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RESUMO

Com a finalidade de desenvolver um protocolo de crioconservacao para
o sémen de robalo-peva Centropomus parallelus foram analisados os efeitos
de solucgdes diluentes (pH 6,1, 7,8 e 8,2), velocidades de congelamento (3, 15,
30, 45, 60 e 90°Cxmin™'), proporgdes sémen:diluente (1:1, 1:2, 1:3, 1:4 e 1:5
v/v), concentracdes do crioprotetor dimetilsulféxido (0, 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5, 15 e
17,5%) e tempos de equilibrio (30, 60, 120, 240, 480, 960, 1.920 e 3.840
segundos) sobre a motilidade e tempo de motilidade esperméticas e a
capacidade de fecundacdo do sémen congelado. O sémen usado para o0s
testes de congelamento foi colhido de machos adultos, provenientes de
reproducao artificial, com idade de 2 anos e em primeira maturagdo gonadal
(peso e comprimento total, respectivamente, de 699,070,429 e 317,0+41,93
mm) criados em tanques-rede no ambiente marinho. Para cada analise foi
usada mistura de sémen de 10 individuos. O sémen foi coletado para a
determinacao do volume individual colhido, motilidade e tempo de motilidade
espermaticas, densidade de espermatozdides e capacidade de fecundacéo do
sémen fresco. No congelamento, 5 palhetas plasticas (repeticdes) contendo o
material correspondente a cada tratamento foram depositadas, individualmente,
em container de vapor de nitrogénio (-196°C). Vinte e quatro horas apés o
congelamento, cada palheta foi submersa em agua (27°C) durante 1 minuto,
para determinacdo da motilidade e tempo de motilidade espermaticas. A
capacidade de fecundacdo do sémen congelado e fresco foi determinada
calculando-se volumes de sémen para obtencdo das concentracdes 1,0x10%,
2,0x10%, 4,0x10%, 6,0x10%, 8,0x10%, 1,0x10° 1,2x10°, 1,4x10°, 1,6x10°, 1,8x10°,
2,0x10°, 2,2x10° espermatozéides:ovécito. Para desova, as fémeas receberam
1Ul/g/peso de gonadotrofina coribnica humana (hCG). No sémen
crioconservado, as maiores taxas da motilidade (74,0+5,47%) e do tempo de
motilidade espermaticas (738,6+6,80s) foram obtidas com o diluente pH 8,2,
DMSO 10%, propor¢cao sémen:diluente 1:3, velocidade de congelamento
90°Cxmin™" e tempo de equilibrio 60 seg. Comparando com o sémen fresco
(motilidade de 100% e tempo de motilidade de 464,6+47,56s), a motilidade do
sémen descongelado foi recuperada em aproximadamente 74% dos
espermatozoides, enquanto que o tempo de motilidade foi aproximadamente
60% superior. Em relagdo a fecundacao, as maiores taxas alcangcadas com o
sémen congelado (ao redor de 99%) foram obtidas a partir da concentracéo de
160.000 espermatozoides:ovocito, significativamente diferente (p<0,01) do
sémen fresco. A quantidade de espermas, portanto, foi 14,28% superior a
necessaria para se obter 0 mesmo sucesso com o0 sémen fresco. Taxas de
fecundacao semelhantes (p<0,01) foram obtidas a partir da concentracao
1,6x10°  espermatozoides:ovécito, indicando que o protocolo de
crioconservacao utilizado constitui importante recurso na preservagdo das
caracteristicas funcionais dos espermatozéides e no controle da reproducao do
robalo-peva C. parallelus.
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ABSTRACT

Aiming to develop cryopreservation methods of the semen of fat snook,
Centropomus parallelus had been analyzed the effect of diluents solutions (pH
6.1, 7.8 and 8.2), cooling rate (3, 15, 30, 45, 60 and 90°Cxmin™'), proportions of
semen:diluent (1:1, 1:2, 1:3, 1:4 and 1:5 v/v), concentrations of the dimetil
sulfoxid crioprotetor (0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15 and 17.5%) and the equilibration
time (30, 60, 120, 240, 480, 960, 1,920 and 3,840 seconds) on the motility and
motility time and the semen fertilization capacity of the frozen semen. The
semen used for the freezing tests was harvested of males, two years old,
proceeding from artificial reproduction, at their first gonadal maturation. Fish
body weight and length, respectively, of 699.0 + 70.42g and 317.0 £ 41.93mm)
raised in cages that were set in oceanic environment. For each analysis it was
used semen mixture of 10 individuals. Semen was collected for the
determination of the harvested individual volume, motility and motility time,
density of spermatozoa and fertilization capacity of the fresh semen. From each
sample 5 plastic vanes (repetitions) corresponding material for each treatment
had been deposited, individually, in nitrogen vapor container (-196°C). Twenty
and four hours after the freezing, each vane was submerged in water (27°C)
during 1 minute, for determination of the motility rate and motility time. The
fertilization capacity of the frozen and fresh semen was determined calculating
volumes of semen for attainment of the concentrations 1.0x10% 2.0x10°,
4.0x10*%, 6.0x10%, 8.0x10%, 1.0x10°, 1.2x10°, 1.4x10°, 1.6x10°, 1.8x10°, 2.0x10°,
2.2x10° sperm:egg. For spawning, the females had received 1 Ul/g/weight from
human corionic gonadotrofin being (hCG). In the cryopreserved semen, the
highest motility rate (74.0 = 5.47%) and the motility time (738.6 + 6.80 second)
had been gotten with diluent pH 8.2, DMSO 10%, 1:3semen:diluent ratio,
cooling rate 90 °Cxmin™' and equilibration time of 60 second. Comparing with
the fresh semen (100% motility and motility time of 464.6 + 47.56 second), the
motility of the defrosted semen was ream in approximately 74% of the
spermatozoa, whilst the motility time was approximately 60% superior. In
relation to the fertilization rate, the highest taxes reached with the frozen semen
(around 99%) had been obtained with the concentration of 160,000 sperm:egg,
with significant differences (p<0,01) of the cool semen. The amount of sperm,
therefore, was 14.28% superior of the necessary armament of fresh semen one
to get success with the. Similar taxes of fertilization (p<0,01) had been gotten
from the concentration 1.6x10° sperm:egg, indicating that the protocol of used
cryopreservation constitutes important resource in the preservation of the
functional characteristics of the spermatozoa and in the control of the
reproduction of fat snook C. parallelus.
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1. INTRODUCAO

Face ao drastico declinio dos estoques naturais de peixes no mundo
(NEW, 1997) e das estimativas de que a pesca comercial levara, nas préximas
décadas, ao esgotamento irreversivel dos principais estoques de peixes
marinhos de interesse comercial, cenario agravado pela paulatina perda da
estabilidade dos ecossistemas que os sustentam (WORM et al., 2006), torna-se
imprescindivel o desenvolvimento dos métodos de conservacado dos gametas e
sua aplicacao no controle da reproducao das espécies (DONALDSON et al.,
2000).

Desde que BLAXTER (1953) utilizou espermatozdides conservados a
-79°C, no cruzamento de duas populacées com periodos diferentes de desovas
do arenque do Atlantico (Clupea harengus), as técnicas de congelamento tém
sido utilizadas no controle da reprodugdo assistida de muitas espécies de
interesse econémico (BILLARD et al., 1995), na formacao de bancos de sémen
de espécies ameacadas (HARVEY, 1996) e na manutencao da variabilidade
genética nas pisciculturas (MC ANDREW et al., 1993). Segundo CLOUD et al.
(1990) e TIERSCH (2000), a tecnologia tem potencial para ser aplicada,
também, na criacao e distribuicdo de organismos geneticamente modificados,
com importantes impactos para a piscicultura moderna. Andlises sobre o
impacto econdmico da introducdo do sémen congelado no ciclo de producéo
comercial de algumas espécies (enguia européia Anguila anguila, peixe gato
Ictalurus punctatus e, principalmente, salmao do Atlantico Salmo salar) indicam
o crescimento da industria de sémen, também, para outras espécies (CAFFEY
e TIERCH, 2000).

Estima-se que, das mais de 200 espécies com protocolos de
crioconservacao experimentalmente determinados (THIRUMALA et al., 2006),
aproximadamente 40 sao do ambiente marinho (GWO, 2000). Muitos desses
estudos foram detalhadamente revisados em varias publicagdes (MOUNIB,
1978; SCOTT e BAYNES, 1980; RANA, 1996; TIERSCH, 2000; SUQUET et al.,
2000; GWO, 2000; CHAO e LIAO, 2001; THIERSCH, 2001; BILLARD et al.,

2004). Em espécies marinhas do litoral brasileiro, a técnica foi aplicada,



primeiro, na tainha Mugil platanus (SERRALHEIRO et al., 1992) e, depois, no
robalo-peva Centropomus parallelus (SERRALHEIRO et al., 1998) e linguado
Paralichthys orbignyanus (LANES et al, 2006; CAMPOS et al, 2006;
CAVALCANTI et al., 2006).

1.1 Crioconservacao do sémen

O sémen dos peixes é composto de células (espermatozéides)
suspensas em meio fluido (plasma seminal). Os espermatozoides sao
constituidos por uma membrana semipermeavel que abriga em seu interior
quantidades distintas de agua, organelas, sais dissolvidos, acucares, proteinas
e lipideos (CIERESZKO et al., 2000). No modelo estrutural mais aceito para a
membrana espermatica, sub-unidades de fosfolipideos estdao ligadas a
proteinas formando um mosaico (MC ANDREW et al., 1993). Em temperaturas
fisiologicas, as cadeias de acidos graxos (bipolares em relacdo a agua) estao
arranjadas em duas superficies, formando uma parede, com as porcoes
hidrofilicas dirigidas para as bordas em contato com as solu¢cdes aquosas
internas e externas das células e as hidréfobas direcionadas para o centro da
membrana. O plasma seminal, que na maioria dos teledsteos é secretado nos
testiculos e dutos espermaticos, contém &gua e substdncias minerais
(predominando os ions sédio, potassio e cloro) e organicas (lipidios, agucares,
proteinas e esterdides) que refletem tanto a atividade metabdlica como a
reprodutiva dos espermatozéides. Alguns componentes do plasma, no entanto,
sao originados de deterioracdes de espermatozdides e células dos testiculos e
dutos espermaticos. Em temperaturas fisioldgicas, a natureza da estrutura
lipoprotéica da membrana celular dos espermatozoéides tem papel importante
na regulagédo do influxo e efluxo da agua e dos ions em solugdo, mantendo
semelhantes as concentracdes dos solutos dos meios intra e extracelulares
(DENNISTON et al., 2000; THIRUMALA et al., 2006).

Enquanto o sémen é mantido nos testiculos, os espermatozoides
geralmente se mantém viaveis durante todo periodo reprodutivo da espécie, ao
contrario do que se verifica no sémen extraido. Neste caso, a atividade
metabdlica dos espermatozoides altera a estabilidade do fluido seminal,



reduzindo o tempo de viabilidade (LAHNSTEINER, 2000). Altera¢cdes no regime
metabdlico dos espermatozoides ex situ, através de técnicas de resfriamento,

vém sendo introduzidas no sentido de ampliar a sua viabilidade.

Em peixes, a reducao térmica do sémen dos patamares fisiolégicos para
temperaturas proximas do 0°C, diferentemente dos mamiferos, ndo afeta a
estabilidade dos espermatozéides (MANN e LUTWAK-MANN, 1955; STOSS,
1983). Na crioconservacao, porém, as temperaturas criogénicas, usualmente
inferiores a -150°C, ocasionam danos significativos e irreversiveis aos
espermatozoides (MAZUR, 1964).

O nitrogénio liquido (-196°C), introduzido juntamente com o oxigénio e
argbnio, no final da década de 1950, para o congelamento do sémen de
bovinos (CHANDLER, 2000), é atualmente o sistema refrigerante mais
amplamente aplicado na crioconservagao do sémen de mamiferos e de peixes
(MC ANDREW et al., 1993).

A consequéncia direta da reducédo da temperatura dos espermatozdides
€ a diminuicdo dos movimentos moleculares e, por extensado, da atividade
metabdlica, o que explica o prolongamento da longevidade in vitro. O tempo de
sobrevida, porém, esta relacionado com a intensidade do resfriamento. Ao zero
absoluto (-273,16 °C), temperatura do hélio liquido, os movimentos moleculares
cessam, paralisando todos os eventos biolégicos e bioquimicos (TAYLOR,
1987). Nessa temperatura, as células podem ser preservadas geneticamente
estaveis por periodo extremamente longo, sendo afetadas somente pela
radiacao de fundo (ASHWOOD-SMITH, 1980). Na prética, porém, nenhum
evento bioldégico importante ocorre em material biolégico estocado em

temperaturas iguais ou inferiores a -150 °C (MAZUR, 1964).

A crioconservagao de células e tecidos animais envolve uma série de
eventos fisico-quimicos, semelhantes aos descritos para os sistemas eutéticos
(FRANKS, 1982), relacionados com a dindmica do transporte do calor e da

agua entre células e tecidos e o meio circundante (BART, 2000).



Um dos aspectos da crioconservacgao refere-se as mudancgas do ponto
de congelamento da agua do fluido extracelular e o seu efeito nas propriedades
osmoticas dos espermatozdides, a medida que a temperatura declina. Com a
agua misturada a diferentes tipos de solutos (compostos minerais e organicos),
0 seu ponto de congelamento ocorrera em patamares abaixo do 0°C, ponto de
fusdo da agua pura. (MC ANDREW et al., 1993; DENNISTON et al., 2000).

Com o sémen sendo continuamente resfriado, a agua do meio
extracelular comega a se solidificar antes da intracelular. A nucleagéo e o
acumulo do gelo no meio extracelular irdo resultar no aumento da concentragéao
do soluto residual que se torna hiperosmético em relacdo as células super
resfriadas. Nesse momento, a agua do interior dos espermatozéides, que ainda
permanece no estado liquido, comeca a fluir para diminuir a elevada pressao
externa (MAZUR, 1970).

Na seqlUéncia, o calor latente de cristalizacdo € dissipado do sémen
fazendo com que a temperatura de congelamento do meio se eleve, mantendo-
se, porém, em patamares negativos. Porém, com o declinio das temperaturas
de refrigeracdo, mais agua é subtraida do meio extracelular sob a forma de
gelo, resultando em queda continua do ponto de congelamento do sémen e
aumento gradativo da osmolalidade do soluto residual, em relagdo aos
espermatozoides. A compensacao é feita mediante o continuo afluxo da agua
residual super resfriada do interior dos espermatozoéides, até que o solvente e
soluto residuais se solidifiguem completamente no ponto eutético.

A amplitude dos efeitos subseqlentes da variacdo continua da
osmolalidade dos meios intra e extracelular sobre os espermatozdides super
resfriados, dependem da velocidade de resfriamento aplicada ao sémen
(VIVEIROS, 2002). Se o resfriamento for suficientemente lento, a célula é
capaz de perder agua rapidamente, sofrer desidratacao e reducao do tamanho.
A permanéncia muito prolongada dos espermatozoides nessas condi¢coes de
concentracdo crescente do soluto, ja que parte da &agua efluida é
continuamente convertida em gelo, acentua seu grau de desidratacdo e

e

encolhimento e, eleva os niveis de concentracdo dos meios intra



extracelulares. Os efeitos desses eventos, denominados “efeitos de solucao’
(MAZUR, 1970) inviabilizam os espermatozéides. Por outro lado, se a
velocidade de congelamento aplicada for muito rapida, as células nao irao
dispor do tempo suficiente para eliminar a quantidade de agua necessaria para
recompor o equilibrio eletroquimico entre os solutos. Aqui, os efeitos de uma
excessiva exposicao dos espermatozoides predispora a formagao de pequenos
cristais de gelo no seu interior (MAZUR, 1977). Ao descongelar o sémen, esses
cristais coalescem (recristalizagdo) em blocos maiores de gelo causando
perfuracdes irreversiveis (crioinjurias) nas estruturas celulares (FRANKS,
1982). A magnitude da recristalizacdo pode ser minimizada aplicando-se ao

sémen elevadas velocidades de descongelamento.

As principais injurias fisicas e quimicas causadas aos espermatozdides
pela variacdo da concentragcdo de solutos, desidratacdo, modificacbes na
estrutura da membrana celular, alteragées do pH, recristalizacdo do gelo no
interior e fora dos espermatozoides, durante o processo de resfriamento e
aquecimento, podem ser minimizadas aplicando-se ao sémen um tratamento
adequado. Tipos e proporcdes de diluentes e de crioprotetores, tempos de
equilibrio, velocidades de congelamento e de descongelamento sao

investigados em peixes para otimizar os resultados da crioconservacgao.

Para LUBZENS et al. (1997), os maiores beneficios resultantes da
preservacao de gametas de peixes sdo: a) aumentar a eficiéncia de programas
de melhoramento genético de estoques de reprodutores, obtidos através de
métodos classicos de selecdo ou por manipulagdo genética (triploides,
transgenia); b) permitir a fecundacdo cruzada entre espécies que se
reproduzem em estacdes de reproducao distintas; c) estender a estacdo de
reproducdo; d) aumentar a protecdo dos estoques de peixes contra doencas,
pela introducdo de linhagens resistentes a doencas; e) disponibilizar
continuamente gametas com qualidade determinada; f) diminuir os custos das
pisciculturas referentes a manutencao dos plantéis de reprodutores; g) proteger
os estoques criados contra perda acidental de linhagens geneticamente
melhoradas.



1.2 A espécie Centropomus parallelus

A familia Centropomidae é representada, unicamente, pelo género
Centropomus, que compreende os robalos encontrados no ocidente e oriente

das Américas, nos Oceanos Pacifico e Atlantico (RIVAS, 1962).

No Brasil, FIGUEIREDO e MENEZES (1980) citam para o sudeste e sul
do Brasil, a ocorréncia de quatro espécies, C. parallelus (Poey, 1860) e C.
undecimalis (Bloch, 1792) distribuindo-se do sul da Flérida (USA) ao sul de
Santa Catarina (BR), e C. ensiferus e C. pectinatus, da Florida ao Rio de
Janeiro (BR). Embora constituam grupos com semelhancas morfol6gicas bem
acentuadas possuem, no entanto, caracteristicas discriminantes que
possibilitam sua identificacdo. As espécies do género Centropomus sao
estenotérmicas e estdo restritas as regides tropicais e subtropicais das
Américas (RIVAS, 1962), sendo encontradas na regido costeira, geralmente,
em aguas em torno de 24°C (SHAFLAND e FOOTE, 1983; RIVAS, 1986).
Caracterizam-se, também, por serem eurihalinas, estando presentes em aguas
marinhas, continentais e, principalmente, em aguas salobras de ambientes
estuarinos (CHAVES, 1961; PEREZ-PINZON, 1991).

O robalo é considerado um dos recursos pesqueiros mais importantes,
do ponto de vista social, para as populacées humanas tradicionais do litoral do
pais. A exploracdo desse recurso, inicialmente equilibrada e sustentavel,
exercida principalmente como fonte de subsisténcia, através da pesca, passou
a ser cada vez mais intensiva em decorréncia da demanda do mercado e da
pesca recreativa. Em estados nordestinos, porém, existe uma producao
tradicional de C. undecimalis, baseada no recrutamento de individuos jovens
para engorda em viveiros estuarinos naturais, cujo volume nao é contabilizado
nas estatisticas pesqueiras (SILVA, 1976; MAIA et al, 1980; ROCHA e
OKADA, 1980).

Sobre C. parallelus, com o sucesso das pesquisas sobre reproducao
artificial e producao de larvas em escala-piloto ja consolidadas (ALVAREZ-
LAJONCHERE, 2001; CERQUEIRA, 1995, 2002; FERRAZ et al., 2003;



GODINHO et al., 1997, 2000; MIOSO, 1995, SERRALHEIRO et al., 2004 a e
b), a exploracdo da espécie em escala comercial é atrativa, contando com

possibilidades reais de éxito.

Outros estudos com C. parallelus, realizados nos ultimos anos,
contribuiram para esses resultados, como aqueles sobre aspectos reprodutivos
da espécie, definindo a época e o tipo de desova, curva de maturagdo gonadal,
estadios gonadais e relagdes morfofisiologicas (GODINHO et al.,, 1996, 1997;
SOUZA, 1998; SERRALHEIRO et al, 1998; FERRAZ et al, 2004;
RODRIGUES, 2005); sobre incubacdo de ovos (ARAUJO e CERQUEIRA,
2005); sobre manejo e nutricdo de jovens (CERQUEIRA e BRUGGER, 2001;
SEIFFERT et al., 2001; TEMPLE et al., 2004; ALVES JR. et al., 2006; da SILVA
ROCHA et al, 2005; LEMOS et al, 2006) e sobre o desempenho no
crescimento de jovens até a fase adulta (CAVALHEIRO, 2000; ALVAREZ-
LAJONCHERE, 2001; BARROSO et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003).

Porém, em relacdo a crioconservacdo de sémen na familia
Centropomidae, ndo existem informacdes na literatura referentes a animais
criados no cativeiro. Os Unicos dados existentes foram os obtidos com o
robalo-flexa C. undecimalis (GRIER e NEIDING, 2000; TIERSCH et al., 2004) e
com o robalo-peva C. parallelus (SERRALHEIRO et al. 1998, 2003, 2004 a e
b), capturados no ambiente natural.

1.3 OBJETIVOS

Como objetivo geral este trabalho teve a finalidade de desenvolver um
protocolo de crioconservacao do sémen de reprodutores de robalo-peva C.
parallelus criados em cativeiro, para utilizacdo no controle da reproducéo.

Especificamente, buscou-se:

a) avaliar os parametros volume de sémen coletado, densidade espermatica,

motilidade, tempo de motilidade e capacidade de fecundagdo do sémen



fresco de reprodutores em primeira maturacdo gonadal, criados em

tanques-rede;

examinar os efeitos do congelamento na motilidade e tempo de motilidade
espermaticas e, também, na capacidade de fecundacdo do sémen quando
sdao empregados diferentes tipos de diluentes, velocidades de
congelamento, propor¢cdes sémen:diluente, concentragdes de crioprotetor e

tempos de equilibrio.

determinar a capacidade de fecundacdo do sémen crioconservado em

comparagio ao fresco.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reprodutores de robalo-peva C. parallelus

Os reprodutores de C. parallelus utilizados nos experimentos foram
oriundos de reprodugéo induzida e larvicultura conduzidas, em fevereiro de
2002, no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento do Litoral Sul do Instituto de
Pesca (SAA), em Cananéia (SP). Aos 3 meses de idade, os jovens foram
transportados para o Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento do Litoral Norte,
em Ubatuba (SP), em tanques (10m®) conectados a um sistema de
recirculacdo de agua marinha, durante 180 dias, e depois em tanques-rede

(2,0x2,0x1,5 m) instalados em ambiente marinho.

Durante o periodo de crescimento e maturacao foi fornecido como
alimento, racao comercial com 40% de proteina bruta, na proporcéo de 3% do

peso, administrada duas vezes ao dia, as 9:00 e 17:00 horas.

Em fevereiro de 2004, periodo reprodutivo do robalo-peva, o0s
exemplares, com 2 anos de idade e em primeira maturacdo gonadal, foram
avaliados para determinacdo do grau de maturacdo. Os machos maduros,
selecionados pela presenca de sémen na papila genital, ap6s leve compressao
abdominal, foram transferidos para tanques de plastico cilindricos (volume de
10m?®) conectados em sistema de recirculagdo de agua marinha e aclimados
durante 5 dias. A temperatura e salinidade foram mantidas constantes,
respectivamente, 26 °C e 35.

2.2 Coleta do sémen

Antes da coleta do sémen, os dados de comprimento total e peso de
cada reprodutor foram anotados. Tanto para a analise das caracteristicas do
sémen fresco como, também, para a realizagdo de cada experimento de
crioconservacado e de capacidade de fecundacao foi utilizado sémen de 10
exemplares, escolhidos, aleatoriamente, a partir do lote de 80 reprodutores

maduros, previamente selecionados.



2.3 Avaliacao das caracteristicas do sémen fresco
2.3.1 Volume do sémen

O sémen de cada reprodutor foi colhido, individualmente, em seringas
plasticas de 1mL graduadas envoltas em papel opaco, pressionando
manualmente a regido abdominal compreendida entre as nadadeiras peitoral e

caudal, no sentido cranio-caudal.

Durante a colheita do sémen, evitou-se a contaminacdo com fezes e,
principalmente, urina, uma das principais fontes de reducédo da qualidade do
sémen (RANA, 1995) e, também, a incidéncia de luz. Depois de aferido o
volume do sémen das seringas, o conteludo foi transferido para um Unico
recipiente de plastico opaco graduado de 5mL, mantido em ambiente com
temperatura constante de 26 °C.

As analises de avaliacdo do sémen e o0s experimentos de

crioconservacao realizados com o robalo-peva estdo esquematizados na

Figura 1.
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Figura 1. Representacdo esquematica das andlises do sémen fresco e dos

experimentos de crioconservacao com o sémen do robalo-peva C. parallelus.
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2.3.2 Densidade espermatica

A concentracado espermatica foi estimada apds a diluicao do sémen, em
duas etapas, até atingir a diluicao final de 1:10*. Primeiro, aliquota de 10 pL de
sémen foi adicionada a 990 pL de solucéo de formol salino (5 %). No momento
da realizagdo da contagem, os espermatozoides foram novamente diluidos
utilizando a mesma solucao e mesmo fator de diluicdo. A contagem foi feita em
camara de Neubauer Improved, em microscépio éptico de contraste de fase
(200 x).

O numero de espermatozéides foi estimado segundo a férmula:
Ce =N x Fc;

onde:
Ce: concentracdo de espermatozéides por mm?;
N: nimero de células contadas na camara de Neubauer;

Fc: fator de correcao, onde:
Fc = (q x fd)/d,

em que:

q = 5, razao entre o numero total de quadrados da camara de Neubauer (25) e
0 numero de quadrados em que foram realizadas as contagens (5);

fd = 10, representa o fator de diluicdo da aliquota de sémen;

d = 0,1 mm, representa a profundidade da camara de Neubauer.

A média da densidade espermatica foi utilizada como referéncia para
andlise da capacidade de fecundacao do sémen (Experimento VI).
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2.3.3 Motilidade e tempo de motilidade espermaticas

A motilidade espermatica foi estimada logo apés o término da colheita do
sémen de cada individuo. Aliquota de 15 uL de sémen fresco foi depositada em
lamina de vidro e, a seguir, misturada com igual volume de agua marinha (35,
26°C). A homogeneizagéo foi feita com auxilio de laminula que, em seguida, foi
depositada sobre a amostra do sémen. Na estimacdao da motilidade, em
microscépio 6ptico com contraste de fase (400x), foram considerados os
espermatozoides que apresentaram movimento em Unico campo focal,
escolhido aleatoriamente, com a intensidade da luz mantida inalterada. A taxa
de motilidade do sémen foi estimada pelo numero de espermatozoides

médveis/numero total de espermatozoides presentes no campo éptico.

A duracao da motilidade dos espermatozoides foi cronometrada desde o
inicio da homogeneizagdo do sémen com agua marinha até que todas células
se tornassem imoveis. O tempo de motilidade celular foi aferido na mesma

amostra do sémen preparada para observar a motilidade espermatica.

2.4 Crioconservacao do sémen

Devido ao fato dos reprodutores de robalo-peva, em primeira maturagao
gonadal, liberarem, por individuo, volume de sémen insuficiente para suprir o
exigido, os fatores do congelamento examinados neste estudo (tipo de diluente,
propor¢cdo sémen:diluente, concentragdo do crioprotetor dimetilsulféxido
(DMSO), velocidade de congelamento e tempo de equilibrio) foram analisados
em experimentos separados e na ordem, como mostra a Figura 1. O critério de
misturar o sémen de um numero fixo de 10 individuos foi adotado, neste
estudo, para completar o volume requerido para cada teste. A agilizacdo das
colheitas e analises microscopicas do sémen e o envolvimento das seringas e
frascos com material opaco, evitaram que o tempo despendido na coleta e as
condigbes de armazenamento do sémen in vitro interferissem na estabilidade

dos espermatozoides.
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Por experimento, a seguir, foi utilizado sémen de 10 reprodutores. Para
cada tratamento foram congeladas 5 palhetas plasticas seladas com alcool
polivinilico (repeticdes). O congelamento foi realizado em botijao criogénico de
vapor de nitrogénio (-196°C), seguindo as etapas enumeradas por WAYMAN e
TIERSCH (2000). Vinte e quatro horas apés o congelamento, as palhetas
foram descongeladas em agua a 27°C, durante 2 minutos, para afericao das

caracteristicas motilidade (%) e tempo de motilidade espermaticas (segundos).

O melhor resultado obtido em cada experimento, em termos de
motilidade e tempo de motilidade espermaticas, foi utilizado para definir as
combinacdes do sémen para o exame dos fatores subseqtientes, conforme
Figura 1. Somente sémen com motilidade espermatica superior a 90% foi

utilizado para o desenvolvimento dos experimentos de congelamento.

2.4.1 Experimento | — Determinacao do diluente

Trés solugcbes com diferentes composicdes ibnicas e pH, baseadas na
composicdo quimica do plasma seminal de tele6steos marinhos, foram
propostas como solugdes diluidoras do sémen. Diluente 1 (com pH 6,1): NaCl,
7,89; KCI, 1,19; CaCl,, 0,2; MgCl,, 0,4266 g/L (CHAO et al., 1975); Diluente 2
(com pH 7,8): NaCl, 6,5; KCl, 3,0; CaCl,, 0,3; NaHCO3, 0,2 g/L (PELETEIRO et
al., 1996); Diluente 3 (com pH 8,2): NaCl, 7,89; KClI, 1,19; CaCl,, 0,22; MgCls,
0,72531; NaPQ,4, 0,0805; NaHCO;, 0,84 g/L (SERRALHEIRO et al, 1992;
1999).

O sémen colhido dos exemplares, ap6s a mistura, foi dividido em
volumes iguais, em trés frascos plasticos opacos, para o teste respectivo de
cada um dos diluentes. Os diluentes, previamente, acrescido do crioprotetor
dimetilsulféxido (DMSO) na concentragdo de 10%, foram adicionados
lentamente ao sémen até completar a proporcao de 1:1 (v/v).

O tempo de equilibrio entre o inicio da diluicao do sémen e o inicio do
congelamento foi de 60 segundos e a velocidade de congelamento, 90°Cxmin™.
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2.4.2 Experimento Il — Determinacao da velocidade de congelamento

Para definir a velocidade de congelamento mais adequada a
preservacao das caracteristicas espermaticas do sémen do robalo-peva, foram
testadas as seguintes velocidades: 3, 15, 30, 45, 60 e 90°Cxmin'. O
monitoramento da velocidade foi feito com auxilio de um par-termoelétrico, com

variacao de temperatura entre 100 e -300°C.

No sistema criogénico empregado, as velocidades de congelamento séo
determinadas, previamente, para cada espécie em funcdo do tamanho das
palhetas utilizadas para o envasamento do sémen (WAYMAN e TIERSCH,
2000).

As palhetas foram confeccionadas a partir de tubos de plastico
criogénico, utilizados rotineiramente na inseminagao artificial de bovinos. Os
tubos foram cortados em tamanhos variados para que, uma vez preenchidos
com diferentes volumes de sémen diluido do robalo-peva, durante o
resfriamento no botijdo criogénico, pudessem refletir as velocidades de
congelamento examinadas neste estudo. Cada palheta foi selada em uma das
extremidades, com alcool polivinilico em pé interposto entre camadas de

algodéo hidrofilo e hidréfobo.

Para este experimento, o sémen foi diluido com a solugdo previamente

definida no Experimento I.

A proporcao de sémen:diluente foi de 1:1, a concentragédo do crioprotetor
(DMSOQO), 10% e o tempo de equilibrio, 60 segundos.

2.4.3 Experimento Ill — Determinacao da proporcao sémen:diluente
Para otimizar a proporcao sémen:diluente na crioconservagao do sémen

do robalo-peva, foram examinadas as proporcoes de 1:1, 1.2, 1:3, 1.4 e 15
(V/V).
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Para o congelamento do sémen, neste experimento, o tipo de diluente e
a velocidade de congelamento foram selecionados levando-se em
consideracao os melhores resultados de motilidade e tempo de motilidade
espermaticas obtidos, respectivamente, no Experimento | e Experimento Il. A
concentracdo do crioprotetor DMSO foi de 10% e o tempo de equilibrio, 60

segundos.

2.4.4 Experimento IV — Determinacao da concentracao do crioprotetor

A determinagdo do grau de protecdo e/ou de toxicidade conferido pelo
dimetilsulféxido (DMSQO) aos espermatozéides do robalo-peva durante o
processo de congelamento, foi realizada através da adicdo do crioprotetor ao
diluente nas seguintes concentragdes: 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15 e 17,5%. O
tipo do diluente, a velocidade de congelamento e a proporcao sémen:diluente
utilizados, neste experimento, foram determinados nos experimentos

anteriores. O tempo de equilibrio foi fixado em 60 segundos.

2.4.5 Experimento V — Determinacao do tempo de equilibrio

Neste experimento, foram examinados os tempos de 30; 60; 120; 240;
480; 960; 1.920 e 3.840 segundos. O sémen diluido permaneceu estocado em
um unico frasco de plastico opaco, em temperatura ambiente de 26°C, até que
o periodo maximo estipulado para o equilibrio do sémen com o diluente (3.840
segundos) fosse atingido. Ao transcorrer o tempo relativo a cada periodo de
equilibrio, as palhetas respectivas foram preenchidas com parte do material
estocado e em seguida depositadas no botijao criogénico. Esse procedimento
foi repetido até que o periodo maximo de absorcdo do crioprotetor pelos

espermatozoides fosse atingido.

2.4.6 Experimento VI — Determinacdao da capacidade de fecundacao do

sémen

O teste de capacidade de fecundacdo do sémen crioconservado do

robalo-peva foi realizado simultaneamente com o do sémen fresco,
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inseminando-se ovécitos oriundos de uma unica fémea. Tanto para o sémen
fresco como para o crioconservado foram utilizados o mesmo diluente e

mesma diluicado do sémen.

No total, foram injetadas 10 fémeas e os critérios utilizados para a
selegdo, inducdo hormonal e analises dos ovocitos foram os mesmos descritos
por GODINHO et al. (2000). A biometria e observacdo de 500 ovécitos foi
realizada com auxilio de estereomicroscépio (300x), com ocular micrométrica.
Em amostras de ovocitos transparentizados em solugéo de Serra (LEMANOVA
e SAKUN, 1975) foram observadas, também, a posicdo da vesicula e a
distribuicao das gotas de 6leo intracitoplasmaticas. No momento da desova,
aproximadamente 35 horas apo6s a inducdo, os ovécitos procedentes das
fémeas que responderam ao tratamento foram recolhidos, individualmente, por
leve pressdo abdominal direto em bandejas plasticas. Para a inseminacao
foram utilizados os ovécitos das fémeas que apresentarem diametro médio ao
redor de 600um, distribuicao de freqiéncia unimodal, com vesicula germinativa
rompida e presenca de uma unica gota de 6leo.

Em seguida, 120 Ilotes de ovécitos (parcelas), contendo
aproximadamente 1.000 ovdcitos/lote, foram distribuidos em recipientes
plasticos de 50mL para a inseminagdo, simultdnea, de 60 lotes com sémen
fresco e 60 com crioconservado. Na inseminagdo, com ambos 0S semens,
foram utilizados volumes diferentes calculados com auxilio de microsseringas,
levando-se em consideracao a média da concentracao espermatica observada
no sémen fresco, correspondendo as concentragcdes de espermatozodides:
ovocitos determinadas para este experimento (Figura 2). Para cada uma das
concentracdes de sémen propostas (tratamentos) foram inseminados 5 lotes de
ovocitos (repeticdes). Apds a mistura do sémen com os ovécitos, foi adicionada
agua marinha (35) para ativar os espermatozoides e iniciar a fecundacao.
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Figura 2. Representacdo esquematica do experimento de capacidade de
fecundagao com sémen fresco e crioconservado de C. parallelus

O material correspondente a cada lote foi, posteriormente, depositado
em incubadoras individuais com volume de 1L, mantidas dentro de um tanque
com circulagdo intermitente de agua marinha (35) e temperatura de 28°C.
Dezessete horas ap6s a inseminacao, antes do inicio da eclosédo das larvas, 0os
ovos de cada incubadora foram fixados em solucdo salina de formol a 5% e
estocados em frascos plasticos, para posterior afericdo do percentual dos

embrides formados.
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2.5 Analise dos dados

Os valores obtidos nos experimentos de crioconservacao do sémen sao
estimativas da motilidade (porcentagem) e do tempo da motilidade

espermaticas (segundos).

Para avaliacdo da capacidade de fecundacdo foi determinada a
porcentagem do total dos ovos embrionados em relacdo ao total dos ovos
inseminados, e a porcentagem dos ovos embrionados com o0 sémen fresco e

com o crioconservado.

Para andlise estatistica dos dados, utilizou-se o SAS (Statistical
Analyses System), o SAS/STAT, versdo 6.11 de 1990. As médias das
diferentes variaveis foram estimadas pelo procedimento Means. A anadlise de
variancia foi efetuada pelo procedimento ANOVA (Analysis of Variance). Este
procedimento realiza teste de igualdade entre trés ou mais médias, permitindo
verificar se a variabilidade dentro dos grupos € maior que a existente entre os
grupos. A técnica supde independéncia e normalidade das observagbes e
igualdade entre as variancias dos grupos. A significancia das diferencas
obtidas entre os tratamentos em cada experimento, em termos de motilidade
(%) e tempo de motilidade (s) e, também, entre as taxas de fecundacéao
observadas com os dois semens e entre as diferentes concentracdées de
espermatozoides:ovocito foram obtidos pelo método ANOVA, usando
procedimentos paramétricos, com base no teste de variacao multipla de Tukey.
Os valores de p < 0,01 foram considerados significantes.

Para os valores de porcentagem, no caso da motilidade e taxa de
fecundacao, foi aplicado o teste de normalidade, que segundo SAMPAIO
(1998), certifica que os valores ndo ultrapassem o limite inferior (zero) e/ou
superior (100%) da variavel, em porcentagem, garantindo uma distribuicao
normal (simétrica) de valores no intervalo permitido de 0 a 100%.
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No caso da variavel analisada ultrapassar os limites permitidos, foi

realizada a transformacgéo angular dos dados através da férmula:
variavel transformada = arcsenvx
em que:
X precisa ser expresso em percentual/100, ou seja, x<1.
Para as variaveis que nao apresentavam normalidade, o procedimento
ANOVA foi realizado com a variavel transformada pela férmula descrita acima.

No entanto, os valores apresentados nas diferentes tabelas e graficos para as

variaveis transformadas, estdo na escala original, ou seja, sem transformacao.
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3. RESULTADOS
3.1 Caracteristicas do sémen fresco

Os dados obtidos da biometria dos exemplares e das caracteristicas do
sémen fresco (volume, densidade espermatica, motilidade e tempo de
motilidade espermatica) estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1. Dados de comprimento total (mm), peso total (g), volume de sémen
(mL), densidade de espermatozéides (célsxmL™), motilidade (%) e tempo de
motilidade espermaticas (s) dos reprodutores de C. parallelus

Caracteristicas Esperméticas

; Peso
Macho n° Gomermente Total volume Densidade Motilidade Tempo de
Total Sémen ) Motilidade
(9) (x10"célsxmL™) (%)
(mm) (mL) (s)
1 268,0 600,0 1,9 2,5 100 480,0
2 259,0 590,0 2,0 2,7 100 455,0
3 285,0 700,0 1,8 2,5 100 398,0
4 362,0 750,0 2,4 2,0 100 523,0
5 355,0 750,0 2,1 2,7 100 511,0
6 339,0 740,0 0,8 2,9 100 478,0
7 270,0 610,0 2,3 2,0 100 378,0
8 325,0 740,0 2,1 2,3 100 461,0
9 345,0 745,0 2,3 2,4 100 511,0
10 362,0 765,0 0,9 2,6 100 451,0
Média 317,0 699,0 1,9 2,5 100 464.,6
Dp +41,93 170,42 +0,56 +0,30 +0,00 + 47,56

3.2 Crioconservacao do sémen
3.2.1 Experimento | — Determinacao do diluente

Os resultados deste experimento indicaram que o diluente 3, com pH
8,2, resultou em melhor tempo de motilidade espermatica, com diferencas
significativas  (p<0,01) quando comparado aos diluentes 1 e 2,

respectivamente, com pH 6,1 e 7,8. Em relacdo a motilidade dos
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espermatozoides, os resultados obtidos com os trés diluentes nao
apresentaram diferengas significativas (p<0,01) (Tabela 2).

Tabela 2. Médias e desvios padrao da motilidade (%) e do tempo de motilidade
(s) do sémen crioconservado de C. parallelus, obtidos no experimento |

Diluente Motilidade (%) Tempo de Motilidade (s)
Diluente 1 (pH 6,1) 69,7 +6,42 2 354,7 + 834 °
Diluente 2 (pH 7,8) 70,0 + 3,942 421,6 +13,09 ®
Diluente 3 (pH 8,2) 70,0 +3,94 2 610,8 + 9,60 *

? Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam
diferencas significativas (p<0,01)
A- PR . ~ . .

© Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam

diferencas significativas (p<0,01)

O teste de normalidade foi aplicado nesses dados, ndo havendo
necessidade de transformacao (Tabela 3).

Tabela 3. Média, desvio padrao e valor minimo e maximo da motilidade (%)

obtidos no experimento |

Observacao Média Dp % Minima % Maxima
Motilidade 69,9 0,19 69,5 70,3

3.2.2 Experimento Il — Determinacao da velocidade de congelamento

Os resultados deste experimento indicaram que as velocidades de
congelamento  90°Cxmin™ e 60°Cxmin”' apresentaram os melhores
desempenhos, de acordo com os valores da motilidade e tempo de motilidade
espermaticas, sem diferencas significativas (p<0,01) entre elas (Tabela 4).

Os valores da motilidade e do tempo de motilidade espermaticas foram

inversamente proporcionais ao volume das palhetas.
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Tabela 4. Médias e desvios padrao da motilidade (%) e do tempo de motilidade
(s) do sémen crioconservado de C. parallelus, obtidos no experimento |l

Volume Velocidade Motilidade Tempo de Motilidade

(ml) (°Cxmin™) (%) (s)

0,25 90 76,0 £ 5,47 @ 739,6 +7,98
0,50 60 76,0 £ 4,182 741,812,024
0,75 45 57,0+ 4,47° 537,0 £ 10,53 ®
1,00 30 36,0+5,47° 462,0 +£24,09 ©
1,25 15 17,0 £ 4,47 ° 184,4 +11,26 °
1,50 3 5,0 +0,00 ® 64,8 +11,96 ©

?"° Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam
diferencas significativas (p<0,01)

-E JORT . ~ . .
A% Médias e desvios padrao com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam

diferencas significativas (p<0,01)

O teste de normalidade foi aplicado nesses dados e os valores de
porcentagens foram transformados (Tabela 5). Analisando os valores
transformados, verificou-se que n&o houve mudanca nos resultados

anteriormente apresentados.

Tabela 5. Média, desvio padrdo e valor minimo e maximo da motilidade (%)
obtidos no experimento Il

Observacao Média Dp % Minima % Maxima
Motilidade 445 30,09 -14,5 103,5
3.2.3 Experimento Ill — Determinacao da proporcao sémen:diluente

Em relagdo aos resultados, deste experimento, ndo foram observadas
diferengas significativas (p<0,01) entre os valores de motilidade e tempo de
motilidade espermaticas, nas diferentes propor¢cées sémen:diluente utilizadas
(Tabela 6).
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Tabela 6. Médias e desvios padrao da motilidade (%) e do tempo de motilidade

(s) do sémen crioconservado de C. parallelus, obtidos no experimento lll

Sémen:diluente Motilidade (%) Tempo de Motilidade (s)
1:1 74,0 £4,18 2 738,0 + 8,60 *
1:2 74,0 +547 @ 732,4 £541 4
1:3 74,0+ 4,182 736,2+10,75
1:4 74,0+ 6,51 2 7356 +7,82"
1:5 74,0+6,51 2 733,6 £ 12,54 *

? Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam
diferencas significativas (p<0,01)

" Médias e desvios padrao com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam
diferencas significativas (p<0,01)

Neste experimento, ndo foi preciso aplicar o teste de normalidade,
porque a média e o0 desvio padrao foram iguais e dentro dos limites para
transformacao angular.

3.2.4 Experimento IV — Determinacao da concentracao do crioprotetor
A concentracdo de crioprotetor (DMSO) de 10% apresentou melhor
desempenho na crioconservagcao de sémen, em termos de motilidade (%) e

tempo de motilidade (s) esperméaticas, com diferencgas significativas (p<0,01),
em relacao as outras concentragdes (Tabela 7).
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Tabela 7. Médias e desvios padrao da motilidade (%) e do tempo de motilidade
(s) do sémen crioconservado de C. parallelus, obtidos no experimento IV

DMSO (%) Motilidade (%) Tempo de Motilidade (s)

0,0 5,0 0,00 ° 134,8 £8,40 ©
2,5 15,0 + 3,53 ¢ 334,4+8,53 F
5,0 40,0 £ 3,53 ° 372,0 £17,66°
7,5 60,0 + 7,07 ° 536,2+9,49 °
10,0 84,0 +547°2 733,6 +12,54 A
12,5 60,0 + 0,00 ° 477,6 £18,51 €
15,0 19,0 +2,23¢ 238,8+ 17,46 "
17,5 7,0+£2,73° 54,4 +6,65 "

?"° Médias e desvios padrao com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam
diferencas significativas (p<0,01)

-H JORT . ~ . .
A" Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam

diferencas significativas (p<0,01)

Aplicando-se o teste de normalidade nestes dados houve a necessidade
de transformacdo dos valores das porcentagens da motilidade (Tabela 8).
Analisando os valores transformados verificou-se que ndo houve mudangca em

relacao aos resultados anteriormente apresentados.

Tabela 8. Média, desvio padrdao e valor minimo e maximo da motilidade (%),
obtidos no experimento IV

Observacao Média Dp % Minima % Maxima
Motilidade 36,25 29,28 -21,15 93,65

3.2.5 Experimento V — Determinacao do tempo de equilibrio

Os resultados indicam trés melhores desempenhos na crioconservagao
dos tempos de equilibrios de 30, 60 e 120 segundos, ndo havendo entre eles
diferencas significativas (p<0,01). O tempo de equilibrio de 60 segundos foi

indicado para o experimento seguinte.
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Os valores da motilidade e tempo de motilidade esperméaticas tém
correlacdo significativa (p<0,01) com os tempos de equilibrio de 30 a 120
segundos, mas a partir de 240 segundos sado inversamente proporcionais
(Tabela 9).

Tabela 9. Médias e desvios padrao da motilidade (%) e do tempo de motilidade
(s) do sémen crioconservado de C. parallelus, obtidos no experimento V

Tempo de equilibrio (s) Motilidade (%) Tempo de Motilidade (s)

30 740+ 4,182 735,6 + 6,50 A
60 74,0+ 5,472 738,6 +6,80 A
120 74,0+ 4,182 736,2+ 11,60 A
240 58,0+ 2,73° 537,0+ 10,53 B
480 43,0+ 4,47 ° 4776 +1851°
960 420+5,70° 372,0+ 17,66 °
1.920 21,0+ 6,51 ¢ 134,8+17,97F
3.840 5,0+ 0,00 ¢ 28.4+230F

?"° Médias e desvios padrao com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam
diferencgas significativas (p<0,01)
A-F Médias e desvios padrdo com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam
diferencas significativas (p<0,01)

Aplicando-se o teste de normalidade, neste experimento, foi necesséria
a transformacédo dos valores das porcentagens da motilidade (Tabela 10).
Analisando os valores transformados, verificou-se que ndo houve mudancas

nos resultados anteriormente apresentados.
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Tabela 10. Média, desvio padrao e valor minimo e maximo da motilidade (%),

obtidos no experimento V

Observacgao Média Dp % Minima % Maxima
Motilidade 48,9 26,08 -2,2 99,9

3.2.6 Experimento VI — Determinacao da capacidade de fecundacao do
sémen

Com base nos resultados dos experimentos anteriores foram
empregadas as seguintes condicdes de crioconservacao: diluente 3 (com pH
8,2); velocidade de congelamento 90°Cxmin™'; proporcdo sémen:diluente 1:3;

concentracdo do DMSO 10%; tempo de equilibrio 60 segundos.

Verificando as médias das porcentagens da capacidade de fecundacao
obtidas, observou-se que o sémen crioconservado e o fresco atingiram o
maximo da capacidade de fecundacédo (99%) e igualam seus desempenhos,
sem diferenca significativa (p<0,01), a partir da proporcdo de 1,6x10°:1
espermatozoides:ovécito. As proporcées de 1x10%1 a 1,4x10%1 foram
diferentes significativamente (p<0,01) entre elas (Tabela 11 e Figura 3).

100+

%

. s (15

1x10 2x10 410 6x10 ¢+ 8x10 ¢+ 1x10° 1,2x10 5 1,4x10 5 1,6x10 5 1,8x10 ° 2x10 ° 2,2x10

Espermatozdides/ovécito

[ sémen fresco EEE sémen crioconservado

Figura 3. Capacidade de fecundagao do sémen fresco e crioconservado de C.

parallelus
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Tabela 11. Médias e desvios padrdao da capacidade de fecundacao (%) do

sémen fresco e do crioconservado, em relagdo a proporcao

espermatozoides:ovacito, obtidos no experimento VI

Espermatozédides:ovécito Sémen fresco Sémen crioconservado

1,0x10%:1 5,0+ 0,717 3,6+1,14°5
2,0x10*1 10,2+ 1,30A" 72+1,488B"
4,0x10%*:1 232+277R9 15,0+ 1,58 B9
6,0x10%:1 45,0 + 2,351 35,0 + 2,35 Bf
8,0x10%*:1 69,4+ 3,65"° 59,4+ 3,658¢°
1,0x10°:1 84,2+ 0,84 "¢ 74,2+0,84 B¢
1,2x10°:1 91,8+ 1,10°°¢ 85,2+2,8658¢
1,4x10°:1 99,2 + 0,84 AP 91,4+ 1,34 BP
1,6x10°:1 99,0+ 0,7172 99,0+ 0,71 72
1,8x10%:1 99,0+ 1,00 A2 98,2+ 0,84 A2
2,0x10°%:1 98,8+ 1,302 99,2+ 0,84 A2
2,2x10°:1 98,0 +2,12 A2 98,4+ 1,142

a - |1

Média e desvio com diferentes sobrescrito na mesma coluna apresentam
diferencgas significativas (p<0,01).
A~ ® Média e desvio padrdo com diferentes sobrescrito na mesma linha apresentam

diferencgas significativas (p<0,01).

Aplicando-se o teste de normalidade, neste experimento, também foi
necessaria a transformacao dos valores das porcentagens da capacidade de
fecundacao (Tabela 12).

Analisando-se os valores transformados, verificou-se que nao houve

mudanca em relagdo aos resultados anteriormente apresentados.

28



Tabela 12. Média, desvio padrédo e valores minimos e maximos da capacidade
de fecundacgéao (%), obtidos no experimento VI

Observacao Média Dp % Minima % Maxima
Sémen fresco 68,6 37,44 -4.,8 141,9
Sémen crioconservado 63,8 38,44 -11,5 139,2
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4. DISCUSSAO

4.1 Determinacao das caracteristicas do sémen fresco

Em peixes, o volume, a densidade dos espermatozodides, a qualidade da
motilidade espermatica e a capacidade de fecundagdo do sémen fresco tém
sido comumente examinados, isoladamente ou no conjunto, como subsidios ao
desenvolvimento dos protocolos de crioconservacao do sémen (STOSS, 19883;
RANA, 1996; BILLARD et al., 1996; HONEYFIELD e KRISE, 2000; SANSONE
et al., 2002; MILIORINI, 2006). Essas caracteristicas, no entanto, estao sujeitas
a amplas variagcdes intraespecificas atribuidas, principalmente, a variabilidade
genética e idade intratesticular dos espermatozéides (SCOTT e BAYNES,
1980; BILLARD et al., 1977); a sazonalidade do ciclo reprodutivo (MC
ANDREWS et al.,, 1993); a composicao iénica e organica intracelular e do
plasma seminal (CIERESZKO et al., 2000; ALAVI e COSSON, 2006).

Essas fontes de variagao da qualidade do sémen fresco criam enormes
dificuldades para definicdo de protocolos de congelamento especificos. O fato
de, neste trabalho, usarmos reprodutores provenientes de reproducéo induzida
e em primeira maturagdo gonadal, mantidos sob o0 mesmo manejo alimentar,
propiciou que as principais fontes de variagdo das caracteristicas seminais se
mantivessem sob controle. Mas, somente o exame conjunto da motilidade e a
capacidade de fecundagcao do sémen in natura determinou com mais eficacia
os efeitos do congelamento sobre a preservacao da viabilidade espermatica no
robalo-peva.

4.1.1 Volume do sémen

Para os propésitos da piscicultura, o volume de sémen colhido, que
corresponde entre 20 a 50% do conteldo total do sémen retido nos testiculos
(BILLARD, 1990), € muito utilizado como indicador da producao espermatica.
Apesar de BILLARD et al. (1996) terem sugerido o peso das gbnadas para
estimar a producdo, sua aplicacdo neste trabalho, implicaria na morte dos
reprodutores, com impactos indesejados ao plantel. Por outro lado, em peixes
que apresentam desovas multiplas durante o periodo reprodutivo, a exemplo
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do robalo-peva, a correlacdo da produgdo espermatica com o peso das

gbnadas néo refletiria 0 volume do sémen produzido.

No procedimento de colheita, a pressdo manual do abdome exercida
para estimular a liberagcdo do sémen poderia resultar em quantidades variaveis
de urina e fezes, alterando o volume total. A colheita do sémen do robalo-peva
diretamente do poro genital com seringas (1mL), possibilitou eliminar esse
material indesejado. RANA et al. (1992) elucidaram que a contaminacédo do
sémen, principalmente por urina, freqientemente ignorada pode significar um
aumento de até 80% no volume resultante, refletindo significativamente na

qualidade e quantidade do ejaculado.
4.1.2 Densidade espermatica

No robalo-peva a densidade espermatica variando de 2,2 a
2,8x10'"%élsxmL™", pode ser considerada relativamente elevada, levando-se em
consideracdo os limites da maioria das espécies marinhas compiladas por
RANA (1996), de 2,0x10° a 6,5x10'"éIsxmL”". No robalo europeu
Dicentrarchus labrax, FAUVEL et al. (1999) encontraram densidades variando
entre 5,0 e 5,5x10'%célsxmL", equivalendo ao dobro do robalo-peva. Embora a
literatura registre estudos sobre crioconservagdo do sémen do robalo asiatico
Lates calcarifer (LEUNG, 1987) e do robalo-flexa Centropomus undecimalis
(TIERSCH et al., 2004), espécie muito proxima ao robalo-peva e com periodo
de reproducdo semelhante, a auséncia de registros sobre densidade
espermatica impossibilita a comparacao entre os dados. Entretanto, os valores
observados para o robalo-peva foram equivalentes a aproximadamente 10%
dos verificados para o halibut do Atlantico (TVEDT et al., 2001), entre 2 a

6x10"'célsxmL™,
4.1.3 Motilidade e tempo de motilidade espermaticas

A motilidade e sua duracdo vém sendo correlacionadas com a
capacidade de fecundacdo do sémen desde os primérdios das técnicas de
fecundacdo em peixes (RANA, 1996). Porém, inseminagdes realizadas com
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espermatozoides moveis crioconservados ndao se mostraram férteis (MOUNIB
et al., 1968; CAYLOR et al.,, 1994). Embora os mecanismos que regulam a
motilidade e sua duragdo em peixes marinhos ainda nao estejam totalmente
elucidados, muitos autores consideram importante o desbalanceamento da
concentragdo dos ions, principalmente dos cations Ca®*; K* e Mg®, e da
pressdo osmoética do plasma seminal em relacdo ao interior dos
espermatozoides, de acordo com a revisao publicada por ALAVI e COSSON
(2006).

O sémen fresco de todos exemplares de robalo-peva examinados apds
a diluicdo em agua marinha natural com pH 7,0, mostrou uma alta porcentagem
de células méveis (100%), indicando que o manejo oferecido aos reprodutores
foi bem sucedido na promocdo da maturacdo sexual dos reprodutores e no
processo de gametogénese. A motilidade foi semelhante a obtida para o
esperma do peixe-baldo Thamnacomus septentrionalis (KANG et al., 2004)
diluido em agua marinha artificial com pH ajustado 7,8. No entanto, foi superior
as motilidades do sémen do robalo europeu Dicentrarchus labrax (FAUVEL et
al.,, 1999), robalo-flexa Centropomus undecimalis (TIERSCH et al., 2004),
ambos com taxa de motilidade ao redor de 80%, e vermelho Lutjanus
campechanus (RILEY et al., 2004), com 95%, valores obtidos com o sémen
diluido em agua marinha natural. A agua marinha natural como agente ativador
da motilidade tem sido proposta também para outros peixes, como nos
linguados Scophtalmus maximus e Pleuronectes ferrugineus e na tainha Mugil
cephalus (SUQUET et al., 1994; GWO, 2000).

Os valores médios da duracao da motilidade espermatica obtidos para o
robalo-peva (464,6 + 47,56 segundos) ficaram proximos aos obtidos por
BILLARD (1978) para o robalo europeu Dicentrarchus labrax e a dourada
Spaurus aurata. Entretanto, variagdes podem ser confirmadas pelos diferentes
procedimentos de preparacdo do sémen. Por exemplo, a pré-diluicdo do
sémen, antes da adicdo dos ativadores do flagelo, procedimento recomendado
por BILLARD e COSSON (1992) para evitar que a formagcdo de pacotes
celulares nas amostras examinadas impeg¢a a ativacdo simultinea dos

espermatozoides, principalmente, nas espécies que apresentam altas
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densidades espermaticas, fez diminuir drasticamente o tempo de motilidade do
robalo europeu de 6 min. (BILLARD, 1978), 5 min. (VILLANI e CATENA, 1991)
e 3 min. (SORBERA et al., 1996) em amostras de sémen sem prévia dilui¢édo,
para 40s. (FAUVEL et al., 1999) em pré-diluidas, deixando duvidas quanto aos

resultados.

Nas amostras de robalo-peva, esse problema foi contornado,
misturando-se com auxilio de laminula, as gotas do sémen e da agua marinha
colocadas separadamente na mesma lamina. Na sequUéncia, o material
misturado foi coberto com laminula, evitando-se seu ressecamento. O exame
microscépico do material, feito a partir de um Unico campo de observacéao e
intensidade luminosa, minimizou as distorcbes de leitura pelo aquecimento
desigual do material, que pode ser ocasionado pela luz incidente. STOSS
(1983), citando varios autores, discute os efeitos deletérios que a variagdo da

temperatura pode ocasionar na qualidade do movimento espermatico.

O volume do sémen colhido e a densidade espermatica foram utilizados
na definicdo das diferentes proporcées espermatozdides:ovicito, empregadas
no experimento capacidade de fecundacao do sémen fresco e crioconservado.
A motilidade e o tempo de motilidade foram utilizados como parametros de
avaliacao dos diluentes, das proporcées sémen:diluente, das velocidades de
congelamento, das concentracbes do crioprotetor e da capacidade de

fecundacao do sémen crioconservado.

4.2 Crioconservacao do sémen
4.2.1 Experimento | — Determinacao do diluente

Ao contrario do que se observa quando o sémen dos peixes €
refrigerado em temperaturas préximas a 0°C (STOSS, 1983; BILLARD et al.
1996), as caracteristicas seminais sdo duramente afetadas quando o esperma
€ exposto em temperaturas criogénicas (GWO, 2000; SUQUET et al., 2000).
Nestas temperaturas, de acordo com GWO (2000), as caracteristicas seminais
somente podem ser preservadas se, antes do inicio do congelamento, 0 sémen

for diluido em solucbes adequadas.
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Os diluentes, cujo requisito essencial é manter os espermatozéides
imobilizados, sdo concebidos principalmente para que, durante o congelamento
e o descongelamento, as trocas osméticas das células possam ser
continuamente restabelecidas, corrigindo os sucessivos desequilibrios nas
concentracdes ibnicas dos solutos, que acompanham as mudancas de
temperaturas (GWO, 2000). Outras qualidades desejadas em um diluente sao
a capacidade tampao contra os efeitos deletérios das variagcbes do pH
resultante do metabolismo dos espermatozéides, a esterilidade e regulacao das
atividades metabdlicas dos espermatozéides (GRAHAM, 1978), a
condutividade térmica elevada e solubilidade ao crioprotetor (LEGENDRE e
BILLARD, 1980).

Muitos diluentes empregados na crioconservacao do sémen de peixes
marinhos se baseiam na sua composicdo do plasma sanglineo e/ou seminal
(RANA, 1996). No entanto, o plasma seminal obtido por centrifugacédo, ndo tem
sido um diluente ideal para a crioconservacao de espécies de agua doce
(STOSS, 1983). Ja o plasma sanguineo foi empregado com sucesso em peixes
marinhos (HARA et al, 1982). Diluentes simples, utilizando unicamente a
glicose, o citrato de sédio ou o cloreto de sédio tém demonstrado um bom
desempenho (GWO, 2000). Muitos diluentes selecionados para peixes,
entretanto, tém composicdo quimica complexa e as informagdes publicadas

nao sdo claras quanto as vantagens do seu uso (RANA, 1996).

Substancias organicas incluindo soro albumina bovina, lecitina, proteinas
e gema de ovos de galinha adicionadas ao diluente, também, sdo largamente
utilizadas em salmonideos, ainda que em outras espécies como 0 robalo
asiatico Lates calcarifer (PALMER et al., 1993) nao se tenha constatado uma
elevacdo nas taxas de fecundagdao. LEIBO (2000), baseando-se nos
argumentos de BAVISTER (1995), advoga que esses compostos de origem
bioldgica podem ser uma importante via de introdu¢cdo de contaminantes

indesejados ao sémen dos peixes e, portanto, devem ser evitados.

Varios estudos tém sido realizados sobre os efeitos de ions,
principalmente Na*, K*, Ca®*, Mg?*, na iniciagdo e na duracédo da motilidade dos
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espermatozoides, visando aumentar a qualidade do movimento celular e
otimizar a reproducao de espécies de peixes marinhos (ODA e MORISAWA,
1993; BILLARD et al., 1993; LAHNSTEINER et al., 1997).

As trés solugdes ibnicas usadas, no congelamento do sémen do robalo-
peva, foram baseadas na composicdo quimica do ringer para teledsteos
marinhos, com valores de pH ajustados para 6,1, 7,8 e 8,2. O melhor
desempenho de motilidade e tempo de motilidade espermaticas foram obtidos
com o uso da solucao basica com pH 8,2. A analise dos dados revelou relagao
direta entre a alcalinidade do diluente e a duracdo da motilidade espermatica e
nenhuma variagcdo nas taxas de motilidade, que permaneceram 70%. Os
tempos de motilidade para as solugcdes diluentes com pH 7,8 e 8,2,
respectivamente de 421,6 + 13,09 e 610,8 £ 9,60s, foram 16 e 42% superiores
ao de pH 6,1 (354,7 + 8,34s). Comparando-se o0 sémen crioconservado no
diluente pH 8,2 com o sémen fresco (464,6 + 47,56s), pode-se afirmar que
alcalinidade da solugao foi responsavel pelo aumento do tempo de motilidade
em 24%.

O resultado da motilidade do robalo-peva pdés descongelamento foi
semelhante aos obtidos por FABBROCINI et al. (2000) e CABRITA et al. (2005)
para o esperma da dourada Spaurus aurata, diluido em solucdo de NaCl 1%
adicionado de 10% do crioprotetor DMSO. Quando comparado com o0 sémen
do robalo-flexa C. undecimalis diluido em solu¢do balanceada de Hank com
10% do crioprotetor DMSO (TIERSCH et al., 2004), a taxa de motilidade do
robalo-peva atingiu quase o dobro. Considerando a taxa de motilidade de 100%
obtida para o sémen do bijupira Rachicentron canadum diluido em solucao de
glicose adicionada de gema fresca do ovo de galinha (CAYLOR et al., 1994), a
motilidade do robalo-peva pode ser considerada bastante inferior. A elevada
taxa da motilidade pds-descongelamento para o bijupira R. canadum,
entretanto, s6 foi conseguida apds ativacao dos espermatozéides com teofilina.

Porém, os autores ndo lograram nenhum éxito na fecundacao dos ovdcitos.

Na composicao dos diluentes para peixe marinho, atencédo especial tem
sido dada ao pH e a capacidade de tamponamento. Alguns estudos tém
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demonstrado que diluentes com pH ajustado entre 7,8 e 8,5 (alcalinos) e
adequadamente tamponados com substancias inorganicas, como os fosfatos
e/ou bicarbonatos de sodio e/ou potassio, como os empregados para o robalo-
peva, tém tido um melhor desempenho na preservacdo da viabilidade dos
espermatozoides, ao contrario dos diluentes sem capacidade de
tamponamento e com pH acidos ou proximos do neutro (PELETEIRO et al.,
1996). Usualmente em peixes marinhos, as solucbes diluentes sao
tamponadas para impedir que os metabdlitos dos espermatozéides,
acumulados no decorrer do processo de congelamento, provoquem mudancas
no pH do sémen, deletérias aos espermatozdides (GWO, 2000). O pH do
diluente ao redor de 8 tem sido indicado como eficiente na preservacao de
espermatozoides do linguado Scophthalmus maximus, pH 8,3 (SUQUET et al.,
1994), do bacalhau do Atlantico Gadus morhua, pH 8,1 (MOUNIB, 1968), da
garoupa Ephinephelus malabaricus, pH 8 (CHAO et al., 1992) e do robalo
europeu Dicentrarchus labrax, pH 8,1 (FAUVEL et al., 1998).

4.2.2 Experimento Il — Determinacao da velocidade de congelamento

Segundo MAZUR (1970), os efeitos subseqlientes da variacao continua
da osmolalidade, dos meios intra e extracelular, sobre os espermatozéides
depende da velocidade de resfriamento empregada ao sémen. Uma velocidade
relativamente baixa predispora as células a uma perda rapida de agua, com
desidratacdo e reducdo do tamanho e posterior mudanca de pH. Por outro
lado, uma velocidade muito rapida podera nao dispor as células o tempo
necessario para concluirem o fluxo de agua e o equilibrio dos solutos,
favorecendo, ainda, a formacao de cristais de gelo no seu interior. Durante o
descongelamento, o gelo formado pode se recristalizar formando blocos

maiores que irdo danificar as membranas celulares (MAZUR, 1977).

Nos melhores resultados de velocidade de congelamento para o robalo-
peva (60 e 90°Cxmin™'), observamos, em relacdo ao sémen fresco, que houve
uma queda na motilidade, enquanto que, o tempo de motilidade chegou quase
a duplicar. Esse aumento no tempo de motilidade pode compensar a perda

observada na motilidade, ou seja, a célula por mais tempo em movimentacao
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pode suprir essa diferenca na taxa de fecundacao. Abaixo da velocidade de
congelamento de 60°Cxmin”, observou-se uma queda na motilidade e,
também, no tempo de motilidade do sémen crioconservado, podendo
comprometer a taxa de fecundagao pelo baixo numero de células viaveis.
Porém, TIERSCH et al. (2004) utilizando velocidade de congelamento
40°Cxmin™' para o sémen do robalo-flecha C. undecimalis obteve resultados

satisfatorios.

Segundo SUQUET et al. (2000), a velocidade de congelamento em
peixes marinhos pode variar de 8 a 99°Cxmin™. LEUNG (1987), usando uma
velocidade de congelamento de 30°Cxmin™', observou que a motilidade do
sémen descongelado do robalo asiatico L. calcarifer ndo foi afetada. No
entanto, FAUVEL et al. (1998) observaram que com a velocidade de
congelamento de 65°Cxmin™', no robalo europeu D. labrax, a motilidade
espermatica foi similar ao sémen fresco. DREANNO et al. (1997), observaram
que para o linguado Scophthalmus maximus, o melhor resultado foi
99°Cxmin’', mas em velocidades de 46°Cxmin™' e 148°Cxmin™', ao descongelar
0 sémen, a taxa de motilidade diminuiu para 8 e 30%, respectivamente.

4.2.3 Experimento Ill — Determinacao 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
espermatozoides apds o descongelamento (SCOTT e BAYNES, 1980). Para
GWO (2000), a queda na sobrevivéncia dos espermatozdides em altas
diluicbes, pode estar vinculada, aparentemente, a exaustdo dos
espermatozoides provocada pelo “efeito de diluicdo”, sugerindo que sejam

usadas proporcdes de diluicdo baixas.

Proporcoes 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).
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No caso do robalo-peva, as diluicées 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 crioconservado. TIERSCH et al. (2004) obtiveram
sucesso no congelamento do sémen do robalo-flecha C. undecimalis usando
proporcéo de diluicdo de 1:1. Diluicdes 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 proporgao 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 diluicdo de 1:2 apresentou
os melhores resultados de motilidade, apdés 10 a 60 segundos de ativacao do

sémen crioconservado.

RIDEOUT et al. (2004), em seus testes de crioconservacao de sémen do
bacalhau do Atlantico Gadus morhua, utilizaram a propor¢cao de 1:3 em todos
os testes de congelamento, obtendo bons resultados.

4.2.4 Experimento IV — Determinacao da concentracao do crioprotetor

A descoberta acidental dos beneficios do glicerol e da albumina do ovo
de galinha na crioconservacdo de sémen, no final da década de 1940, por
POLGE et al. (1949), trouxe enormes contribuicdes para a crioconservacao de
varios tipos de células e tecidos (DENNISTON et al, 2000). Desde entéo,
inumeros compostos tém sido escolhidos pela sua qualidade de transferir aos
materiais bioldégicos maior tolerancia ao frio (RANA,1996). O grau de protecao
oferecido pelos compostos depende da sua natureza quimica, peso molecular,
permeabilidade e concentragdo no meio diluidor, além da natureza das células
congeladas (MAZUR, 1981).

Os multiplos crioprotetores utilizados em peixes marinhos foram
revisados por SUQUET et al. (2000) e GWO (2000). Os crioprotetores albumina

de bovinos (BSA) e gema de ovo, ndo permeaveis a membrana celular, e
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etileno, propileno glicol, glicerol, metanol e dimetilsulféxido (DMSO),
permeaveis, sdo os mais testados na crioconservacao dos espermatozéides de
peixes marinhos, isolada ou associadamernte. A interagdo entre os dois tipos
de crioprotetores também tem sido empregada com sucesso no robalo asiatico
Lates calcarifer (LEUNG, 1987).

O DMSO tem sido considerado de baixa toxidade e eficiente na acao de
proteger os espermatozéides durante o resfriamento, reduzindo a formagéao de
cristais de gelo, desse modo, diminuindo o ponto de congelamento do fluido
intracelular durante o processo (PELETEIRO et al., 1996; SUQUET et al., 2000;
CHEHEREGUINI et al, 2001; RIDEOUT et al., 2004; RILEY et al., 2004;
CABRITA et al., 2005). Em peixes marinhos, o DMSO, segundo CHAO e LIAO
(2001), é um dos crioprotetores mais amplamente utilizados no congelamento
do sémen. Apesar do mecanismo de acdo ndo estar totalmente elucidado,
sabe-se que o DMSO interage com os fosfolipideos estruturais da membrana
espermatica, mantendo a propriedade de transporte de agua em temperaturas
abaixo do 0 'C (MC ANDREW et al., 1993; THIRUMALA et al., 2006). Nos
peixes marinhos brasileiros sua capacidade de protecao ja foi testada na tainha
Mugil platanus (SERRALHEIRO et al, 1992, 1999), no robalo-peva
Centropomus parallelus (SERRALHEIRO et al., 1998, 2003, 2004 a e b) e no
linguado Paralichthys orbignyanus (LANES et al., 2006).

Os resultados do congelamento do sémen do robalo-peva C. parallelus
foram melhores quando o DMSO foi usado na concentra¢do de 10%. O mesmo
foi observado para o robalo-flexa C. undecimalis (TIERSCH et al., 2004) e para
o linguado S. maximus (DREANNO et al., 1997). Em peixes marinhos, os
melhores resultados tém sido obtidos com DMSO variando de 10 a 20%
(WAYMAN et al., 1997), embora as concentragdes mais usadas sejam de 7 a
10% (BILLARD et al., 1995). Na crioconservacado do sémen do robalo europeu
D. labrax, tém sido utilizadas concentracées de DMSO de 5 e 7% (SANSONE
et al., 2002) e 10% (FAUVEL et al., 1998; ZILLI et al., 2003, 2005).

Nos nossos resultados, nas concentragdes maiores de 10%, a queda da
motilidade e do tempo de motilidade do sémen crioconservado pode ser
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explicada pela toxidade do DMSO, quando em altas concentracoes. ZILLI et al.
(2003), trabalhando com o DNA do sémen crioconservado do robalo europeu
(D. labrax), observaram que com a auséncia do crioprotetor DMSO ocorre alto
grau de fragmentacdo do DNA, podendo ocasionar problemas com sua
utilizagdo, afetando o sucesso da larvicultura. Com raras excegoes,
concentracdées do DMSO nos diluentes variando entre 5 e 20% néo tém se

mostrado téxicas aos espermatozéides de varias espécies.

4.2.5 Experimento V — Determinacao do tempo de equilibrio

A diluicao do sémen em solucdes diluentes acrescidas de crioprotetores
resulta em elevacdo da pressao osmética do meio externo em relacao aos
espermatozoides. Com a mobilizagdo rapida da agua do interior do citoplasma
celular para compensar o diferencial de pressao, os espermatozoides sofrem
desidratacdo. Se a desidratacao for rapida e extensa o bastante, as células
podem ser inviabilizadas antes mesmo do congelamento (DENNISTON et al.
2000). No caso das moléculas permeaveis, como o DMSO, apds a saida da
agua para diluir a concentracédo do meio exterior, parte do crioprotetor caminha
para o interior dos espermatozdides e a parte excedente da agua que saiu se
mobiliza de volta. A extensdo da perda de agua € maior quando o0s
crioprotetores sao do tipo ndo permeaveis.

Apesar desse mecanismo de regulacdo osmoética celular sobre as
moléculas crioprotetoras, ndo existe consenso a respeito do tempo de contato
do sémen com a mistura diluente/crioprotetor, prévio ao congelamento.
Enquanto HARVEY (1983) prescreve o imediato resfriamento do sémen logo
apds a adicao da solucao crioprotetora ao sémen, seja qual for a natureza do
crioprotetor, outros admitem a necessidade de estabelecer limites de tempo
para que os solutos se equilibrem (GROUT e MORRIS, 1987).

Na determinacdo do tempo de equilibrio do sémen do robalo-peva C.
parallelus, nao foram observadas diferencgas significativas (p<0,01) de 30 a 120
segundos. O fato dos espermatozoides de peixes marinhos apresentarem
tamanho pequeno, segundo SUQUET et al. (2000), pode explicar o baixo
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tempo de equilibrio requerido pelo robalo-peva. A diminuicdo paulatina da
motilidade e do tempo de motilidade espermaticas verificadas nos demais
tempos de equilibrio, podem ser devidas a perda da estabilidade do sémen em
condic¢des prolongadas in vitro.

Na bibliografia revista por SUQUET et al. (2000), com respeito aos
peixes marinhos, os resultados também deixam duvidas. Por exemplo, com o
DMSO no robalo europeu, a capacidade de fecundagcdo decresceu apos 2
minutos de equilibrio (BILLARD, 1978), porém nenhum efeito similar foi
observado em relacdo ao hirame Paralichthys olivaceus, entre 10 a 60 min de
equilibrio (TABATA e MIZUTA, 1997).

Para a crioconservacao do robalo europeu D. labrax ndo se usa tempo
de equilibrio, 0 sémen ao ser diluido imediatamente é envazado na palheta
criogénica e em seguida é congelado (FAUVEL et al., 1998; ZILLI et al., 2005).
TIERSCH et al. (2004), na crioconservacao do sémen do robalo-flecha (C.
undecimalis) utilizaram o tempo de equilibrio de 30 minutos, observando baixa
motilidade espermatica.

4.2.6 Experimento VI — Determinacao da capacidade de fecundacao do

sémen crioconservado

A capacidade de fecundacao tem sido considerada o melhor critério para
a avaliacdo da qualidade do sémen (BILLARD et al, 1995; SUQUET et al.,
2000). Estudos determinando as condicbes de inseminacédo, que segundo
FAUVEL et al. (1999) podem apresentar grandes variacdes, levantaram a
hipétese de que taxas reduzidas de fecundacdo podem ser resultantes de
ovocitos viadveis que nao tiveram a chance de ser inseminados, devido ao
namero insuficiente de espermatozoéides viaveis e/ou ao curto tempo de
exposicdo aos espermatozoides. Taxas razoaveis de ovos viaveis podem ser
obtidas quando ovécitos, com qualidade sub-6étima, sdo expostos a altas
concentracdes de espermatozoéides e/ou expostos por periodos prolongados
(GINSBURG, 1972; SUQUET et al., 1995).
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No experimento de inseminacgao artificial com o robalo-peva, proporgcoes
crescentes de espermatozoide:ovécito utilizando simultaneamente sémen
fresco e congelado, revelaram para ambos, variacdo na capacidade de
fecundacdo, com duas fases distintas. Na primeira, foi observado rapido
crescimento da capacidade de fecundacao, a medida que as concentracdes de
espermatozoide:ovécito aumentaram de 4x10*:1 para 1x10°:1, com as taxas de
ovos viaveis variando, para o sémen fresco e o congelado, respectivamente, de
23,2+ 2,77 a84,2 £0,84% e de 15,0 £ 1,58 a 74,2 + 0,84%. Na segunda fase,
observada a partir da proporcdo 1,6x10%1 espermatozéides:ovécito, houve
estabilizacdo no crescimento da capacidade de fecundacao, com as taxas de
ovos viaveis atingindo ao redor de 99%, para ambos semens. Taxas
semelhantes foram obtidas, também, quando a proporcdo de
espermatozoides:ovécito foi incrementada para 2,2x10%1. As diferencas
significativas (p<0,01) entre as taxas de fecundacdo obtidas para o sémen
congelado em relacao ao fresco, quando se utilizou as proporgdes de 4x10*:1 e
1x10%:1 espermatozéides:ovécito, podem ser atribuidas ao menor nimero de
espermatozoides viaveis 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 semelhanga das taxas de fecundacédo entre os
semens quando as proporcdes foram de 1,6x10%1 e 2,2x10°:1
espermatozoides:ovicito, a uma compensacao do maior tempo de motilidade
dos espermatozoides congelados (média de 610,8 + 9,60s) em relacdo ao
sémen fresco (464,6 + 47,56s).

No robalo-peva, o melhor resultado da capacidade de fecundacao
(99%) foi observado na concentracdo 1,6x10°1 espermatozéides por ovécito,
em um lote de 1000 ovocitos. DREANNO et al. (1997) utilizando sémen
crioconservado de linguado (S. maximus) concluiram que a proporgdo 2x10*
espermatozoides:ovocito, num lote de 200 ovécitos, foi eficiente. Para o robalo
europeu (D. labrax), a proporcdo comumente usada em inseminagdao com
sémen crioconservado é de 7x10*:1 espermatozéides:ovécito (FAUVEL et al.,
1998).
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A auséncia de estudos comparativos sobre a capacidade de fecundacao
do sémen congelado e o fresco, tem sido critica para uma avaliacao precisa da
eficiéncia de muitos protocolos de congelamento usados em peixes,
principalmente marinhos (BILLARD et al., 1995; GWO, 2000; SUQUET et al.,
2000). Sem esse tipo de analise, indicando a relacdo o6tima de
espermatozoides e ovécitos, torna-se impossivel estabelecer critérios de
comparacdo entre os inumeros protocolos desenvolvidos para 0s peixes
marinhos, ja que altas taxas de fecundacao podem ser obtidas com sémen em

demasia.
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5. CONCLUSOES

Nas condicdes experimentais utilizadas para crioconservagao do sémen de
robalo-peva, neste trabalho, conclui-se:

1) O volume do sémen colhido e a densidade, motilidade e tempo de
motilidade espermaticas e a capacidade de fecundacao sao critérios validos na
determinacao da qualidade do sémen fresco, para efeito do congelamento.

2) A solucéo diluente baseada na composicao ibnica do plasma seminal de
teledésteos marinhos, com o pH ajustado para 8,2, utilizada para o
congelamento do sémen, independente da proporcao sémen:diluente, garante
a preservacao da motilidade e tempo de motilidade esperméticas.

3) A velocidade de congelamento de 90°Cxmin™, deve ser utilizada para
preservar a viabilidade dos espermatozdides.

4) A concentracdo de 10% de DMSO ¢ ideal para dar crioprotecao aos

espermatozoides, ndo apresentando toxicidade as células.

5) O sémen deve ser congelado imediatamente apo6s sua diluicdo com a
mistura diluente/DMSO, por se mostrar sensivel a tempos de equilibrio

superiores a 120 segundos.

6) A proporcdo de 1,6x10° espermatozéides vivos por ovécito, do sémen
crioconservado, € a minima necessaria para inseminar lotes de ovécitos com

sucesso.
7) O protocolo de crioconservagao do sémen, desenvolvido neste estudo, é

eficiente na preservagdo das caracteristicas seminais, resultando em alta taxa

de fecundacgéao, semelhante a do sémen fresco.
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