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RESUMO

Este trabalho teve a finalidade de desenvolver um protocolo de refrigeracdo do sémen do ariocé
Lutjanus synagris. Primeiramente, a taxa de motilidade, a dura¢do da motilidade, a concentracao
espermatica e o espermatécrito foram avaliados para caracterizar a qualidade do sémen fresco.
Para os testes de refrigeracao a 4°C, trés diferentes diluentes com diferentes composi¢des idnicas e
distintos valores de pH foram testados em atmosfera normal e atmosfera modificada (100%
oxigénio). Posteriormente, um teste de fertilizacao foi realizado para avaliar a viabilidade do sémen
refrigerado. Os resultados demonstraram que o sémen fresco tem uma concentracdo espermaética de
2,2 + 0,2 x 10° células mL-1, motilidade superior a 90% e permanece moével por 137 + 20 segundos.
Uma relagdo positiva foi encontrada entre espermatécrito e concentracdo espermatica (12 = 0,75;
P<0,05). No experimento de refrigeracdo, a taxa de motilidade e a duracdo da motilidade foram
mantidas adequadas durante 72 horas para os diluentes A (63 * 6%; 274 + 44 segundos) e B (63 +
6%; 172 £ 7 segundos) em atmosfera normal. Na atmosfera modificada, a qualidade do sémen caiu
drasticamente durante as primeiras 24 horas, independente do diluente utilizado, ndo propiciando
vantagem em sua utilizacdo. Os resultados demonstraram que a refrigeracdo do sémen do arioc6 é
uma alternativa viavel, sendo possivel manter por até 48 horas uma apropriada qualidade
espermatica proporcionando uma taxa de fertilizagdo superior a 50%.
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REFRIGERATED STORAGE OF LANE SNAPPER Lutjanus synagris SPERM

ABSTRACT

The aim of this study was to develop a protocol to refrigerated storage of the lane snapper sperm.
Firstly, motility rate, motility time, sperm density and spermatocrit were appraised to characterize
the fresh sperm quality. Three different extenders 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
2.2 £ 0.2 x 10° spermatozoa mL-!, motility rate >90% and motility time for 137 + 20 seconds. A
positive relationship was found between spermatocrit and spermatozoa density (2 = 0.75; 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 (63 + 6%; 274 + 44 seconds) and B (63 = 6%; 172 + 7
seconds) in normal atmosphere. In the modified atmosphere, the sperm quality fell drastically
during the first 24 hours, independently of the used extender, not propitiating advantage. The
results demonstrated that the refrigerated sperm of lane snapper is a viable alternative for the
short-term storage, being possible, to maintain for up to 48 hours an appropriate sperm viability,
providing fertilization rate up to 50%.
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INTRODUCAO

A familia Lutjanidae é representada por 70
géneros e 103 espécies de peixes marinhos, sendo
que o género Lutjanus abriga 65 espécies (39 no
Indopacifico, 9 no Pacifico oriental, 12 no
Atlantico ocidental e 5 no Atlantico oriental),
habitantes de fundos rochosos e coralineos de
regides tropicais e subtropicais (CLARO e
LINDEMAN, 2008).

Conhecida popularmente como ariocd, a
espécie Lutjanus synagris (Linnaeus, 1758) ocorre
desde a Carolina do Norte, EUA, até o Sudeste do
Brasil (FIGUEIREDO e MENEZES, 2000). Possui
habitos demersais, estando associada a fundos
rochosos entre a zona costeira e a profundidade
de 120 m. Sua coloragdo é prateado-avermelhada,
com uma série de estrias longitudinais
amareladas. As nadadeiras pélvica e anal sdo
amareladas, e a caudal, avermelhada. Atinge até 60
cm, chegando a 3,8 kg, com maturidade sexual
entre 15 a 18 cm. Em funcdo da qualidade da carne
e do alto valor de mercado, a espécie L. synagris é
um importante recurso pesqueiro, estando entre as
dez principais espécies capturadas na pesca de
linha, com grande expressividade comercial em
desembarques no Brasil (KLIPPEL e PERES, 2002;
REZENDE et al., 2003).

A preocupacdo com a reducdo de algumas
populagdes das familias Serranidae e Lutjanidae
no Brasil tem reforcado o conceito no
desenvolvimento de opgdes economicamente
viaveis, ambientalmente sustentaveis e
socialmente responsaveis, que visem reduzir a
pressdo extrativista sobre os estoques de pescado.
Neste sentido, a piscicultura marinha de espécies
ameacadas pode contribuir como um instrumento
estratégico para a conservacdo, além de ser uma
alternativa para fomentar oportunidades de
agronegécios, beneficiando a expansdo da
produgdo e a geracdo de emprego e de renda para

comunidades litoraneas (SANCHES, 2007).

O litoral brasileiro dispde de vastos recursos
para propiciar o desenvolvimento desta atividade,
entretanto, a oferta de formas jovens vem sendo
apontada como o fator que mais restringe este
desenvolvimento. SANCHES et al. (2006), ao
demonstrarem a viabilidade econémica do cultivo
da garoupa-verdadeira (Epinephelus marginatus),
apontaram a dificuldade de obtengdo de formas
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jovens como um dos maiores entraves para o
cultivo desta espécie. Desta forma, fica clara a
necessidade de desenvolvimento de pesquisas na
area de reprodugdo de peixes marinhos em busca
de tecnologia para que possam ser cultivadas.

Importante ferramenta para a reprodugdo de
peixes, a refrigeracdo do sémen em temperaturas
ao redor de 4°C, prolongando o tempo de
viabilidade dos espermatozdides, tem contribuido
para o sucesso da reprodugdo artificial de muitas
espécies de peixes. Apesar de pouco utilizada em
espécies marinhas no Brasil, resultados positivos de
refrigeracdo de sémen de peixes marinhos ja foram
obtidos com Pogonias cromis (WAYMAN et al,
1997), Sciaenops ocellatus (WAYMAN e TIERSCH,
1998), Acipenser baeri (BILLARD et al, 2004),
Centropomus undecimalis (TIERSCH et al., 2004) e
Anguilla anguilla (PENARANDA et al., 2010).

Esta alternativa, de baixo custo, pode
simplificar a utilizacdo de machos durante
procedimentos de  reprodugdo
facilitando os trabalhos de rotina em um

induzida,

laboratério de reprodugdo e favorecendo a
concentracdo dos esforgos para o trabalho com
as fémeas (CARNEIRO et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2007). Para tanto, é necessario o
conhecimento sobre a utilizacdo de solugdes
diluidoras e a definicdo sobre as condicdes de
estocagem do sémen.

2

A maioria dos diluentes é baseada na
composicdo quimica da solucdo fisiolégica para
teledsteos marinhos, sendo que diferentes
solugdes diluidoras tém sido empregadas em
experimentos de criopreservacao de sémen de
peixes marinhos. A diluigdo possibilita diminuir a
competicdo entre os espermatozoéides por oxigénio
e espago e pode, paralelamente, evitar a iniciagdo
da motilidade espermética (SANCHES et al.,
2009). Na enguia européia, A. anguilla, o
desenvolvimento de um diluente especifico para a
refrigeracdo do sémen da espécie proporcionou
melhores resultados na preservagdo da qualidade
espermadtica e elevacdo das taxas de fecundagdo
(PENARANDA et al., 2010).

Considerando todos estes fatores, a definicdo
de um adequado protocolo de resfriamento do
sémen deve, ainda, ser confirmada pela
capacidade de fecundacgdo obtida com o sémen
resfriado, comparativamente ao sémen fresco.
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As técnicas de conservacdo de sémen sdo
importantes estratégias para a reprodugdo
induzida, entretanto, poucos trabalhos tem
enfocado estas técnicas para espécies de
lutjanideos, merecendo destaque os resultados
obtidos por RILEY et al. (2004), com Lutjanus
campechanus, e VUTHIPHANDCHAI et al. (2009),
com Lutjanus argentimaculatus. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver um protocolo de
preservagdo do sémen do arioc6 (L. synagris) a
curto prazo, através do processo de refrigeracao.

MATERIAL E METODOS

Manejo dos Reprodutores

Os exemplares de ariocé (L. synagris), em
ndmero de 50, oriundos de captura na regido
litordnea de Ubatuba/SP, realizada entre os meses
de outubro e novembro de 2007, foram mantidos
em uma densidade de 2 peixes m? em tanques-
rede, de 2 m X2 m x 2 m (8 m3), instalados na area
costeira da praia do Itagua, em Ubatuba/SP. Os
peixes foram alimentados 1 x ao dia com ragdo
comercial destinada a peixes marinhos (45% PB,
12% E.E.).

Coleta do Sémen

No inicio da temporada reprodutiva (janeiro
de 2008), 25 exemplares, em jejum de 24 horas,
foram anestesiados (benzocaina a 0,1 g L) e, em
seguida, medidos seu comprimento (cm) e peso
(g), sendo o sémen extraido individualmente de
cada peixe (sem a necessidade de indugdo
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
seringa, sem agulha, foi colocada junto a papila
urogenital e através de uma leve pressdo
abdominal, o sémen foi aspirado pela seringa até
aparecer o primeiro sinal de sangue. A medida do
volume foi feita diretamente na seringa.

Foram tomados cuidados para evitar a
contaminagdo do sémen por ocasido da coleta. Os
peixes estavam em jejum por 24 horas (evitando a
contaminagdo por fezes), sendo que, antes da
coleta, a regido abdominal dos exemplares foi
lavada com 4dgua doce (evitando qualquer risco da
dgua salgada ativar as amostras), e imediatamente

seca com toalhas de papel descartaveis antes de se
iniciar a coleta com seringas individuais para cada
peixe. Apods cada coleta, uma subamostra era
observada em microscopio para avaliar se os
espermatozoides estavam ativados (caso de
contaminagdo por urina) e, em caso positivo, a
amostra era descartada.

Caracterizagdo 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
progressivo), duracdo da motilidade espermaética
(duragdo da atividade de movimento celular, em
segundos) e concentracdo espermadtica (nimero de
espermatozo6ides mL! de sémen) do sémen fresco.
As analises da motilidade e da duracio da
motilidade  espermaticas = foram  aferidas
simultaneamente na mesma preparagdo, por um
anico técnico, usando um tunico 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) e TIBA et al.
(2009) com outras espécies de peixes marinhos,
sendo feita imediatamente ap6s a mistura de
sémen em 4agua marinha (salinidade 35) (15 puL de
sémen:15 pL de 4gua) e observadas sob
microscépio 6ptico, em ampliacio de 200x. A
motilidade  foi  estimada  subjetivamente,
registrando-se a porcentagem das células em
movimento de deslocamento visualizadas no
campo microscopico. A duragdo da motilidade foi
cronometrada do inicio da ativacdo até o
momento em que todas as células se tornaram
imoéveis. A concentragdo espermatica foi avaliada
por meio da contagem, sob microscépio (200x),
das células espermaéticas presentes em amostras
de sémen, previamente diluidas em solugdo
tamponada de formol (5%), preparadas em
camara hematimétrica de Neubauer (1 mmb?).
Comparativamente, para determinagdo da
concentracdo espermatica, foi empregada a técnica
de espermatécrito. O sémen foi colocado em
capilares para microhematécrito, com uma das

extremidades selada com plastilina, e submetido a
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centrifugacdo em microcentrifuga a 7000 rpm
(18000 g) por quinze minutos. Estes valores foram
determinados em experimento prévio. Apds a
centrifugacdo, a leitura da massa celular foi feita
com régua graduada, e os valores obtidos,
expressos em porcentagem. Foi estimada a
correlagdo entre o espermatdcrito e a concentracao
espermatica.

Experimento I - Refrigeragdo do sémen com diferentes
diluentes

Neste experimento foi analisado o efeito de
diferentes solugdes diluidoras na preservagdo da
motilidade e da duragdo da motilidade do sémen
resfriado (4°C) por até seis dias (144 horas). Foram
empregadas trés solugdes idnicas baseadas na
composi¢do quimica da solugdo fisiolégica para
teledsteos marinhos anteriormente utilizadas, com
sucesso, na criopreserva¢do de sémen de outras
espécies marinhas (SANCHES et al., 2009; TIBA et
al., 2009):

- Diluente A (g L) = NaCl, 7,89; KCl, 1,19; CaCl,,
0,2; MgCly, 0,4266; pH 6,1 ; 158 mOsm;

- Diluente B (g L) = Na(l, 6,5; KCl, 3,0; CaCly, 0,3;
NaHCO:;, 0,2; pH 7,8 ; 157 mOsm;

- Diluente C (g L) = NaCl, 7,89; KCl, 1,19; CaCl,,
0,22; MgCl,, 0,72531; NaH,PO,, 0,0805; NaHCO;,
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
proporcao empregada de sémen:diluente foi de
1:3 (v/v). Cada tratamento teve trés repetigOes.
As amostras (com volume sémen + diluidor,
totalizando 1 ml) foram mantidas em tubos de
ensaio de 5 mlL, devidamente identificadas e
armazenadas em refrigerador (4°C). As amostras
foram agitadas a cada quatro horas durante todo
o periodo experimental. A taxa de motilidade e a
duracdo da motilidade espermatica de cada
unidade experimental foram avaliadas apés 0,
12, 24, 48, 72 e 144 horas de resfriamento a 4°C. O
momento 0 h da avaliagdo foi o imediatamente
ap6s a diluigao.
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Experimento 1l - Refrigeragio do sémen em atmosfera
modificada (100% oxigénio)

Neste experimento foi analisado o efeito de
diferentes solugdes diluidoras na preservagdo da
motilidade e na duracdo da motilidade do sémen
resfriado (4°C) por até dois dias utilizando
atmosfera modificada (exclusivamente oxigénio).
Foram empregadas as mesmas solug¢des diluentes
do experimento anterior.

Foi utilizada uma mistura de partes iguais de
sémen de 10 individuos, (os mesmos do
experimento anterior), com taxa de motilidade
espermadtica superior a 90%. Foram realizados
quatro tratamentos: Controle (sémen in natura,
sem dilui¢do); T1 (sémen + diluente A); T2 (sémen
+ diluente B); T3 (sémen + diluente C). A
proporcao 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). Todas as
amostras foram seladas em um saco pléstico (com
capacidade de 60 litros), que foi mantido inflado
com oxigénio puro. As amostras foram agitadas a
cada quatro horas durante todo o periodo
experimental. A taxa de motilidade e a duragdo da
motilidade espermatica de cada wunidade
experimental foram avaliadas ap6s 0, 12, 24 e 48
horas de resfriamento a 4°C. O momento 0 h da
avaliacdo foi o imediatamente apds a diluigao.

Experimento 11l - Capacidade de Fertilizacio do Sémen
Refrigerado

Os testes de fertilidade do sémen fresco e
refrigerado por 24 e 48 horas foram realizados
simultaneamente, inseminando ovocitos oriundos
de uma mesma fémea. A fémea foi injetada com
uma dose tnica de LH-RHa (50 pg kg) (SIGMA,
EUA). Para este experimento foi utilizado um
“pool” de partes iguais de sémen de trés machos.
Este sémen foi diluido com o diluente A e

submetido a refrigeracdo em atmosfera normal
por 24 e 48 horas.

A liberagdo dos ovdcitos maduros teve inicio,
aproximadamente, 36 horas apds injecio do
hormoénio, momento em que foi feita a extrusdo
para os testes de fertilizagdo a seco. Os ovécitos
foram recolhidos em bandejas plasticas e divididos
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em 30 lotes (parcelas), contendo aproximadamente
1.000 ovocitos lote!, sendo distribuidos em
recipientes plasticos de 50 mL para a fertilizacdo,
simultanea, de 10 lotes com sémen fresco, 10 lotes
com sémen refrigerado por 24 horas e 10 lotes com
sémen refrigerado por 48 horas. O sémen fresco,
antes de ser misturado, foi diluido no mesmo
diluente (diluente A) e na mesma proporgdo
utilizados para diluir o sémen refrigerado.

Ap6s a mistura do sémen com os ovocitos
(0,05 mL de sémen para cada 1.000 ovécitos), foi
adicionada 20 mL de 4gua marinha (salinidade 35)
para ativar os espermatozdides e iniciar a
fecundagdo. O material correspondente a cada
parcela foi posteriormente depositado em
incubadoras individuais (volume de um litro),
feitas com tubos de PVC e fechadas na
extremidade inferior por uma tela de 500 pm,
mantidas flutuando dentro de tanque com
circulagdo continua de 4&gua marinha e
temperatura de 28°C. A taxa de fertilizacdo,
calculada com base na relagdo entre o namero de
ovos fertilizados e o namero total de ovos, foi
estimada quatro horas apds a fertilizagdo, no
estidio de gastrula. Para estimar a taxa de
fertilizacdo, os ovos foram contados em trés
subamostras de 100 ovos em cada incubadora,
sendo aplicada a seguinte equacdo: Taxa de

fertilizacdo = namero de ovos em divisdo/
numero total de ovos contados.

Andlise dos Dados

Para analise estatistica de todos os
experimentos foi utilizado o SAS (Statistical
Analyses System, o SAS/STAT, versao 6.11 de
1990) (SAS INSTITUTE INC., 1990). Os dados das
taxas de motilidade e taxas de fertilizacdo
sofreram transformagdo angular, antes da analise
estatistica. A correlagdo entre espermatdcrito e
concentracdo espermatica foi determinada por
andlise de regressdo linear. Todos os dados foram
testados para normalidade e homogeneidade das
variancias. A andlise de varidncia foi efetuada
pelo procedimento ANOVA. Posteriormente, para
verificagdo de diferencas significativas, foi
aplicado o teste de variagdo multipla de Tukey.
Valores de P<0,05 foram
significantes (ZAR, 1999).

considerados

RESULTADOS

Caracterizagio do sémen fresco

Os resultados da andlise das caracteristicas do
sémen sdo apresentados na Tabela 1. Uma relagdo
positiva foi encontrada entre o espermatdcrito e a
concentracao espermatica (Figura 1).

Tabela 1. Médias e desvios padrdo de comprimento total (cm), peso total (g), volume (mL), concentracao
(células mL71), espermatdcrito (mm), taxa de motilidade (%) e duracdo da motilidade (segundos)
espermaticas do ariocé Lutjanus synagris (n = 25)

Caracteristicas do sémen fresco

Duragéao da

Comprimento  Peso total Volume Concentracao Espermatocrito Taxa de motilidade
1 L 109 célul L1 % ili %
total (cm) (8) (mL) (x 109 células mL-1) (%) motilidade (%) (segundos)
27,4+4,6 336,3+171,4 0,61 +0,35 22+0,2 734£438 100£0 137 +£20
Experimento I - Refrigeragdo do sémen do sémen com adicdo de diluentes,

. S " apresentando baixa taxa de motilidade
Para as analises de viabilidade espermatica, P

foi considerada a premissa de MARQUES e
GODINHO (2004) como limite para utilizagdo do
sémen; uma taxa de motilidade espermatica de
no minimo 30%.

(inferior a 24 horas) quando submetido ao
processo de refrigeracdo. Foi observado,
também, que tanto o diluente A como o
diluente B foram eficientes em preservar a
motilidade espermatica (acima de 30%) por
Os resultados deste experimento, em até 72 horas, ndo diferindo entre si, porém
relacdo a motilidade espermaética, indicaram diferindo  significativamente (P<0,05) do
diluente C, que manteve a motilidade (acima

de 30%) por apenas 24 horas (Tabela 2).

que o sémen fresco, sem a adicdo de
diluentes, diferiu significativamente (P<0,05)
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Figura 1. Correlagdo entre concentragdo espermatica (células mL) e espermatocrito (%) para o sémen do
arioco Lutjanus synagris (n = 25, P<0,05)

Tabela 2. Taxa de motilidade (%; média + desvio-padrdo) do sémen de Lutjanus synagris (n = 10 machos, 3
replicatas por tratamento) submetido a refrigeracdo a 4°C, diluido 1:3 (v/v) em diferentes diluentes

Tempo de Resfriamento (h)

Diluidores 0 12 24 48 72 144

A (pH6)1) 98 +3aA  93+3aA 93 +3aA 67 + 6aB 63 + 6aB 27 + 6aC

B (pH 7,8) 98+3aA  95+0aA 93 +3aA 70 + 0aB 63 + 6aB 743bC

C (pH 8,2) 98+3aA  95+0aA 80 + 0bB 17 + 6bC 5+ 0bD 0+0cD
Sémen nio diluido 98 + 3aA 38 +4bB 0+0cC - - -

Meédias seguidas por letras distintas, miniisculas na coluna e maitisculas na linha, apresentam diferencas significativas (teste de Tukey,
P<0,05);

Diluente A (g L) = NaCl, 7,89; KCI, 1,19; CaCl,, 0,2; MgCl,, 0,4266; pH 6,1 ; 158 mOsm; Diluente B (g L1) = NaCl, 6,5; KCI, 3,0; CaCl,,
0,3; NaHCOs, 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; NaHCOs, 0,84; pH 8,2 ; 172 mOsm

Em relacio a duracido da motilidade O sémen acrescido do diluente A diferiu dos
espermatica, o sémen fresco ndo suportou o rigor demais tratamentos (P’<0,05), ndo apresentando
do processo de refrigeragdo, apresentando queda expressiva diminui¢do da duracdo da motilidade
brusca do pardmetro analisado em apenas 12 horas. por até 144 horas de refrigeracdo (Tabela 3).

Tabela 3. Duragdo da motilidade (segundos; média + desvio-padrdo) do sémen de Lutjanus synagris (n = 10

machos, 3 replicatas por tratamento) submetido a refrigeragdo a 4°C, diluido 1:3 (v/v) em diferentes
diluentes

Tempo de resfriamento (h)

Diluidores 0 12 24 48 72 144

A (pH6,1) 174 +23aB  262+36aA  215+26aA  274+94aA  274+44aA 248 +2aA

B (pH7,8) 174+23aB  234+30aA  214+40aA  161+19bB  172+7bB 160+ 21bB

C (pH 8,2) 174+23aB  249+24aA  136+13bC 76 +12cD 66 + 4cD 0+ OcE
Sémen ndo diluido 174 + 23aA 41 +2bB 0+ 0cC - - -

Meédias seguidas por letras distintas, miniisculas na coluna e maitisculas na linha, apresentam diferencas significativas (teste de Tukey,
P<0,05);

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'1) = NaCl, 6,5; KCI, 3,0; CaCl,,
0,3; NaHCOs, 0,2; pH 7,8 ; 157 mOsm;

Diluente C (g L) = NaCl, 7,89; KCl, 1,19; CaCl,, 0,22; MgCl,, 0,72531; NaH,PO,, 0,0805; NaHCOj3, 0,84; pH 8,2 ; 172 mOsm
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Experimento 1I - Refrigeracio do sémen em atmosfera
modificada (100% oxigénio)

Neste experimento, tanto em relacdo a
motilidade duracdo da motilidade
espermadtica, houve uma significativa queda na
qualidade seminal, ndo sendo possivel obter

N

como a

tempos de refrigeragdo superiores a 12 horas com
resultados sobrevida
espermatica. A adigdo de diluentes ao sémen,
comparativamente ao sémen fresco, diferiu
significativamente (P<0,05), entretanto, ndo foram
observadas diferencas

diluentes (Tabelas 4 e 5).

significativos de

entre os diferentes

Tabela 4. Taxa de motilidade (%; média + desvio-padrdo) do sémen de Lutjanus synagris (n=10 machos, 3
replicatas por tratamento) submetido a refrigeragdo a 4°C, em atmosfera modificada (100% oxigénio),

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

Tempo de resfriamento (h)

Diluidores 0 1 1 48

A (pH6,1) 100 + 0aA 27 £12aB 5+5aC 0+0aC

B (pH 7,8) 100 + 0aA 32 + 6aB 10 £ 0aC 0+0aC

C (pH8,2) 100 + 0aA 25 +4aB 10 £ 0aC 0+0aC
Sémen nao diluido 100 + 0aA 0+ 0bB - -

Meédias sequidas por letras distintas, miniisculas na coluna e maitisculas na linha, apresentam diferencas significativas (teste de
Tukey, P<0,05);

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; NaHCOs, 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; NaHCO;, 0,84, pH 8,2 ; 172
mQOsm

Tabela 5. Duracdo da motilidade (segundos; média + desvio-padrdo) do sémen de Lutjanus synagris (n=10
machos, 3 replicatas por tratamento) submetido a refrigeracdo a 4°C, em atmosfera modificada (100%

oxigénio), diluido 1:3 (v/v) em diferentes diluentes

Experimento III - Capacidade de fertilizagio do sémen
refrigerado

fertilizagdo do sémen fresco (63%) ndo foi

Tempo de resfriamento (h)

Diluidores 0 1 o 18

A (pH6,1) 176 £ 8aA 95 £ 8aB 44 +12aC 0+ 0aD

B (pH 7,8) 176 + 8aA 115 + 14aB 66 = 8aC 0 £ 0aD

C(pHS8,2) 176 + 8aA 117 £ 20aB 55 +10aC 0 £ 0aD
Sémen nao diluido 176 £ 8aA 0+ 0bB - -

Meédias seguidas por letras distintas, miniisculas na coluna e maitisculas na linha, apresentam diferencas significativas (teste de
Tukey, P<0,05);

Diluente A (g L) = NaCl, 7,89; KCl, 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; KClI, 1,19; CaCl,, 0,22; MgCl,, 0,72531; NaH,PO,, 0,0805; NaHCO;, 0,84; pH 8,2 ; 172
mQOsm

significativamente diferente (P>0,05) da obtida
com o uso de sémen refrigerado por 24 horas
(62%); ambas diferiram
significativamente (P<0,05) do tratamento que
utilizou sémen refrigerado por 48 horas (51%).

entretanto,
Na Figura 2 pode ser observado que a taxa de

Bol. Inst. Pesca, Sao Paulo, 36(4): 293 - 305, 2010



300

SANCHES e CERQUEIRA

100
90 -
80 -
70 A '|'

60 1 . .
50 1 : :
40 - cooa.
%0 | .
20 -
10 4
0 :

Fertilizagao (%)

NN

NN
N\

Sémen fresco

Sémen refrigerado24 h  Sémen refrigerado 48 h

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 ovdcitos de uma fémea de Lutjanus synagris. a-b Colunas com letras
distintas apresentam diferencas significativas (teste de Tukey, P<0,05)

DISCUSSAO
Caracteristicas do sémen fresco

Os dados obtidos na avaliacgdo do sémen in
natura de L. synagris apontaram uma taxa de
motilidade de 100% e uma duragado da motilidade
de 137 £ 20 segundos. A concentragdo espermatica
média foi de 2,2 x 10° células mL-, sendo o volume
médio colhido de 0,61 £ 0,35 mL. Comparando
estes resultados com outras espécies de
lutjanideos, RILEY et al. (2004) obteve para L.
campechanus concentracdo espermatica de 1,0 x 10°
células mL' e VUTHIPHANDCHALI et al. (2009),
para L. argentimaculatus, de 1,3 a 2,8 x 100 células
mL-1. Estes autores ndo fazem referéncia a outras
caracteristicas seminais,
comparagdes. Paralelamente,
espécies marinhas sdo encontrados resultados
distintos. TIBA et al. (2009) obtiveram, para o
peva Centropomus  parallelus,
concentracdo espermaética de 2,5 x 10 células
mL71, duracdo da motilidade de 464 segundos,
volume de sémen de 1,9 mL, com peixes de peso
médio de 699 gramas. SANCHES et al. (2009),
avaliando a garoupa-verdadeira E. marginatus,
obtiveram concentracdo espermatica de 3,1 x 10°
células mL1, duracdo da motilidade de 3060
segundos, volume de 0,36 mL, em peixes com
peso médio de 1378 gramas. SUQUET et al. (2000)
obtiveram, para Scophthalmus maximus,
concentracao espermatica 1,1 x 1010 células mL! e

impossibilitando
em diferentes

robalo uma
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volume de sémen entre 0,2 a 2,2 mL, em peixes
com peso entre 1,4 a 3,2 kg. Em outra espécie de
linguado, Paralichthys orbignyanus, estudada por
LANES et al. (2008), foi encontrada concentragdo
espermatica 1,1 x 100 células mL?'. Segundo
GODINHO (2000), diferengas na concentragdo
espermatica podem ser devido a espécie, idade
dos peixes e fatores ambientais (variagdes ao
longo da estacdo de desova), sendo que o volume
de sémen produzido pelos peixes pode ser muito
varidvel, dependendo do tamanho do individuo,
época e metodologia de coleta.

A técnica do espermatécrito mostrou-se
adequada para o uso rotineiro em avaliagdo de
concentracdo espermatica de L. synagris. CRUZ-
CASALLAS et al. (2006) e AGARWAL e
RAGHUVANSHI (2009) recomendam a utilizagdo
da técnica do espermatdcrito, como método
para da
espermatica por ser um procedimento prético,

indireto, avaliagdo concentragao
pouco trabalhoso e com grande confiabilidade,
fato comprovado neste estudo realizado com esta

espécie de lutjanideo.

Refrigeragio do sémen

Resultados positivos de refrigeragdo de
sémen foram obtidos com poucas espécies
marinhas, com destaque para P. cromis
(WAYMAN et al., 1997), S. ocellatus (WAYMAN e

TIERSCH, 1998), A. baeri (BILLARD et al., 2004),
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C. undecimalis (TIERSCH et al., 2004) e A. anguilla
(PENARANDA et al., 2010). Todos estes autores
observaram uma queda gradual na viabilidade
do sémen ao longo do tempo, semelhante a
observada no presente estudo.

Os  diluentes  apresentam  primordial
importdncia em manter os espermatozodides
imobilizados, sendo desenvolvidos para que,
durante os procedimentos de refrigeracdo, as trocas
osmoéticas das células possam ser continuamente
restabelecidas, corrigindo 0s
desequilibrios nas concentragdes idnicas dos
solutos, que acompanham as mudangas de
temperaturas (GWO, 2000). Segundo MUCHLISIN
(2005),  diversos
formulagdes idnicas vem sendo empregados para a
conservagdo do sémen de peixes marinhos, sendo
uma tendéncia o desenvolvimento de diluentes
especificos para cada espécie.

sucessivos

diluentes com  distintas

A utilizacdo de sémen sem a adicdo de
diluentes e submetido ao processo de refrigeracao
tem apresentado pouco sucesso, com expressiva
perda da qualidade seminal apds poucas horas.
Estudando Latris lineata, RITAR e CAMPET (2000)
observaram que a motilidade do sémen fresco,
armazenado sem diluicdo, a 5°C, pode ser mantida
por dois dias quando o sémen praticamente nao
apresentava motilidade, comprovando a baixa
sobrevida do sémen submetido a refrigeragdo sem
incorporacao de diluentes. TIERSCH et al. (2004),
avaliando a refrigeracdo do sémen do robalo-
flecha, C. undecimalis, observaram que a sobrevida
espermatica foi inferior a 24 horas quando néo se
acrescentava diluente ao sémen. O sémen do
ariocd, sem a adicdo de diluentes e submetido ao
processo de refrigeragdo, também apresentou
reducdo significativa da taxa de motilidade.
Embora poucos estudos tenham abordado esta
questdo, estes resultados reforcam a necessidade
do estudo da composigdo de diluentes e sua
influéncia no processo de refrigeracao do sémen
de peixes marinhos.

Diversos autores (LAHNSTEINER et al.,
1997, CHEREGUINI et al., 2001) reportaram
uma significativa correlagdo entre o pH do
plasma seminal e a motilidade espermaética,
sugerindo que o pH possa ser uma importante
caracteristica do plasma seminal que influencie
a motilidade espermatica.

Segundo TANAKA et al. (2002), a motilidade
espermatica pode ser reduzida quando o diluente
contiver bicarbonato de sédio (NaHCOs3). Estes
autores concluiram que a inibicdo da motilidade
pode estar relacionada a dissociagdo do
bicarbonato de sédio em solugdes aquosas e que a

razdo desta dissociagdo é altamente dependente
do pH do meio aquoso.

O Dbicarbonato de sédio, convertido pela
anidrase carbonica, em diéxido de carbono (COy),
fons hidrogénio (H*) e carbonato (HCO:)
influenciam o pH intracelular dos espermatozéides
e, de acordo com ODA e MORISAWA (1993),
afetam a motilidade espermatica em tele6steos
marinhos. TANAKA et al. (2002) demonstraram
que o CO, (proveniente da dissociagdo do
bicarbonato de sédio) diminui a motilidade
espermatica. Confirmando isto, GARZON et al.
(2008)  observaram que modificagdes nas
concentracbes de bicarbonato de s6dio dos
diluentes resultavam em reducdo na motilidade
espermatica na enguia européia (A. anguilla) .

Os diluentes utilizados no presente estudo ja
vem sendo utilizados com sucesso na
conservagdo de sémen de peixes marinhos
(SANCHES et al., 2009; TIBA et al., 2009) e se
diferenciam por sua composicdo idnica e valores
de pH. O diluente A (pH 6,1) difere dos demais
diluentes pela auséncia de bicarbonato de sédio,
presente no diluente B e em maior quantidade no
diluente C, o que explicaria o melhor
desempenho do diluente A no processo de
refrigeracdo do sémen do ariocé.

Considerando a questdo da osmolaridade
dos diluentes, WAYMAN et al. (1997), avaliando
a refrigeracdo do sémen de P. cromis, observaram
que diluentes
osmolaridade (<200 mOsm) apresentavam
preservacdo da
qualidade espermética. Resultados positivos no
uso de diluentes com baixa osmolaridade na
refrigeragdo do sémen de peixes marinhos
também foram obtidos por WAYMAN e
TIERSCH (1998) ao conseguirem preservar a

com Dbaixos valores de

melhores resultados na

motilidade do sémen de S. ocellatus, submetido
ao processo de refrigeragdo, utilizando diluente
HBSS (200 mOsm). Com este mesmo diluente, a
qualidade robalo-flecha C.
undecimalis foi mantida por nove dias (TIERSCH

seminal do
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et al.,, 2004). ALAVI et al. (2004), avaliando

diferentes diluentes com diferentes
osmolaridades na preservacdo da qualidade
seminal do esturjdo, A. persicus, obtiveram
melhores resultados com diluentes com valores
de osmolaridade inferiores a 200 mOsm. No
presente estudo, os trés diluentes avaliados
apresentavam osmolaridade inferior a 200
mOsm, entretanto, foi possivel observar que
outros fatores, tais como o valor do pH, e nao
somente a osmolaridade dos diluentes, afetaram
a motilidade espermatica durante o processo de

refrigeragdo do sémen do ariocé.

Outro ponto a ser destacado foi o aumento
da duracdo da motilidade espermatica quando
empregado o diluente A no processo de
refrigeragdo do sémen do arioc6. Segundo
STOSS (1983), diluentes com adequadas
composicdes idnicas podem prolongar o tempo
de motilidade espermaética. Aparentemente, isto
foi possivel pela sustentacdo de um novo micro-
ambiente aos espermatozodides, distinto do
ambiente fisiol6gico proporcionado pelo plasma
seminal, fato j& reportado por TIBA et al. (2009)
para o robalo-peva, C. parallelus. De acordo com
INABA (2003), os constituintes idnicos do
diluente podem interagir com os constituintes
quimicos das estruturas internas do flagelo,
responsaveis pela excitagao do espermatozéide,
elevando o padrdao de tempo de motilidade.
Nao foram localizados na literatura trabalhos
sobre o tempo de fechamento da micrépila dos
ovoécitos desta espécie, o que impede uma
definicdo sobre qual seria a duracdo ideal da
motilidade deste sémen. Embora poucos
estudos tenham abordado esta questdo para
peixes marinhos, a vantagem no prolongamento
da duracdo da motilidade espermatica reside
em ampliar a capacidade de fertilizacdo do
sémen, pelo fato dos espermatozoéides disporem
de mais tempo para alcangarem os ovdcitos,
entretanto, seria recomendavel estudos sobre
esta questdo, ja que, no caso da garoupa-
verdadeira, E. marginatus, a duragdo da
motilidade do sémen pode chegar a mais de
setenta minutos (SANCHES et al., 2009).

Uso do oxigénio durante a refrigeracio do sémen

A questdo da preservacdo da qualidade
espermatica, submetendo o sémen a uma
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atmosfera exclusiva de oxigénio durante o
processo de refrigeracdo, ainda é pouco
esclarecida para diversas espécies de peixes.
BENCIC et al. (2000) consideram o oxigénio
essencial, quando empregada a refrigeragdo na
manutengdo da qualidade espermatica em
salmonideos, corroborado por BILLARD et al.
(2004), que afirmaram que um ponto critico na
refrigeracdo do sémen é a disponibilidade de
oxigénio para as células espermdticas, sendo
expressiva a perda da motilidade quando o sémen
é estocado em condi¢bes de anoxia. Resultados
expressivos foram obtidos por DILAURO et al.
(1994), ao reportarem 99% e 40% de motilidade
espermatica ap6s 5 e 17 dias, respectivamente, no
sémen do esturjio do Atlantico, A. oxyrinchus,
quando mantido sob refrigeracdo em tubos com
oxigénio puro. Entretanto, SAAD et al. (1988)
demonstraram que a incubagdo de sémen da carpa
(Cyprinus carpio) com oxigénio ndo produziu
vantagem sobre aquele estocado em contato com o
ar. CHEREGUINI et al. (1997), comparando a
refrigeracdo do sémen do linguado, S. maximus
(espécie marinha), em atmosfera normal e duas
diferentes atmosferas (100% oxigénio e 100%
nitrogénio) observaram que, ap6s 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 e GODINHO (2004), que nao
encontraram diferengas na viabilidade espermaética
(motilidade e duragdo da motilidade espermaética)
de seis espécies de peixes tropicais de dgua doce do
Brasil quando o sémen foi mantido conservado sob
refrigeracdo  utilizando-se, comparativamente,
atmosfera normal e oxigénio puro.

No presente estudo, ndo houve vantagem na
utilizagdo de uma atmosfera de 100% oxigénio
durante o processo de refrigeracdo do sémen de L.
synagris. Tanto a taxa de motilidade como a
duracao da motilidade espermatica ficaram muito
aquém dos obtidos com atmosfera normal.

Capacidade de fertilizagdo do sémen refrigerado

Os resultados na taxa de fertilizagdo com
sémen refrigerado (por 24 ou 48 horas) obtidos
neste estudo foram muito expressivos,
positivamente para os

procedimentos de reprodugdo induzida desta

contribuindo
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espécie. Embora os valores das taxas de
fertilizagdo tenham sido relativamente baixos (ao
redor de 60%), acreditamos que tal fato se deva a
fémea utilizada ser jovem (primeira maturagao) e
a auséncia da informacdo da relacdo ideal
espermatozoéide:ovocito (que ndo foi determinada
neste estudo, sendo altamente interessante de ser
abordada em estudos futuros com esta espécie).
Entretanto, a taxa de fertilizacdo obtida com o
sémen refrigerado por 48 horas (51%), embora
inferior a obtida com o sémen fresco (62%), ainda
pode ser considerada uma boa alternativa,
considerando-se a praticidade e a ampliagdo do
tempo de armazenagem do sémen para os
procedimentos de reproducdo induzida desta
espécie. Taxas de fertilizacdo entre 26 a 61% foram
obtidas para o sémen de curimbatd, Prochilodus
lineatus, diluido e resfriado por quatro dias
(ORFAO et al., 2010). Taxas de fertilizacio ao
redor de 70% (utilizando-se sémen fresco) foram
obtidas com diferentes espécies de lutjanideos
(RILEY et al., 2004; VUTHIPHANDCHALI et al.,
2009), valores pouco superiores aos obtidos com L.
synagris, o que demonstra a viabilidade do
emprego de sémen refrigerado desta espécie com
o protocolo aqui desenvolvido.

CONCLUSAO

A refrigeracdo do sémen de L. synagris é uma
alternativa viavel para a conservagdao de curto
prazo, sendo possivel, utilizando-se o diluente A
ou B, manter por até 48 horas uma adequada
qualidade espermatica. Nao ha vantagens na
utilizagdo de atmosfera modificada (100%
oxigénio) na refrigeracdo do sémen desta espécie.
O sémen refrigerado por 48 horas possibilita uma
taxa de fertilizagdo superior a 50%, podendo ser
utilizado nos procedimentos de reprodugdo
induzida desta espécie.
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