racing ephemeral swimmers.
Reproduction. 136: 277-294.

DREANNO, C.; SUQUET, M.; QUEMENER, L.; COSSON,
J; FIERVILLE, F; NORMANT, Y.; BILLARD, R.
1997 Cryopreservation of turbot (Scophthalmus
maximus) spermatozoa. Theriogenology, 48:
589-603.

FAUVEL, C.; SUQUET, M.; DREANNO, C.; ZONNO, V.;
MENU, B. 1998 Cryopreservation of sea bass
(Dicentrarchus ~ labrax)  spermatozoa  in
experimental and production simulating
conditions. Aquat. Living Resour., 11: 387-394.

FAUVEL, C.; SAVOYE, O.; DREANNO, C.; COSSON, J.;
SUQUET, M. 1999 Characteristics of captive
seabass in relation to its fertilization potential.
Journal of Fish Biology, 54: 356-369.

FERRAZ, EM.; CERQUEIRA, V.R; ALVAREZ-
LAJONCHERE, L.; CANDIDO, S. 2003. Indugédo a
desova do robalo-peva, Centropomus parallelus,
através de injecdo e implante de LHRHa. Bol.
Inst. Pesca, Sdo Paulo, 28(2): 125-133.

GARZON, D.L; PENARANDA, D.S.; PEREZ, L;
MARCO-JIMENEZ, F.; ESPERt, X.; MULLER, T.;
JOVER, M.; ASTURIANO, J.F. 2008 Effects of pH,
sodium bicarbonate, cryoprotectants and
foetal bovine serum on the cyopreservation of
european eel sperm. Reprod. Dom Anim., 43:
99-105.

GODINHO, H. M.; SERRALHEIRO, P. C. S.; FERRAZ,
EM.; PIMENTEL, C. M. M.; OLIVEIRA, IR. e
PArva, P. 2000 Reprodugdo induzida em
robalo Centropomus parallelus Poey, 1860.
Braz.].Res.anim.Sci., Sdo Paulo, 37(1): 37-42.

Gwo, J.C. 2000 Cryopreservation of sperm of
some marine fishes. In: TIERSCH, T.R. and
Mazic, P.M. Cryopreservation in aquatic species.
World Aquaculture Society, Baton Rouge,
Louisiana. p.138-160.



Diluentes e propor¢oes sémen:diluente na crioconservagao... 109

INaBA, K, 2003 Molecular architecture of the
sperm flagella: molecules for motility and
signaling. Zool. Sci., 20: 1043-1056.

LEE, H.C.; HOHNSON C.; EPEL, D. 1983 Changes in
internal pH associated with initiation of
motility and acrosome reaction of sea urchin
sperm. Dev. Biol., 95: 31-45.

LAHNSTEINER, F.; WEISMANN, T.; PATZNER, R.A. 1997
Metanol as cryoprotectant and the suitability of
1.2 mL and 5 mL straws for cryopreservation of
semen from salmonid fishes. Aquaculture
Reserch, Salzburg, 28: 471-479.

LEUNG, L. K. P. 1987
spermatozoa of the barramundi, Lates
calcarifer (Teleostei: Centropomidae).
Aquaculture, Amsterdam, 64: 243-247.

Cryopreservation of

LUBZENS, E.; DAUBE, N.; PEKARSDY, I.; MAGNUS,Y.;
COHEN, A.; YUserovicH, F.; FEIGIN, P. 1997
Carp (Cyprinus carpio L.) spermatozoa

research  and

cryobanks:  strategies  in

application. Aquaculture, Amsterdam, 155: 13-30.

MARIAN, T.; KrRASZNAI, Z.; BALKAY, L., EMRI, M.;
TRON, L. 1997 Role of extracellular and
intracellular pH in carp sperm motility and
modifications by hyperosmosis of regulation of
the Na+/H+ exchanger. Cytometry, 27: 374-382.

Mc ANDREW, B.J.; RANA, KJ.; PENMAN, D.J. 1993
Conservation and preservation of genetic
variation in aquatic organism. In: MUIR, J.F.
and ROBERTS, R.J. Recent Advances in:
Agquaculture, vol IV, Oxford, Blackwell. p.
295-336.

MEDINA, V.; VELASCO, Y.; CRUZ, P. 2005 Aspectos
generales de la criopreservation espermadtica
en peces teledsteos. Rev. Colomb. Cienc.
Pecuar., 18: 34-48.

Mioso, R. 1995 Inducio a reproducio e incubagio de
ovos de robalo Centropomus parallelus Poey, 1860
(Pisces, Centropomidae). Florianépolis. 51p.
(Dissertacdo de Mestrado. Universidade
Federal de Santa Catarina).

MoOuNIB, M.S.; HWANG, P.C.; IDLER, D.R. 1968
Cryogenic preservation of Atlantic cod Gadus

morhua sperm. Journal of the Fisheries,
Canada, 25: 2623-2632.

ODA, S. and MORISAWA, M. 1993a Rises of
intracellular Ca+ and pH mediate the
initiation of sperm motility in marine teleosts.
Cell Motil. Cytoskeleton. 25: 171-178.

ODA, S. and MORISAWA, M. 1993b Rises of
intracellular Ca+ and pH mediate the
initiation of sperm of farmed european eel
Anguilla Anguilla. |. World Aquac. Soc. 35:
240-246.

PELETEIRO, ].B.; CHEREGUINI, O.; CAL, R.M. 1996
Preliminary results of artificial fertilization
carried out with cryopreserved sperm of
turbot Scophthalmus maximus (Linnaeus, 1758).
Informe Tecnico del Instituto Espanological de
Oceanografo, 162: 1-13.

RANA, KJ.; GUPTA, S.D.; MCANDREW, B.J. 1992 The
relevance of collection techniques on the
quality of manually stripped Atlantic salmon
(Salmo salar) milt. In: WORKSHOP ON GAMETE
AND EMBRYO STORAGE AND CRYOPRESERVATION
IN AQUATIC ORGANISMS. 30 march - 2
april/1992.

RaNA, KJ. 1996 Preservation of gametes. In:
BROMAGE, N.R. and ROBERTS,R.]. Broodstock
management and egg and larval quality.
Oxford: Blackwell Science, p.53-75.

RIDEOUT, R.M.; TRIPPEL, E.A.; LITVAK, M.K. 2004
The development of haddock and Atlantic
cod sperm cryopreservation techniques and
effect of sperm age on cryopreservation
success. Journal of Fish Biology, St. John's, 65:
299-311.

RiLey, K.L., HorLLADAY, C.G.; CHESNEY, E.J.;
TIERSCH, T.R. 2004 Cryopreservation of sperm
of red snapper. Aquaculture, 238: 183-194.

SANCHES, E.G.; OLIVEIRA, L.R.; SERRALHEIRO, P.C.S.
2008 Crioconservagdo do sémen da garoupa-
verdadeira Epinephelus marginatus. Bioikos, 22
(2): 81-90.

SANSONE, G.; FABRIOCINI, A.; IEROPOLI, S.;
LANGELLOTT], AL, OCCIDENTE, M.;
MATASSINO, D. 2002 Effects of extender
composition, cooling rate, and freezing on the
motility of sea bass (Dicentrarchus labrax, L.)

B. Inst. Pesca, Sao Paulo, 35(1): 99 - 110, 2009



110

spermatozoa after thawing. Cryobiology,
Elsevier Science, Napoli, 44: 229-239.

SCOTT, A.P. and BAYNES, S.M. 1980 A review of the
biology, handling and storage of salmonid
spermatozoa. J. Fish Biol., 17: 707-739.

SERRALHEIRO, P.C.S.; OLIVEIRA, LR., GODINHO,
H.M. 1998 Fertiliza¢do de ovécitos de robalo
Centropomus parallelus, com sémen
crioconservado. In: SIMPOSIO BRASILEIRO DE
AQUICULTURA, 12, Recife, 1998.  Anais...
Recife, p.360-1.

SERRALHEIRO, P.C. DA S.; FOGLI DA SILVEIRA,W.;
GODINHO, H.M.; OLIVEIRA, I DA R. 1999. O uso
de trés solugbes diluidoras em sémen de
tainha - Mugil platanus, Gunther, 1880,
resfriado em container de vapor de nitrogénio
liquido. In: ENCONTRO BRASILEIRO DE
IcTIOLOGIA, 13, Sdo Carlos. Anais... p.508.

StOss, J. 1983 Fish gamete preservation and
spermatozoan physiology. In: HOAR, W.S,;
RANDALL, D.J.; DONALDSON, E.M. (Eds.). Fish
physiology. New York: Academic Press.
p-305-350.

SUQUET, M. 1992 La production de sperme chez le
turbot, aspects descriptifs et experimentaux.
Mémorie EPHE, Paris.

SUQUET, M.; DREANNO, C.; FAUVEL, C.; COSSON,
J.; BILLARD, R. 2000 Cryopreservation of
sperm in marine fish. Aquaculture Research,
31: 231-243.

TANAKA, S.; ZANG, H.; RORIE, N.; YAMADA, Y.;
OKAMURA, A.; UTOH, T., MIKAWA, N.; OKA,
H.P;, KUROKURA, H. 2002 Long-term
cryopreservation of sperm of Japanese eel. J.
Fish Biol. 60: 139-146.

TIERSCH, T.R. 2000 Introduction. In: TIERCH, T.R.
and MAZUR P.M. Cryopreservation in Aquatic
Species. World Aquaculture Society. Baton
Rouge, Louisiana. p.xix-xxvi.

TIERSCH, T.R; WAYMAN, W.R.; SKAPURA, D.P.;
NEDIG, C.L.; GRIER, H.J. 2004 Transport and
cryopreservation of sperm of the common
snook, Centropomus undecimalis  (Bloch).
Aquaculture Research. Baton Rouge, Louisiana,
35:278-288.

B. Inst. Pesca, Sao Paulo, 35(1): 99 - 110, 2009

ZILLI, L.; SCHIAVONE, R.; ZONNO, V.; ROSSANO, R.;

STORELLI, C.; VILELLA, S. 2005 Effect of
cryopreservation on sea bass sperm proteins.
Biology of Reproduction, Lecce, 72: 1262-1267.



