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Refrigeracédo do sémen da garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus
[Refrigerated storage of dusky grouper Epinephelus marginatus sperm]
F.C. Silva, V.V. Kuhnen, E.G. Sanches”
Instituto de Pesca - Ubatuba, SP

RESUMO

Foram estudados diferentes diluentes no processo de refrigeracdo do sémen da garoupa-verdadeira.
Inicialmente, a taxa e a duragdo da motilidade e a concentracdo espermatica foram avaliadas,
caracterizando a qualidade do sémen fresco. Para os testes de refrigeracdo a 4°C, diferentes diluentes
foram testados em atmosfera normal e modificada (100% oxigénio). O sémen fresco apresentou
concentracdo espermatica de 3,120,2 x 10° células mL™, motilidade média de 90%, permanecendo mével,
em média, por 3.060 segundos. No experimento de refrigeracéo, a taxa e a duragdo média da motilidade
foram mantidas adequadas durante 144 horas para o diluente A (70%; 3100 segundos) em atmosfera
normal. Na atmosfera modificada, a qualidade do sémen caiu drasticamente durante as primeiras 24
horas, independentemente do diluente empregado, ndo propiciando vantagem em sua utilizacdo. A
refrigeracdo do sémen da garoupa-verdadeira permite manter por até 144 horas uma apropriada qualidade
espermatica.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate different extenders in refrigerated storage of dusky grouper sperm. Initially,
motility rate, motility time, and sperm density were analyzed to characterize the fresh sperm quality.
Different diluents were used in the refrigerated storage sperm at 4°C in normal atmosphere and modified
atmosphere (100% oxygen). 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 seconds. In the experiment of refrigerated storage, the
motility rate and the motility time were maintained appropriate for 144 hours for the extender A (70%;
3,100 seconds) in normal atmosphere. In the modified atmosphere, the sperm quality decreased
drastically during the first 24 hours, independently of the diluent used, not propitiating advantages. The
refrigerated sperm of dusky grouper is a viable alternative for the short-term storage, being possible, to
maintain for up to 144 hours an appropriate sperm viability.
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INTRODUCAO

A piscicultura marinha de espécies ameagadas
pode ser desenvolvida como um instrumento
estratégico de  conservacdo, além  de,
paralelamente, fomentar o desenvolvimento de
uma nova cadeia produtiva, beneficiando a
expansao da maricultura e a geracdo de emprego
e renda para comunidades litordneas (Sanches et
al., 2009). A garoupa-verdadeira Epinephelus
marginatus (Lowe, 1834) € uma espécie
hermafrodita protoginica, em que as fémeas
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maturam com 2,5kg e 38cm (cinco anos de
idade) e invertem o sexo com 11,0kg e 57cm
(sete anos de idade), apresentando baixa
resiliéncia e alta vulnerabilidade a exploragao
humana (Cunha et al., 2013). Atualmente esta
incluida como ameacada na lista vermelha da
International Union for Conservation of Nature
and Natural Resources (Red..., 2012). No caso
da garoupa-verdadeira, significativos avancos
cientificos ja foram obtidos na éarea 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, no
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campo da reproducdo, 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 0 sucesso da propagacdo artificial de
inimeras espécies (Sanches e Cerqueira, 2010).
Essa técnica tem como objetivo manter a
viabilidade espermatica por um curto periodo de
tempo (horas ou dias) em temperaturas de
refrigeracdo (4°C). A partir dai, o sémen pode ser
utilizado posteriormente no processo de
fertilizagdo, dispensando a presenca dos machos
no ato da fecundacdo e liberando tempo para o
monitoramento da ovulagdo das fémeas, 0 que
proporciona melhores resultados nos
procedimentos de reproducdo (Oliveira et al.,
2007). A utilizacdo de técnicas de conservagao
de sémen é essencial para os procedimentos de
reproducéo de espécies hermafroditas
protoginicas (Kiriyakit et al., 2011). Apesar de
sua importancia, ainda sdo escassos 0s estudos de
aplicacdo dessa técnica na reproducdo de peixes
de 4gua salgada (Sanches e Cerqueira, 2011). A
producdo de formas jovens da garoupa-
verdadeira vem  sendo  realizada  por
empreendimentos privados (Kerber et al., 2012),
porém ainda ndo existem relatos na literatura
sobre a refrigeracdo do sémen dessa espécie.

Para a refrigeracdo do sémen, faz-se necessaria a
utilizagdo de diluentes, que tém a funcdo de
fornecer um meio protetor aos espermatozoides.
A diluicdo possibilita reduzir a competicéo entre
0s espermatozoides por oxigénio e espago e
pode, paralelamente, evitar a iniciacdo da
motilidade espermética (Sanches et al., 2009).
Por outro lado, o desenvolvimento de diluentes
espécie-especificos pode propiciar melhores
resultados na preservacdo da viabilidade
espermatica, auxiliando na padronizacdo das
técnicas de refrigeragdo e congelamento de
sémen de peixes (Salmito-Vanderley et al.,
2012). Alguns autores consideram essencial uma
expressiva disponibilidade de oxigénio para os
espermatozoides quando o sémen é submetido ao
processo de refrigeracdo e indicam manter o
sémen em uma atmosfera exclusiva de oxigénio
durante esse processo (Billard et al., 2004).
Considerando-se os resultados positivos obtidos
no congelamento do sémen da garoupa-
verdadeira, no presente estudo serdo utilizadas as
mesmas trés solucBes ibnicas anteriormente
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utilizadas com sucesso na criopreservacdo de
sémen dessa espécie (Sanches et al., 2009). A
hipdtese aqui levantada é a de que esses diluentes
deverdo proporcionar resultado distinto no
processo de refrigeracdo, visto o diferente
gradiente térmico utilizado.

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 METODOS

Dez exemplares de  garoupa-verdadeira
(Epinephelus marginatus), coletadas na regido
litornea de Ubatuba/SP (Sisbio 15.080-1),
foram invertidos sexualmente (Sanches et. al.,
2009) e mantidos em trés tanques circulares com
3.000 litros, em sistema de recirculagdo de agua
salgada, dotado de filtragem mecénica (bag de
100um), skimmer e esterilizacdo da agua por
meio de lampadas ultravioleta. A temperatura foi
mantida constante (28+1,0°C, controlada por
termostatos e aquecedores). Os peixes foram
alimentados uma vez ao dia, com sardinha
Sardinella brasiliensis (Steindachner, 1879) até a
saciacdo aparente.

Os peixes (44,5+3,7cm e 1377,9+357,7¢), apds
24 horas de jejum, foram anestesiados
(benzocaina a 0,1g/L), e, em seguida, o sémen
foi extraido, por extrusdo, individualmente de
cada exemplar (sem a necessidade de indugdo
hormonal), e coletado em uma seringa plastica
para insulina graduada (1mL) envolvida com
papel-aluminio, para evitar a incidéncia da luz
ambiente sobre as amostras. A medida do
volume foi obtida diretamente na seringa. Esta
pesquisa teve a aprovacio do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Instituto de Pesca,
sob n° 01/2017.

A fim de se evitar a contaminacdo do sémen por
ocasido da coleta, a regido abdominal dos
exemplares foi lavada com &gua doce, sendo
imediatamente seca com toalhas de papel
descartaveis antes de se iniciar a coleta. Apds
cada coleta, uma subamostra era observada em
microscdpio para avaliar se 0s espermatozoides
estavam ativados (em funcdo de contaminagdo
por urina ou mesmo com residuo de agua) e, em
caso positivo, a amostra era descartada.
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A avaliacdo da qualidade seminal foi realizada
individualmente, antes da homogeneizacdo do
sémen dos diversos machos, em partes iguais,
para a realizagdo dos experimentos de
refrigerac&o (pool). Os pardmetros avaliados para
cada amostra de sémen individual e do pool
foram: taxa de motilidade espermatica
(porcentagem de células da amostra que
apresentam movimento progressivo), duracdo da
motilidade espermatica (duracdo da atividade de
movimento celular, em segundos) e concentracao
espermatica (nimero de espermatozoides/mL de
sémen) do sémen fresco. A analise da motilidade
e a da duracdo da motilidade espermaéticas foram
aferidas simultaneamente na mesma preparacéo,
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 diluigéo de 1:1,
de acordo com Sanches et al. (2009), sendo
obtida imediatamente ap6s a adicdo da &gua
marinha (salinidade 35) ao sémen (15uL de
sémen:15uL de 4gua) e observada sob
microscépio optico, em ampliacdo de 200x.

A motilidade foi estimada registrando-se a
porcentagem das células em movimento de
deslocamento visualizadas no campo
microscépico. A duracdo da motilidade foi
cronometrada do inicio da ativagdo até o
momento em que todas as células se tornaram
imdveis no campo oOptico (Sanches e Cerqueira,
2010). A concentragdo espermadtica foi avaliada
por meio da contagem, sob microscépio (200x),
das células espermaticas presentes em amostras
de sémen, previamente diluidas em solugdo
tamponada de formol (5%), preparadas em
camara hematimétrica de Neubauer (1Imm?®).

Com as amostras de sémen obtidas, foram
realizados dois experimentos: refrigeracdo do
sémen com diferentes diluentes e refrigeracdo do
sémen em atmosfera modificada (100%
oxigénio). No primeiro experimento, foi
analisado o efeito de diferentes solugdes
diluidoras na preservacdo da motilidade e da
duracéo da motilidade do sémen resfriado (4°C)
por até seis dias (144 horas). Foram empregadas
trés solucbes idnicas anteriormente utilizadas
com sucesso no congelamento do sémen da
garoupa-verdadeira (Sanches et al., 2009):
diluente A (g/L) = NaCl, 7,89; KCl, 1,19; CaCl,,
0,2; MgCl,, 0,4266; pH 6,1; 158mOsm; diluente
B (g/L) = NaCl, 6,5; KCI, 3,0; CaCl,, 0,3;
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NaHCO;, 0,2; pH 7,8; 157mOsm; diluente C
(g/L) = NaCl, 7,89; KCI, 1,19; CaCl,, 0,22;
MgCl,, 0,72531; NaH,PO,, 0,0805; NaHCOs;,
0,84; pH 8,2; 172mOsm.

Utilizaram-se amostras de sémen de 10
individuos, em quantidades iguais, que
apresentaram motilidade espermatica média de
90%, formando um pool. Foram realizados
quatro tratamentos: controle (sémen in natura,
sem diluicdo); sémen + diluente A; sémen +
diluente B; sémen + diluente C. A proporc¢do
empregada de sémen:diluente foi de 1:3 (volume
de sémen/volume do diluente), totalizando 1mL.
Cada tratamento teve trés repetigdes. As
amostras (com volume sémen + diluidor,
totalizando 1mL) foram mantidas em tubos de
ensaio de 5mL, devidamente identificadas e
armazenadas em refrigerador (4°C). A taxa e a
duracdo da motilidade espermatica de cada
unidade experimental foram avaliadas ap6s zero,
12, 24, 48, 72 e 144 horas de resfriamento a 4°C.
O momento Oh da avaliacdo foi o imediatamente
apos a diluicdo.

No segundo experimento, foi analisado o efeito
de diferentes solugdes diluidoras na preservacao
e na duracdo da motilidade do sémen resfriado
(4°C) por até dois dias, utilizando-se atmosfera
modificada (exclusivamente oXigénio).
Empregaram-se as mesmas solucées 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 espermatica média de 90%.
Realizaram-se quatro tratamentos: controle
(sémen in natura, sem diluicdo); sémen +
diluente A; sémen + diluente B; sémen +
diluente C. A proporcdo empregada de
sémen:diluente foi de 1:3 (v/v). Cada tratamento
teve trés repeticdes. As amostras (com volume
sémen + diluidor, totalizando 1mL) foram
mantidas em tubos de ensaio de 5mL,
devidamente identificadas e armazenadas em
refrigerador (4°C). Todas as amostras foram
seladas em um saco pléstico (com capacidade de
60 litros), que foi inflado com oxigénio puro. A
taxa e a duracdo da motilidade espermaética de
cada unidade experimental foram avaliadas apds
zero, 12, 24 e 48 horas de resfriamento a 4°C. O
momento Oh da avaliacdo foi o imediatamente
apos a diluicéo.
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Para analise estatistica dos experimentos, foi
utilizado o SAS (Statistical..., 1990) (SAS
INSTITUTE INC., 1990). Todos os dados foram
testados para normalidade e homogeneidade das
variancias. Os dados das taxas de motilidade
sofreram transformagdo angular, antes da analise
estatistica. A analise de variancia foi efetuada
pelo procedimento ANOVA. Posteriormente,
para verificacdo de diferencas significativas, foi
aplicado o teste de variacdo mdaltipla de Tukey.
Valores de P<0,05 foram considerados
significantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sémen fresco apresentou volume médio de
0,36mL, com taxa de motilidade de 100% e valor
médio da duracdo da motilidade espermatica de
3060 segundos. A taxa e a duragdo da
motilidade, a concentragdo e o volume
espermaticos sdo parametros indicados para
avaliacdo da qualidade do sémen de uma espécie
e de sua capacidade de fertilizacdo (Alavi et al.,
2004; Fan et al., 2014). A duracdo da motilidade
média do sémen fresco foi superior as
encontradas para outras espécies de peixes
marinhos que utilizam o mesmo habitat da
garoupa-verdadeira. O sémen do arioc6 L.
synagris apresentou motilidade superior a 90%,
permanecendo movel por 137+20 segundos
(Sanches e Cerqueira, 2010), e 0 sémen da cioba
L. analis teve duragdo de motilidade de 148+29
segundos (Sanches et al., 2013). Por outro lado,
tempos elevados de motilidade espermatica,
superiores a 4.500 segundos, foram observados
para a garoupa asiatica Epinephelus malabaricus
(Chao et al., 1992). Comparativamente, em
peixes de &gua doce, a duracdo da motilidade é
bem mais reduzida. Para o sémen do curimbata

Prochilodus brevis (Steindachnner, 1874), por
exemplo, foram reportados apenas 63 segundos
(Silva et al., 2014). A elevada duragdo da
motilidade espermatica no sémen de serranideos
ainda ndo foi esclarecida, entretanto pode estar
relacionada ao complexo processo reprodutivo,
que envolve formacdo de haréns e extensas
agregacdes reprodutivas em locais com
expressivo fluxo de agua (Seyboth et al., 2011;
Carvalho et al., 2012).

A concentracdo espermatica encontrada foi de
3,1 x 10° células mL™?, similar ao obtido com a
mesma espécie por Sanches et al. (2009) e dentro
do intervalo observado por Cabrita et al. (2009).
Cabe ressaltar que a concentracdo obtida para E.
marginatus no presente estudo pode estar
relacionada ao fato de que se trata de exemplares
em primeira maturagdo sexual, associado ao de
que a concentragdo espermatica pode variar ao
longo da estacdo reprodutiva, com tendéncia a
ser reduzida ao final do periodo (Aramli et al.,
2014).

Para as analises de viabilidade espermética dos
experimentos de refrigeracdo, foi considerada a
premissa de Marques e Godinho (2004), que
estabelece como limite para utilizacdo do sémen
uma taxa de motilidade espermética de, no
minimo, 30%. A motilidade espermética do
sémen fresco (sem adicdo de diluentes) diferiu
(P<0,05) do sémen com adicdo de diluentes, a
partir de 24h em diante, na temperatura de 4°C.
Outra observagdo importante foi a eficiéncia do
diluente A em preservar a motilidade
espermatica (acima de 30%) por até 144 horas,
diferindo (P<0,05) dos diluentes B e C por
periodos prolongados (Tab. 1).

Tabela 1. Taxa de motilidade (%; média + desvio-padrdo) do sémen de Epinephelus marginatus (n=10
machos, (t)rés replicatas/tratamento) submetido a refrigeragdo a 4°C, diluido 1:3 (v/v) em diferentes
diluentes®

Tempo de resfriamento (h)

Diluentes®

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+1hbC
C (pH 8,2) 100+£3aA 90+0aA 70+x0bB  20+0bC 3+0bD 0+ 0cD
Sémen nao diluido 100 +3aA 40 + 3bB 0+0cC - - -

WMédias seguidas por letras distintas, mindsculas na coluna e maitisculas na linha, diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

@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; NaHCO3, 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; NaHCO3, 0,84; pH 8,2; 172mOsm.

1560 Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.70, n.5, p.1557-1564, 2018



Refrigeracéo do sémen...

Em relacdo ao tempo de duracdo da motilidade
espermatica, o sémen fresco ndo suportou o rigor
do processo de refrigeracdo, sendo observada
uma queda brusca do pardmetro analisado em
apenas 12 horas. O sémen acrescido do diluente

A diferiu dos demais tratamentos (P<0,05) ap6s
24h, ndo apresentando expressiva reducdo da
duracdo da motilidade por até 144 horas de
refrigeragéo (Tab. 2).

Tabela 2. Duragdo da motilidade (segundos; média + desvio-padrdo) do sémen de Epinephelus
marginatus (n=10 machos, trés replicatas/tratamento) submetido a refrigeracdo a 4°C, diluido 1:3 (v/v)

em diferentes diluentes®

Tempo de resfriamento (h)

Diluentes®

0 12 48 72 144
A(pH6,1) 3060 + 600aB i%%g;“ gggg;\—“ iﬁggj %%2;\: 22%%(; E
B(pH7,8) 3060+ 600aB jg%g;-“ %gg';—“ gggg : é%%% : ;ggg :
C(pH82) 3060+ 600aB 'i%%;’,f 3;%%% : 12%%?: : 363&3 0+ 0cE
Sédrﬂi?dgéo 3060+ 600A ST 0+0cC ) ] ]

Wmédias seguidas por letras distintas, minGsculas na coluna e maitsculas na linha, diferem significativamente pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

@Diluente A (g/L) = NaCl, 7,89; KCI, 1,19; CaCl,, 0,2; MgCl,, 0,4266; pH 6,1; 158mOsm; diluente B (g/L) = NaCl,
6,5; KCI, 3,0; CaCl,, 0,3; NaHCO;, 0,2; pH 7,8; 157mOsm; 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; 172mOsm.

Especificamente com o diluente A, foi possivel
manter a viabilidade espermatica da garoupa-
verdadeira por até 144 horas de refrigeracéo.
Intervalos de tempo inferiores aos obtidos neste
estudo foram observados na refrigeracdo do
sémen de peixes de agua doce, como a carpa
Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758) (11 horas)
(Padua et al., 2012) e no sémen do curimbata P.
brevis (21 horas) (Silva et al, 2014),
contrastanto, entretanto, com o sémen resfriado
do baiacu Takifugu niphobles (Jordan e Snyder,
1901) por até 168 horas (Gallego et al., 2013).
Independentemente do habitat, espermatozoides
de diferentes espécies de peixes reagem de
maneira distinta ao processo de refrigeracdo,
sendo o metabolismo espermatico a chave para a
ampliagdo da viabilidade seminal durante o
processo de preservacdo pela reducdo da
temperatura (Zietara et al., 2009).

Uma hipotese para o melhor desempenho do
diluente A no processo de refrigeracdo do sémen
da garoupa-verdadeira seria a auséncia de
bicarbonato de sddio (NaHCO;), que esta
presente no diluente B e, em maior quantidade,
no C. Resultados positivos na refrigeracdo do
sémen da cioba (L. analis) com o mesmo
diluente foram atribuidos ao efeito da
dissociagdo do bicarbonato em meio aquoso, que
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resultaria em uma queda expressiva no pH
intracelular dos espermatozoides e consequente
efeito danoso na sobrevida espermatica (Sanches
e Cerqueira, 2011). O emprego de diluentes
tamponados tem o objetivo de impedir que os
metabdlitos dos espermatozoides, acumulados no
decorrer do processo de congelamento, causem
mudancas no pH do sémen, provocando efeitos
deletérios as células espermaticas.
Contrariamente ao processo de congelamento,
que submete 0 sémen a um rapido declinio de
temperatura, seguido por inativagdo da atividade
metabolica, o processo de refrigeragdo,
entretanto, implica manutencdo reduzida da
atividade metabolica dos espermatozoides, o que
poderia explicar o melhor desempenho do
diluente A no processo de refrigeracéo.

Outro ponto a ser destacado foi o aumento da
duracdo da motilidade espermatica quando
empregado o diluente A no processo de
refrigeragdo do sémen da garoupa-verdadeira.
Diluentes com adequadas composicfes idnicas
podem prolongar o tempo de motilidade
espermatica  (Sanches et al.,  2009).
Aparentemente isso pode ser possivel pela
sustentacdo de um novo microambiente aos
espermatozoides,  distinto  do  ambiente
fisioldgico proporcionado pelo plasma seminal
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(Sanches e Cerqueira, 2010; Sanches e
Cerqueira, 2011).

No experimento utilizando atmosfera modificada
(100% oxigénio), tanto a taxa de motilidade
como a duragdo da motilidade espermatica
apresentaram uma expressiva queda, ndo sendo
possivel obter tempos de refrigeracdo superiores
a 12 horas com resultados significativos de
sobrevida espermatica. O sémen fresco diferiu
(P<0,05) dos tratamentos com diferentes
diluentes. Entretanto, ndo foram observadas
diferengas entre os diferentes diluentes (Tab. 3 e
4). Resultados expressivos de 99% e 40% de
motilidade espermaética foram obtidos apds cinco
e 17 dias, respectivamente, para 0 sémen do
esturjo-do-atlantico  Acipenser  oxyrinchus
(Mitchill, 1815) quando mantido sob refrigeracéo
em tubos com atmosfera saturada de oxigénio

(Dilauro et al., 1994). No presente estudo, apés
24 horas a taxa de motilidade foi
significativamente mais alta em atmosfera
normal, ocorrendo queda brusca da taxa de
motilidade  quando  utilizada  atmosfera
modificada. Em estudos de refrigeracdo de
sémen utilizando atmosfera modificada, com
duas espécies de lutjanideos, ndo foram
observados resultados positivos advindos da
utilizacdo de oxigénio, obtendo-se piores
resultados comparativamente a utilizacdo de
atmosfera normal (Sanches e Cerqueira, 2010;
Sanches e Cerqueira, 2011). Os autores
reportaram que a oxidacdo do sémen pelo
contato direto do oxigénio poderia explicar os
resultados observados. No presente estudo, nao
houve vantagem na utilizagdo de uma atmosfera
de 100% oxigénio durante o processo de
refrigeracdo do sémen de E. marginatus.

Tabela 3. Taxa de motilidade (%; média + desvio-padrdo) do sémen de Epinephelus marginatus (n=10
machos, trés replicatas/tratamento) submetido a refrigeracdo a 4°C, em atmosfera modificada (100%
oxigénio), diluido 1:3 (v/v) em diferentes diluentes®™

Tempo de resfriamento (h)

Diluentes®

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 nao diluido 100 + 0aA 0+ 0bB - -

WMédias seguidas por letras distintas, minusculas na coluna e mailsculas na linha, diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

@Diluente A (g/L) = NaCl, 7,89; KCI, 1,19; CaCl,, 0,2; MgCl,, 0,4266; pH 6,1; 158mOsm; diluente B
(g/L) = NaCl, 6,5; KClI, 3,0; CaCl,, 0,3; NaHCO3, 0,2; pH 7,8; 157mOsm; diluente C (g/L) = NaCl, 7,89;
KCl, 1,19; CaCl,, 0,22; MgCl,, 0,72531; NaH,PO,, 0,0805; NaHCO3, 0,84; pH 8,2; 172mOsm.

Tabela 4. Duracdo da motilidade (segundos; média + desvio-padrdo) do sémen de Epinephelus
marginatus (n=10 machos, trés replicatas/tratamento) submetido a refrigeracdo a 4°C, em atmosfera
modificada (100% oxigénio), diluido 1:3 (v/v) em diferentes diluentes®)

Tempo de resfriamento (h)

i (2)
Diluente 0 B 21 8
A (pH 6,1) 3060 + 600aA 2100 + 200aB 1000 + 150aC 0+ 0aD
B (pH 7,8) 3060+ 600aA 2200 + 300aB 1100 + 200aC 0+ 0aD
C (pH 8,2) 3060+ 600aA 2000 + 300aB 1000 + 200aC 0+ 0aD
Sémen nao diluido 3060+ 600aA 0+ 0bB - -

WMédias seguidas por letras distintas, mindsculas na coluna e mailsculas na linha, diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

@Diluente A (g/L) = NaCl, 7,89; KCI, 1,19; CaCl,, 0,2; MgCl,, 0,4266; pH 6,1; 158mOsm; diluente B
(g/L) = NaCl, 6,5; KClI, 3,0; CaCl,, 0,3; NaHCO3, 0,2; pH 7,8; 157mOsm; 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; 172mOsm.

A viabilidade econémica do cultivo da garoupa-
verdadeira é significativamente impactada pelo
preco das formas jovens (Sanches et al., 2006).
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Este foi o primeiro trabalho a obter sucesso na
refrigeragdo do sémen da garoupa-verdadeira,
tornando possivel a adocdo dessa técnica como
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ferramenta reprodutiva, a fim de ampliar a oferta
de formas jovens e promover o desenvolvimento
do cultivo comercial dessa espécie. Os resultados
demonstram que, para 0 processo de
refrigeracdo, deve-se optar por um diluente que
ndo apresente bicarbonato de sddio em sua
composicdo e que a refrigeracdo deve ser feita
preferencialmente em atmosfera normal. No
intuito de otimizar os resultados na preservacéo
da qualidade seminal, fica evidente a relevancia
de se considerar a influéncia dos componentes
quimicos dos diluentes no metabolismo
espermatico durante os processos de refrigeracao
e congelamento de sémen. Por meio da utilizacdo
de técnicas de refrigeracdo de sémen, como as
testadas neste estudo, sera possivel avancgar na
adocdo da reproducdo dessa espécie em cativeiro
como ferramenta de conservacdo. Considerando-
se a expressiva quantidade de espécies de peixes
marinhos com potencial para cultivo e em
situacdo de vulneravel ou ameacada, a estratégia
da refrigeracdo do sémen pode proporcionar
significativos avancos na conservacdo da
ictiofauna brasileira.

CONCLUSOES

A refrigeracdo do sémen da garoupa-verdadeira
E. marginatus é eficiente para a conservacdo de
curto prazo, sendo possivel, mediante 0 emprego
do diluente A, manter por até 144 horas uma
adequada qualidade espermatica. N&o ha
vantagens na utilizagdo de atmosfera modificada
(100% oxigénio) na refrigeracdo do sémen dessa
espécie.
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