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RESUMO 

 

O método de estocagem em temperaturas reduzidas é uma alternativa 

para disponibilizar sêmen de boa qualidade para inseminação artif icial. 

Para este procedimento, é necessário definir protocolos específicos para 

a conservação do sêmen de cada espécie. No primeiro experimento 

foram analisandos 15 machos selvagens (51,5±2,2 cm e 1390,0±187,2 

g) e 15 de cativeiro (28,3±1,5 cm e 231,9±34,0 g) de M. liza que 

apresentavam espermiação após massagem abdominal. Foram 

encontradas diferenças significativas no volume de sêmen, na densidade 

dos espermatozoides, espermatócrito, na vitalidade espermática e na 

morfometria. Os resultados demonstram que a idade dos peixes e as 

características individuais influenciam diretamente na qualidade do 

sêmen. Ativando os espermatozoides com soluções de diferentes 

salinidades e pH, o melhor tempo de motilidade foi obtido na salinidade 

34,8 (189±15 seg.) e melhor porcentagem de motilidade na salinidade 

34,6 (95±10%), sendo que a variação de salinidade entre 30 e 35 não 

gerou prejuízos significativos na motilidade dos espermatozoides da M. 

liza. O pH de 8,5 propiciou o maior tempo de motilidade (218±13 seg.) 

e 8,7 a melhor taxa de motilidade (93±12%). No experimento dois foi 

realizado teste de  refrigeração do sêmen da espécie. Amostras de sêmen 

foram mantidas diluidas com CF-HBSS na proporção 1:3 (v:v) e in 

natura, a 4±2 °C por 96 horas. Durante este período, foi verificado 

aumento significativo no tempo de motilidade por 18 h, melhor taxa de 

vitalidade por 48 h e melhor taxa de ativação dos espermatozoides por 

96 h de armazenamento quando utilizado o diluidor espermático. Estes 

resultados demonstram que mesmo sem diluentes o semen da tainha 

apresenta motilidade após 96 horas. A utilização do diluente gera uma 

melhora no desempenho de motilidade, podendo ser uma alternativa 

para aumentar o tempo de viabilidade do sêmen refrigerado de M. liza. 

Para os próximos estudos, é recomendavel utilizar outras substâncias 

diluidoras, adicionar à diluição compostos suplementares (vitaminas, 

antioxidantes, açúcares) e substâncias crioprotetoras e verificar sua 

influencia no tempo de estocagem dos espermatozoides. Testar novas 

composições de ativadores espermáticos, testes de fertilização, análises 

de motilidade computadorizadas e análises fisiológicas mais 

aprofundadas também são essênciais para o desenvolvimento das 

técnicas de conservação de sêmen.  

Palavras-chave: Aquicultura; Espermatozoide; Gameta;  Piscicultura; 

Reprodução 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The low temperature storage method is an alternative to provide good 

quality semen for artificial insemination. For this procedure, it is 

necessary to define specific protocols for semen conservation of each 

species. In the first experiment 15 wild males (51.5±2.2 cm and 

1390.0±187.2 g) and 15 cultured males (28.3±1.5 cm and 231.9±34.0 g) 

of M. liza witch presented spermiation after abdominal massage, 

significant differences were found in semen volume, as well as sperm 

density, spermatocrit, vitality and morphometry. These results 

demonstrate that fish age and individual characteristics directly 

influence semen quality. After testing spermatozoa activation with 

different salinities and pH solutions, the best motility time was obtained 

at salinity 34.8 (189±15 sec) and a better percentage of motility at 

salinity 34.6 (95±10%). Salinity variations between 30 and 35 did not 

cause significant losses in spermatozoa motility of M. liza. The pH of 

8.5 provided the highest motility time (218±13 sec) and 8.7 the best 

motility rate (93±12%). In the experiment two was performed the 

refrigeration tests with this species semen, samples diluted with CF-

HBSS in a ratio of 1:3 (v:v) and in natura were maintained at 4±2 °C for 

96 hours. There was a significant increase in motility time for 18 h, 

better vitality rate for 48 h and better sperm activation rate for 96 h of 

storage when the spermatic diluent was used. Even without diluents the 

semen show motility after 96 h. The use of the HBSS-CF (1:3) diluent is 

a good alternative to increase the viability of the refrigerated semen 

of M. liza. In future studies, it is advisable using other diluting 

substances, adding supplementary compounds (vitamins, antioxidants, 

sugars) and cryoprotective substances and verifing their influence on 

spermatozoa storage time. Testing new compositions of sperm 

activators, fertilization tests, computerized motility analyzes, and more 

in-depth physiological analyzes are also relevant to the development of 

semen conservation techniques.  

 

Keywords: Aquaculture; Sperm; Gametes; Fish farming; Reproduction 
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1. INTRODUÇÃO  

A piscicultura marinha com produção de algumas espécies em 

grande escala teve seu início no Japão por volta da década de 60, com o 

desenvolvimento de técnicas de alimentação, manejo e larvicultura 

(CERQUEIRA, 2004; COSTA FILHO et al. 2013). Em 2014 a 

produção mundial de peixes de escama chegou a um total de 49,8 

milhões de toneladas (99,2 bilhões de dólares), sendo que a produção 

marinha representa apenas 6,3 milhões de toneladas, ou seja, 12.64% 

(FAO, 2016). No Brasil o cultivo de peixes marinhos existiu no nordeste 

no século XVII, onde juvenis de diversas espécies eram introduzidos em 

viveiros estuarinos abastecidos de água com a variação das marés 

(CERQUEIRA, 2004). Atualmente, a produção se baseia somente em 

instituições de pesquisa e fazendas experimentais, sem expressividade 

para a balança comercial (CAVALLI; HAMILTON, 2009; CAVALLI et 

al. 2011; FAO, 2016). Entretanto, a atividade apresenta grande 

tendência de crescimento (COSTA FILHO et al. 2013), pois mais de 

30% dos estoques de peixes marinhos monitorados pela FAO são 

considerados sobre explotados (FAO, 2016). 

Ao longo da costa brasileira são encontradas muitas espécies de 

peixes marinhos com características favoráveis para a aquicultura 

(CAVALLI et al. 2011). Até o início dos anos 2000, o desenvolvimento 

da atividade foi restringido pela falta de oferta de formas jovens 

(CERQUEIRA, 2004) e devido a grande deficiência de informações 

sobre a biologia e a tecnologia de cultivo (CAVALLI; HAMILTON, 

2009). Para a maioria das espécies esta característica se mantem até os 

dias atuais. Entretanto, já existem empresas no Estado de São Paulo e 

Rio de Janeiro que possuem estrutura física e conhecimento técnico para 

a produção em grande escala de juvenis de bijupirá (Rachycentron 

canadum) e da garoupa verdadeira (Epinephelus marginatus) e manter o 

fornecimento continuo para os criadores de peixes.  

Cavalli & Hamilton (2009) e Cavalli et al. (2011) destacam 

como espécies de grande potencial: robalo-peva (Centropomus 

parallelus), robalo-flecha (Centropomus undecimalis), linguado 

(Paralichthys orbignyanus), sardinha (Sardinella brasiliensis), tainha 

(Mugil liza), cioba (Lutjanus analis), ariocó (Lutjanus synagris), 

garoupa verdadeira (E. marginatus), pampo (Trachinotus marginatus), 

peixe-rei (Odonthestes argentinensis), bijupirá (R. canadum), arabaiana 

(Seriola dumerili), pargo-rosa (Pagrus pagrus), dourado (Coryphaena 

hippurus), carapeba (Eugerres brasilianus), mero (Epinephelus itajara) 

e o badejo (Mycteroperca bonaci). 
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2. ESPÉCIE ALVO 

As espécies do gênero Mugil pertencem á família Mugilidae, da 

ordem Perciformes e classe Actinopterygii. A tainha M. liza 

(Valenciennes, 1836) (Fig. 1) é encontrada desde o Caribe até a 

Argentina (FROESE; PAULY, 2008; MENEZES et al., 2010; 

DURAND et al.,2012; LEMOS, 2014). São peixes catádromos, com 

recrutamento dos juvenis em lagoas e estuários, seguido de um período 

de migração no mar para reprodução (VIEIRA, 1991; VIEIRA; 

SCALABRIN, 1991, ALBIERI; ARAUJO, 2010; LEMOS et al. 2014). 

O periodo de migração reprodutiva é de abril a julho, onde a maior parte 

dos indivíduos do Sul e Sudeste do Brasil são oriundos da Argentina 

(38° S) e da Lagoa dos Patos no Rio Grande do Sul (32° S) (VIEIRA, 

1991; VIEIRA; SCALABRIN, 1991; LEMOS et al. 2014). Os grupos de 

peixe migram ao norte por mais de 1000 km e apresentam pico de 

desova no nordeste do Estado de Santa Catarina e Estado do Paraná (26° 

S) (LEMOS et al. 2014). Porém, um número decrescente de peixes se 

move até o Estado de São Paulo (24° S) (VIEIRA, 1991). 

 Recentemente, o gênero teve o seu status taxonômico revisado 

(FRAGA et al., 2007; MENEZES et al., 2010; DURAND et al., 2012). 

FRAGA et al. (2007) sugeriram que Mugil liza e M. platanus poderiam 

ser consideradas uma só espécie, ou consideradas como familias da M. 

cephalus (espécimes coletados no Chile). MENEZES et al. (2010) 

analisando merística e morfometricamente espécimes coletados do 

Uruguai e Argentina até a Venezuela sugeriram que nesta região existe 

somente uma espécie, denominada M. liza, e que não podem ser 

consideradas M. cephalus (indivíduo tipo do mar Mediterrâneo 

Linnaeus, 1758). DURAND et al. (2012), corroborando com MENEZES 

et al. (2010), analisaram exemplares de mugilideos de todo o mundo 

encontraram que M. cephalus pode ser dividida em até 14 espécies, 

entre elas a M. cephalus (indivíduos tipo coletados no mar 

Mediterrâneo) e M. liza (Indivíduos coletados no Uruguai, Guiana 

Francesa e Venezuela). 

Figura 1. Tainha (Mugil liza).

 
Fonte: Caio Magnotti 
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Os peixes desta família, conhecidos popularmente como tainhas 

ou paratis, possuem grande importância na pesca comercial e artesanal 

na costa brasileira. A tainha está associada historicamente à subsistência 

e à cultura de comunidades de pescadores artesanais em regiões 

costeiras (REIS; D`INCAO, 2000). 

 

Figura 2. Evolução da produção artesanal de tainha (M. liza),  

demonstrando as diferentes bases de dados, entre 1980 e 2013. Em 

vermelho, a linha de tendência de produção da espécie gerada a partir do 

banco de dados selecionado. 

 
(Fonte: modificado de MPA; MMA, 2015). 
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Figura 3. Evolução da produção industrial de tainha (M. liza),  
demonstrando as diferentes bases de dados, entre 1980 e 2012. Em 

vermelho, a linha de tendência de produção da espécie gerada a 
partir do banco de dados selecionado 

 

 (Fonte: modificado de MPA; MMA, 2015). 

Nos últimos 30 anos, a estatistica pesqueira demonstra que a 

pesca artesanal teve tendência de queda nas capturas de tainha, enquanto 

a pesca industrial, uma tendência de aumento nas capturas (MPA; 
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MMA, 2015) (Fig. 2 e Fig. 3). Fato pode ser explicado pelas 

características de cada modalidade. A pesca artesanal é um evento 

tradicional, onde as técnicas de captura e os apetrechos de pesca 

adotados (canoas a remo e redes de arrasto) são os mesmo ou possuem 

as mesmas caracteristicas dos utilizados ha 50 anos. Já na pesca 

industrial, durante estes 30 anos de estatística pesqueira o esforço de 

pesca também cresceu. As embarcações ficaram maiores, com redes 

mais longas e de menor arrasto, adicionado as novas tecnologias 

instaladas nas embarcações (sonar, radar, GPS, entre outros) (MPA; 

MMA, 2015). 

Em 2004 a tainha foi classif icada como sobreexplotada (IBAMA, 

2007). Atualmente é categorizada no Brasil como espécie quase 

ameaçada de extinção (NT) segundo a IUCN (International Union for 

Conservation of Nature), passa por avaliação de seu estado de 

conservação populacional para definição de estratégias de manejo e 

ordenamento pesqueiro (MPA; MMA, 2015). Por outro lado, a espécie 

apresenta características que a qualifica com uma alternativa para a 

piscicultura, tais como: ampla tolerância a salinidade (0 a 90) e a 

temperatura (3 a 36°C), elevada robustez e fácil manejo alimentar, pois 

aceita com facilidade a dieta inerte (NETO; SPACH, 1998; SAMPAIO 

et al., 2001; SAMPAIO et al., 2002; CERQUEIRA, 2004; MIRANDA-

FILHO et al., 2010).  

Apesar de todas estas características favoráveis ao cultivo da 

espécie, existem poucos relatos sobre sua reprodução, desova e 

larvicultura em cativeiro. Os primeiros relatos são da década de 80 no 

Rio de Janeiro e em Santa Catarina (Benetti; Fagundes Netto 1980; 

Andreatta et al. 1981; Andreatta et al. 1983; Benetti; Fagundes Netto 

1983). No mesmo período, Alvarez-Lajonchere et al. (1988) realizaram 

a desova e larvicultura da M. liza em Havana – Cuba. Na década de 90 

estudos foram desenvolvidos pelo Instituto de Pesca de São Paulo, entre 

eles : Yamanaka et al. (1992) e Godinho et al. (1993). Posteriormente, 

no Rio de Janeiro, Monteiro-Ribas & Bonecker (2001) induziram a 

desova e realizaram estudos sobre o desenvolvimento larval da M. liza 

durante 29 dias. Nos últimos cinco anos estudos vem sendo realizados 

na Universidade Federal de Santa Catarina, no Laboratório de 

Piscicultura Marinha (LAPMAR). Neste laboratório foram realizadas 

pesquisas relativas a captura, transporte e adaptação de reprodutores 

selvagens em cativeiro, indução hormonal, desova e larvicultura (De 

CARVALHO et al., 2014; PASSINI et al., 2015). 

Godinho et al. (1993) após realizarem o procedimento de 

inseminação artif icial, verif icaram que parcela significativa dos 
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procedimentos não apresentaram resultado positivo, mesmo quando os 

ovócitos apresentam padrão morfológico definido como viável. 

Provavelmente uma parcela significativa deste insucesso está 

relacionado com a qualidade sub-ótima dos espermatozoides utilizados 

nos procedimentos (OTSUBO, 2010). Andrade-Talmelli et al. (1996) 

capturaram indivíduos ao longo de dois ciclos reprodutivos e 

observaram que no inicio do cada período os machos maduros eram 

maioria nas capturas, cedendo seu predomínio para as fêmeas e 

desaparecendo no final da temporada. Resultados semelhantes foram 

descritos por Albieri & Araujo (2010), em peixes capturados na baía de 

Sepetiba, RJ. Baseado nessas evidencias, o método de estocagem do 

sêmen em temperaturas reduzidas e/ou criogênicas, tem sido indicado 

como uma boa alternativa para disponibilizar o sêmen em protocolos de 

inseminação artif icial da espécie (OTSUBO, 2010). 

 

3. MÉTODOS DE CONSERVAÇÃO DO SÊMEN 

3.1 REFRIGERAÇÃO DO SÊMEN 

Dentro dos futuros estudos em reprodução de peixes, o 

desenvolvimento de programa de conservação de gametas poderá ser de 

grande valia. A conservação de sêmen é uma importante ferramenta para 

a reprodução de peixes e de grande interesse para a piscicultura, e pode 

ser utilizada como rotina nos laboratórios de reprodução (MARIA; 

CARNEIRO, 2012), mas ainda é pouco utilizada em peixes marinhos no 

Bras il (SANCHES et al., 2013). O crescente interesse pelo 

aprimoramento da técnica tem levado cada vez mais ao aumento no 

número de estudos sobre o tema (CAROSFELD et al., 2003; MARIA; 

CARNEIRO, 2012), fazendo com que na atualidade, já seja possível o 

início do uso do sêmen preservado na rotina de produção de alevinos em 

alguns laboratórios públicos e privados de reprodução de peixes 

(MARIA; CARNEIRO, 2012). 

Esta ferramenta pode ser aplicada a curto prazo, pelo processo de 

resfriamento, e a longo prazo, por meio da criopreservação (OLIVEIRA 

et al. 2007). A curto prazo, a conservação de sêmen consiste em manter 

a viabilidade espermática por um período de horas ou dias sob 

refrigeração a 4 ºC, para posterior utilização na fertilização. Os métodos 

de conservação apresentam diversas vantagens como: conservação de 

material genético de animais selvagens oriundos de locais distantes e de 

difícil acesso; eliminação do problema causado pela assincronia na 

maturidade gonadal entre machos e fêmeas; utilização de gametas de 

animais selecionados em programas de melhoramento ou manipulados 
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geneticamente (triplóides, clones e transgênicos); diminuição de custos e 

riscos de transporte de animais vivos; e estabelecimento de programas 

de hibridização utilizando peixes com períodos reprodutivos diferentes 

(SUQUET et al. 2000; LINHART et al., 2005; TIERSCH et al. 2007; 

MARIA et al., 2009; GWO, 2011). RURANGAWA et al., 2004). 

Informações relevantes e a descrição mais detalhada sobre os métodos 

de conservação de sêmen de peixes, comparações entre as técnicas e 

suas peculiaridades podem ser encontradas nas revisões publicadas por 

Suquet et al. (2000), Viveiros & Godinho (2009), Zaniboni Filho & 

Baldisserotto (2015), Magnotti et al. (2016)  

O sucesso na aplicação destas técnicas não depende somente da 

qualidade dos espermatozoides (OTSUBO, 2010). Cuidados como 

redução da temperatura, fornecimento e troca de gases, prevenção do 

desenvolvimento bacteriano e prevenção da des idratação são 

determinantes para o sucesso do resfriamento (PEÑARANDA et al., 

2010). A composição dos diluentes, diluição do sêmen, tipo e 

concentração dos crioprotetores, tipo e concentração dos ativadores 

espermáticos também são de grande importância. Para isso, deve-se 

definir protocolos específicos para a conservação de sêmen de cada 

espécie, pois tendem a apresentar diferentes sensibilidades de seus 

espermatozoides a estas diluições e substâncias (MURGAS et al., 2007). 

 

3.2 CRIOPRESERVAÇÃO E VITRIFICAÇÃO DE SÊMEN DE 

PEIXES (PUBLICADO EM MAGNOTTI et al.. 2016) 

O primeiro trabalho com congelação de sêmen de peixes foi 

realizado em 1953 por Blaxter e viabilizou o cruzamento de populações 

diferentes do arenque do Atlântico (Clupea harengus) que possuem 

desova em épocas diferentes do ano (SUQUET et al., 2000; LIU et al., 

2006). Protocolos de conservação de sêmen foram experimentalmente 

determinados para mais de 200 espécies de peixes ( BILLARD; 

ZHANG, 2001; GWO, 2011), sendo aproximadamente 40 espécies de 

peixes marinhos (SUQUET et al., 2000; GWO, 2011). 

A criopreservação de semen de peixes marinhos normalmente 

apresenta melhores resultados de taxa de motilidade e capacidade de 

fertilização após descongelação, como em sea bass e turbot, que 

apresentam média de sobrevivência embrionária de 80% após 

fecundação com sêmen criopreservado, enquanto para espécies como 

salmão do Atlântico, truta arco-íris e carpa apresentam médias de 65% 

de sobrevivência (SCOTT; BAYNES, 1980; SUQUET et al., 2000; 

GWO, 2011). Estes resultados provavelmente estão relacionados à 
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adaptação das espécies marinhas a elevadas pressões osmóticas 

(CUEVAS-URIBE et al., 2013). 

Nos últimos anos, devido ao rápido desenvolvimento da 

aquicultura e aos problemas de conservação enfrentados por algumas 

espécies de peixes, a criopreservação tem desempenhado um papel 

importante na congelação de gametas para proteger peixes de alto valor 

econômico e biológico. Entre os salmonídeos, estão incluídos a truta 

arco-irís (Oncorhynchus mykiss), truta marrom (Salmo trutta), brook 

trout (Salvelinus fontinalis) e charr (Salvelinus alpinus) 

(LAHNSTEINER et al., 1996; CABRITA et al., 1998; MARTÍNEZ-

PÁRAMO et al., 2009). Outras espécies de interesse comercial e que 

necessitam de proteção como os esturjões: beluga (Huso huso), sterlet 

(Acipenser ruthenus), pallid (Scaphirhynchus albus) Siberiano, Europeu 

e Russo (Aythya baeri, Acipenser sturio, Acipenser gueldenstaedtii) e os 

shortnose (Acipenser brevirostrum) (GLOGOWSKI et al., 2002; 

HORVÁTH et al., 2005, 2006; HORVÁTH et al., 2008; CABRITA et 

al., 2010); alguns catfish como o African e o European catfish (Clarias 

gariepinus, Silurus glanis) e carpas como a carpa comum (Cyprinus 

carpio) e a carpa prateada (Hypophthalmichthys molitrix) (HORVÁTH; 

URBANYI, 2000; SUQUET et al. 2000; ÁLVAREZ et al., 2008; 

MAISSE et al., 2008; VIVEIROS; KOMEN, 2008; CABRITA et al., 

2010). 

No entanto, a maioria desses estudos é projetada para selecionar 

parâmetros técnicos, analisando a viabilidade e qualidade espermática 

para obter maior viabilidade do que em estudos feitos em peixes de água 

doce. Vários fatores como a taxa de congelação ou descongelação, os 

efeitos da concentração de crioprotetores sobre a fertilização, o tempo 

de equilíbrio e os métodos de aquecimento não foram medidos, 

relatados ou rigorosamente testados em algumas espécies (LIU et al., 

2006; GWO, 2011). De acordo com Suquet et al. (2000) esta tendência 

está em consonância com os padrões mundiais : existe uma falta de 

investigação que dê descrições completas das alterações morfológicas e 

metabólicas geradas pelas técnicas de conservação do sêmen. Gwo 

(2011) observa que a maioria dos trabalhos ainda é realizada 

empiricamente, com base em resultados obtidos por tentativa e erro, e 

que não foi produzido nenhum protocolo padronizado. Muitas questões 

não resolvidas ainda permanecem sobre as técnicas de criopreservação 

dos espermatozóides de peixes marinhos de interesse econômico e 

ambiental (CAROLSFELD et al., 2003). 
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3.2.1 Protocolos de criopreservação 

A criopreservação é a conservação de material biológico em 

nitrogênio líquido a -196 ° C, o que teoricamente permite que sua 

viabilidade seja mantida indefinidamente (CAROLSFELD et al., 2003; 

BAKHACH, 2009). A esta temperatura, a estrutura eo funcionamento 

das células e tecidos vivos são mantidos, mantendo-os geneticamente 

viáveis e reversivelmente inativos, a partir de uma perspectiva 

metabólica (PEGG, 2007; BAKHACH, 2009). Este método pode ser 

utilizado reduzindo a temperatura do material lentamente (método 

tradicional) ou rapidamente (vitr ificação) (MERINO et al., 2012; 

CUEVAS-URIBE et al., 2013; FIGUEROA et al., 2015).  

A diferença prática entre eles é que o método comum de 

criopreservação faz com que os cristais de gelo se formem no meio 

extracelular, enquanto que não se formam cristais na vitrif icação 

(CUEVAS-URIBE et al., 2013). Entre 2000 e 2015 foram estudados os 

parâmetros para a criopreservação por congelação lenta e vitrif icação 

em 32 espécies de peixes marinhos de interesse comercial ou em perigo 

de extinção.  

3.2.2 Congelação lenta 

Maria & Carneiro (2012) citam que a sequência de eventos 

normalmente relacionados à criopreservação de sêmen de peixes 

envolve etapas como: 1. Coleta do sêmen; 2. Avaliação microscópica da 

qualidade seminal; 3. Adição de diluidores e crioprotetores; 4. Envase; 

5. Congelação e armazenamento; 6. Descongelação; 7. Fertilização e 

acompanhamento do desenvolvimento embrionário e larval. Segundo 

Gwo (2011) as possíveis variáveis que podem influenciar na capacidade 

de fertilização dos espermatozoides criopreservados são: 1.diluidores; 2. 

diluições; 3. crioprotetores; 4. concentração dos crioprotetores; 5. tempo 

de equilíbrio; 6. velocidade de congelação; 7. método de congelação; 8. 

temperatura de descongelação; 9. qualidade do espermatozoide; 10. 

qualidade dos ovócitos e 11. relação espermatozoide/ovócitos. Estes 

onze pontos listados por Gwo (2011) são importantes, pois as espécies 

de peixe tendem a apresentar diferentes sensibilidades de seus 

espermatozoides as diluições e substâncias empregadas na 

criopreservação de sêmen, sendo necessário desenvolver protocolos 

específicos para cada uma (MURGAS et al., 2007; TIERSCH et al., 

2007). Suquet et al. (2000) apresentam uma tabela com os diluentes 

mais utilizados antes dos anos 2000 para espécies marinhas, enquanto 

Cabrita et al. (2010), Gwo (2011) e Figueroa et al. (2015) apresentam 

atualizações das tabelas e resultados de fertilização, com os protocolos e 
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fórmulas dos diluidores utilizados, crioprotetores e sobre o uso de 

plasma seminal, mas principalemnte para espécies de água doce. 

O primeiro passo para desenvolver um protocolo de 

criopreservação é escolher a composição apropriada para o diluidor, 

normalmente uma solução salina ou solução de glicose com 

osmolalidade apropriada, e um agente crioprotetor (VIVEIROS et al., 

2012). A característica mais importante de um diluidor é que não inicie 

a motilidade dos espermatozoides (GWO, 2011), que seja estável ao 

longo do armazenamento e estéril. Esta solução tem o propósito de diluir 

o sêmen dos peixes, que normalmente apresentam alta viscosidade e em 

alguns casos pequeno volume.  

Nos últimos anos, a maioria dos diluidores usados em peixes 

marinhos apresentam em sua composição sais, buffer tris (estabilizador 

de pH), pequena quantidade de açúcar mono ou dissacarídeos (glicose, 

sucarose, frutose, lactose, trealose e outros) e proteína (bovine serum 

albumin (BSA)) com pH entre 7.0 e 8.2 e osmolalidade entre 205 a 400 

mOsMol kg
−1

 (MAGNOTTI et al., 2016). A adição de um açúcar 

facilmente metabolizável no diluidor tem o objetivo fornecer energia 

para os espermatozoides e é naturalmente encontrado no plasma seminal 

de mamíferos, insetos, nematóides e peixes (GREGORY, 1968; 

DZIEWULSKA et al., 2008; BOZKURT et al., 2009). A BSA tem 

papel de antioxidante eliminando os radicais livres gerados por estresse 

oxidativo e protege a integridade da membrana celular da peroxidação 

dos lipídios, também interage diretamente com as membranas e impede 

a aderência de espermatozóides entre s i (aglutinação) (LEWIS et al., 

1997).  

Algumas outras substâncias podem ser adicionadas para melhorar 

a proteção das células contra os efeitos da congelação, parâmetros 

fisiológicos pós aquecimento e ativação dos espermatozoides. Ácidos 

orgânicos em baixa concentração, 1 mM de taurina or hipotaurina, 

aumentaram a motilidade, a velocidade e linearidade no movimento dos 

espermatozoides de European sea bass (Dicentrarchus labrax) 

criopreservados em meio NAM e 10% DMSO pós ativação e analisados 

com CASA (Computer Assisted Sperm Analys is) (MARTÍNEZ-

PÁRAMO et al., 2013). Substâncias antioxidantes como o ác ido 

ascórbico, vitamina E, glutationa reduzida e metionina reduzida, 

carnitina e ácido úrico podem ser adicionados com objetivo de eliminar 

radicais dos tipos superóxido, peróxido e hidróxido que conduzem a 

peroxidação dos fosfolipídios na mitocôndria, causando a morte da 

célula espermática (CIERESZCO; DABROWSKI, 1995; ANGHEL et 

al., 2010). Sua efetividade foi comprovada para peixes teleósteos 
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dulcícolas por Lahnsteiner (2009), Lahnsteiner et al. (2010), Lahnsteiner 

& Mansour (2010) e Ubilla & Valdebenito (2011). 

O crioprotetor tem a função de proteger a célula contra a 

formação de cristais de gelo intracelular e a excessiva desidratação, que 

produzem quebras irreversíveis nas membranas plasmática e nuclear 

(danificando o DNA) e alterações nas organelas da célula (CABRITA et 

al., 2005). Os crioprotectores podem ser divididos em dois grupos: ação 

intracelular e ação extracelular. Os do primeiro grupo são capazes de 

permear a membrana celular; São geralmente de baixo peso molecular 

(PM: 400 Da), não eletrolíticos e altamente solúveis em água 

(BAKHACH, 2009; CUEVAS-URIBE; TIERSCH, 2011). Os 

compostos mais comuns são: dimetilsulfoxido (DMSO), 

dimetilacetamida (DMA), glicerol (Gly), 1-2 propanediol, etileno glicol 

(EG), metil glicol (2-methoxyethanol), propileno glicol (PG), metanol 

(MeOH) e 2.3-butanediol (BD). Porém, a maioria destas substância são 

toxicas e sua concentração e tempo de equilíbrio pode causar efeitos 

negativos na fis iologia espermática, como um choque osmótico ou 

problemas bioquímicos, (TIERSCH, 2011). De acordo com Suquet et al. 

(2000) e Liu et al. (2006) o dimetilsulfoxido (DMSO) é considerado um 

crioprotetor que apresenta bons resultados para a maioria das espécies 

de peixes. Nos últimos quinze anos de pesquisa, o DMSO também foi 

testado e aprovado para a maioria das espécies marinhas estudadas, 

assim como o crioprotetor propilenoglicol (PG). O intervalo de 

concentração que apresentaram melhores resultados na maioria das 

pesquisas foi de 5 a 15%, com predominância nos 10% em relação ao 

volume final das (MAGNOTTI et al., 2016).  

O segundo grupo é composto por substâncias não permeáveis de 

grande peso molecular e podem ser açúcares mono, di e polissacarídeos, 

macromoléculas como a polyvinyl pyrrolidone (PVP) e hydroxyethyl 

starch (HES) (BAKHACH, 2009), lipoproteínas e proteínas derivadas 

do leite, gema de ovo e óleos vegetais (MORAES et al., 1998). As 

macromoléculas possuem duas funções, aumentar a osmolalidade do 

espaço extracelular fazendo com que ocorra a desidratação das células 

durante o resfriamento e prevenir o inchaço osmótico excessivo durante 

o aquecimento (CUEVAS-URIBE; TIERSCH, 2011; Figura 4). O 

mecanismo pelo qual os açúcares atuam para bio-estabilizar a célula e 

como substrato energético (por exemplo, glicose, trealose, sacarose, 

etc.) e a modulação efetuada pela sua concentração ainda precisam de 

ser elucidados e devem ser sistematicamente avaliados (CUEVAS-

URIBE et al., 2013; CIERESZKO et al., 2014). 
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Figura 4. (a) A congelação equilibrada implica o uso de 
crioprotetores e congelação lenta para produzir desidratação e 

contração celular. Os crioprotectores permeáveis (○) diminuem o 
ponto de congelação da solução e prolongam o tempo de 

desidratação durante a congelação, minimizando assim o choque 
osmótico e evitando a desidratação excessiva das células. Os 

crioprotectores não permeáveis (●) auxiliam a desidratação celular e 

estabilizam a membrana durante a criopreservação. Uma vez que os 
primeiros cristais de gelo extracelulares formam () à medida que a 

temperatura cai, mais água é incorporada nos cristais. Estes 
crescem, criando uma condição hipertônica que produz desidratação 

osmótica. A combinação do aumento dos solutos intracelulares e da 
redução da temperatura aumenta a viscosidade da solução até atingir 

a temperatura eutéctica (-40° C). Neste ponto, a solução 

descongelada remanescente solidifica (vitrificação parcial). (B) A 
vitrificação sem equilibrio envolve a utilização de concentrações 

elevadas de crioprotectores para desidratar a célula e substituir a 
água intracelular antes da congelação começar. A congelação 

ultrarápida evita a formação de cristais de gelo nas células e no 
meio circundante durante a congelação. O resultado é que a solução 

se solidifica no estado vítreo, sem formação de cristais (vitrificação 
total). 

 

 (Fonte: Modificado de Magnotti et al., 2016) 

Quando o plasma seminal é incorporado na criopreservação reduz 

os efeitos nocivos dos crioprotetores e aparece como um agente 

crioprotetor e antioxidante que protege a função do esperma em peixes 

(ALVAREZ et al., 1987; FIGUEROA et al., 2015). Uma série de 

substâncias antioxidantes são encontradas no plasma seminal (ácido 

ascórbico, carnitina, glutationa, metionina, tacoferol e ácido úrico) e 

enzimas de defesa oxidativa (catalase, glutationa redutase, peroxidase e 

superoxido dismutase) que poderiam ajudar a proteger as células 
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criopreservadas (LAHNSTEINER et al., 2007; LAHNSTEINER, 2009;  

LAHNSTEINER et al., 2010; LAHNSTEINER; MANSOUR, 2010). 

Lahnsteiner et al. (2010) e Lahnsteiner & Mansour (2010) 

relatam que o ácido úrico é o principal antioxidante encontrado no 

sêmen de burbot (Lota lota), perch (Perca fluviatilis), bleak (Alburnus 

alburnos) e truta marrom (Salmo trutta) e que é capaz de aumentar a 

motilidade espermática e a integridade das membranas. Liu et al. (1995) 

sugerem que que a proteção antioxidante para os espermatozoides de 

mamíferos também esta relacionada a proteínas do plasma seminal, e 

Sasaki et al. (1996) a atribui a frações de proteínas de baixo peso 

molecular. Segundo Lahnsteiner (2007), lipoproteínas do plasma 

seminal de truta arco-irís são capazes de manter a composição lipídica 

da membrana citoplasmática e aumentar a crioestabilidade dos 

espermatozoides. Porém a capacidade antioxidante do plasma seminal é 

insuficiente para prevenir a peroxidação dos lipídios durante a 

congelação, devendo ser suplementados pelo diluidor e outros 

crioprotetores (FIGUEROA et al., 2015). 

3.2.3 Congelação ultrarápida (vitrificação) 

O método de vitr ificação consiste na imersão direta das amostras 

de pequeno volume no nitrogênio líquido e já foi aplicada com sucesso 

em espermatozoides de peixes como a truta arco-íris e o salmão do 

Atlântico (MERINO et al., 2011; MERINO et al., 2012; CUEVAS-

URIBE et al., 2013; FIGUEROA et al., 2013; FIGUEROA et al., 2015).  

Entretanto, até o momento somente Cuevas-Uribe et al. (2013) 

aplicaram a técnica para sêmen de peixes marinhos. 

Saragusty & Arav (2011) relatam que a simplicidade e velocidade 

são os maiores benefícios desta técnica, quando comparada à 

criopreservação tradicional. A vitr ificação não necessita de 

equipamentos especializados e pode facilmente ser aplicada em 

procedimentos dentro de plantas de produção e trabalho de campo em 

áreas de difícil acesso. Para a sua aplicação, além dos onze pontos 

críticos existentes na criopreservação de sêmen, existem outros de 

grande importância: 1. Número de passos para adicionar e remover o 

crioprotetor; 2. Técnica utilizada para a vitr ificação ( influenc iam sobre a 

taxa de resfriamento e o tamanho da capa de vapor); 3. Viscosidade e 

volume das amostras (YAVIN; ARAV, 2007); 4. Pressão absoluta 

(pressões hidrostáticas elevadas diminuem a temperatura homogênea de 

nucleação e aumentam a temperatura de trans ição vítria) (RABIN; 

STEIF, 2009). A diferença básica da vitrif icação para a técnica de 

criopreservação lenta, é que durante a imersão direta em nitrogênio 
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líquido, a viscosidade do meio é aumentada e as moléculas de água 

presentes na amostra não conseguem se arranjar para a formação de uma 

estrutura cristalina, formando assim uma forma amorfa de água sólida 

(vitrif icada) (CUEVAS-URIBE; TIERSCH, 2011). 

O objetivo do método é alcançar a transição vítrea o mais rápido 

possível por meio de um resfriamento rápido ou aumentando a 

concentração de crioprotetores (CUEVAS-URIBE; TIERSCH, 2011). 

Porém, o aumento da concentração dos crioprotetores gera mais efeitos 

tóxicos para as células como choque osmótico, modificações na 

permeabilidade da membrana celular e elevadas taxas de fragmentação 

do DNA. Geralmente uma mistura de crioprotetores com características 

diferentes é mais recomendada para a técnica. Deste modo, é possível 

utiliza-los em baixas concentrações e obter boa formação vítrea, com 

baixa toxicidade devido à soma das propriedades dos crioprotetores. 

(SARAGUSTY; ARAV, 2011). Por exemplo, HSA (human serum 

albumin) + 0.25 M sucarose são utilizados como crioprotetores não 

permeáveis com sucesso na vitrif icação sêmen de humanos pela técnica 

de gotejamento em nitrogênio líquido (ISACHENKO et al., 2008). 

Cuevas-Uribe et al. (2013) testaram oito crioprotetores em 

diferentes concentrações e verificaram que a mistura de substâncias 

permeáveis e não permeáveis propicia melhores resultados do que usar 

somente um crioprotetor em elevadas concentrações. Neste experimento 

a mistura 15% DMSO + 15% EG + 10% Gly + 1% X-1000
TM

 (X) + 1% 

Z-1000
TM

 (Z) resultou em uma melhor taxa de vitr ificação, motilidade e 

integridade da membrana do sêmen de red snapper (Lutjanus 

campechanus), spotted seatrout (Cynoscion nebulosus) e red drum 

(Sciaenops ocellatus). Porém, também obtiveram elevada porcentagem 

de vitrif icação com bons resultados de motilidade e integridade da 

membrana utilizando a mistura de outros compostos permeáveis e não 

permeáveis (ex: 10% DMSO + 30% EG + 0.25 M trealose). 

Mais recentemente, o plasma seminal foi empregado como 

crioprotetor na vitrificação de sêmen de salmonídeos com sucesso. 

Merino et al. (2011) e Merino et al. (2012) usaram diluidor Cortland
® 

 + 

1% BSA e substituíram o crioprotetor permeável por 40% de plasma 

seminal na vitr ificação do sêmen de truta arco-íris (O. mykiss), obtendo 

>80% de motilidade, >82% de integridade da membrana plasmática e 

55% de integridade no potencial da membrana mitocondrial. Figueroa et 

al. (2013) e Figueroa et al. (2015) utilizaram diluidor Cortland
®  

+ 10% 

DMSO + 2% BSA + 0.13M sucrose + 30, 40 ou 50% de plasma seminal 

na vitrif icação do sêmen de truta arco-íris com sexo revertido (O. 

mykiss) e salmão do Atlântico (S. salar), respectivamente. Os autores 
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conseguiram melhores resultados de motilidade, integridade da 

membrana plasmática, potencial da membrana mitocondrial e 

fertilização quando adicionado 50% de plasma seminal como 

crioprotetor. De modo geral os peixes marinhos produzem sêmen com 

maior viscosidade, e menor volume do que peixes dulcícolas, entretanto 

o uso da porção total do plasma seminal, frações ou de proteínas 

extraídas e purificadas, deverão ser considerados e testados futuramente 

como crioprotetores para a criopreservação do sêmen de espécies de 

peixes marinhos. 

3.2.4 Perspectivas futuras 

Nos últimos anos a pesquisa com conservação de sêmen de 

peixes marinhos tem se intensif icado. Entretanto, a maior parte delas 

aborda somente questões técnicas modificando diluidores e 

crioprotetores e seu resultado na motilidade dos espermatozoides. 

Poucos apresentam uma abordagem mais aprofundada para 

compreender os efeitos na fisiologia e morfologia das células causados 

por estas substâncias químicas e pela conservação via criopreservação 

por congelação lenta “slow freezing” e vitrif icação. No futuro,  técnicas 

celulares e moleculares terão que ser usadas para caracterizar os 

criodanos (FIGUEROA et al., 2014). Técnicas para verificar a 

integridade da membrana plasmática (ex: citometria de f luxo (SYBR 

14/PI) e microscopia óptica (eosina)), fragmentação do DNA (ex: 

TUNEL) e para verif icar a integridade mitocondrial via analise de 

potencial de membrana mitocondrial (ex: microscopia de 

epif luorescência e citometria de fluxo (Rhodamine and JC-1) são 

recomendadas por Figueroa et al. (2014). Outra tecnologia, como o 

CASA, tem sido utilizada para avaliar os padrões de motilidade em 

espermatozóides criopreservados como o objetivo de avaliar os efeitos 

de diferentes crioprotetores e caracterizar diferentes subpopulações de 

espermatozóides em amostras de sêmen, bem como avaliar o efeito da 

criopreservação na estrutura espermática (BILLARD et al. 1993; 

COSSON et al. 2008; COSSON 2010). 

A adição de novas substâncias aos diluentes e aos novos 

crioprotectores também é recomendada para se obter progresso nessas 

técnicas. A aplicação de substâncias já experimentadas e testadas em 

espécies de água doce pode produzir bons resultados em espécies 

marinhas. Por exemplo, suplementação de diluentes com antioxidantes e 

adição de ácidos orgânicos, e utilização de plasma seminal 

macromolecular como um crioprotetor não permeável na 

criopreservação e vitrificação. 
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4. CONSERVAÇÃO DO SÊMEN DE ESPÉCIES DE PEIXES 

MARINHOS COM OCORRÊNCIA NO BRASIL 

Para peixes marinhos com ocorrência no Brasil, as técnicas foram 

aplicadas para poucas espécies (Tabela 1). Desta maneira, ainda há 

muitas questões quanto as metodologias de conservação de sêmen de 

muitas espécies de interesse econômico e ambiental que não foram 

respondidas (CAROSFELD et al., 2003). 

Para mugilideos alguns trabalhos nesta linha de pesquisa foram 

inicialmente realizados no Laboratório Marinho de Tungkang, que 

pertence ao Instituto de pesquisa de Tungkang - Taiwan. Neste 

laboratório foram feitos experimentos com a espécie Mugil cephalus, 

onde definiram as características biológicas do sêmen, de sua ativação e 

os efeitos dos crioprotetores (CHAO et al., 1973), o efeito da diluição e 

dos crioprotetores na motilidade e fertilidade dos espermatozoides 

(CHAO et al., 1974) e posterior divulgação dos resultados por Hwang et 

al. (1972) e Chao et al. (1975).  

Para a espécie Mugil liza, Serralheiro et al. (1992)  fizeram o 

primeiro relato de criopreservação do sêmen, Serralheiro et al. (1999)  

testaram três substâncias diluídoras para a refrigeração e Otsubo (2010) 

utilizou sêmen fresco e criopreservado na inseminação artificial da 

espécie com sucesso. Porém, estes autores só executaram testes para 

encontrar o melhor diluidor, e a concentração ideal do crioprotetor, 

adotando as técnicas definidas para outras espécies marinhas nas outras 

variáveis existentes no método de criopreservação: diluição, tipo de 

diluente, tipo de crioprotetor e características de ativador espermático. 
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Tabela 1. Publicações sobre conservação de sêmen em peixes 

marinhos com ocorrência em águas brasileiras. 

Nome comum Espécie Método Autor 

cioba, mutton 

snapper 

Lutjanus analis Refrigeração  Sanches & 

Cerqueira (2011) 

- - Criopreservação Sanches et al. 

(2013) 

ariocó, lane 

snapper 

Lutjanus 

synagris 

Refrigeração  Sanches & 

Cerqueira (2010) 

- - Criopreservação Sanches et al. 

(2015); Gaitan-

Espitia et al. 

(2013) 

garoupa 

verdadeira, dusky 

grouper 

Epinephelus 

marginatus 

Criopreservação Sanches et al. 

(2009); Cabrita et 

al. (2009)** 

robalo flecha, 

common snook, 

camurim 

Centropomus 

undecimalis 

Refrigeração e 

Criopreservação 

Tiersch et al. 

(2004) 

robalo peva, fat 

snook 

Centropomus 

parallelus 

Criopreservação Serralheiro et al. 

(2003); 

Serralheiro et al. 

(2004); Tiba et al. 

(2009) 

linguado, 

Brazilian flounder 

Paralichthys 

orbignyanus 

Criopreservação Lanes et al. (2008) 

bijupira, cobia  Rachycentron 

canadum 

Criopreservação Caylor et al. 

(1994)* 

pescada amarela, 

acoupa weakfish 

Cynoscion 

acoupa 

Refrigeração  Castro et al. 

(2014a);  Castro et 

al. (2014b) 

tainha, lebranche 

mullet, lisa 

Mugil liza/ 

Mugil platanus 

Refrigeração  Serralheiro et al. 

(1999) 

- - Criopreservação Serralheiro et al. 

(1992); Otsubo 

(2010) 

* criopreservação a -80°C; ** Peixes sexo invertido 
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5. CARACTERIZAÇÃO DO SÊMEN 

Os espermatozoides dos peixes ficam estocados no trato genital, 

mesclados ao fluido seminal. Eles só se tornam móveis e são ativados 

metabolicamente após contato com a água (RURANGAWA et al., 2004; 

FIGUEROA et al., 2014). Muitos estudos foram realizados em espécies 

de peixes de água doce, mas ainda são poucas as informações quanto as 

características do sêmen de peixes marinhos. Neste último grupo, a 

ativação da motilidade ocorre imediatamente após o contato com a água 

salgada, um meio com maior osmolalidade do que o fluido seminal. 

(COSSON et al. 2008). 

A caracterização do sêmen de uma espécie é de grande 

importância para o desenvolvimento de técnicas de fertilização em vitro 

e de manejo e conservação. Diversos autores já descreveram as 

diferenças de qualidade no sêmen entre indivíduos de uma mesma 

espécie, devido idade diferente, fase do ciclo reprodutivo, fatores 

nutricionais, genética, entre outros (RANA, 1995; DREANNO et al., 

1999; SUQUET et al., 2000; CABRITA et al.,  2014; VALDEBENITO 

et al., 2015), que podem influenciar diretamente nos resultados de 

fertilização. 

A qualidade do sêmen pode ser determinada pela avaliação de 

parâmetros como: motilidade e vitalidade espermática, volume 

ejaculado, pH e osmolalidade do plasma, a concentração de 

espermatozoides, morfologia espermática, entre outros, sendo a 

motilidade espermática o fator mais utilizado para esta avaliação 

(BILLARD et al., 1995; COSSON et al., 1999; SALGUEIRO; NUNES, 

1999; RURANGAWA et al., 2004). Conhecendo estes parâmetros é 

possível escolher os indivíduos mais adequados, que possuem o sêmen 

com as características desejadas, para o seu uso durante o procedimento 

de reprodução e serve de base para a escolha de um diluidor e/ou 

ativador espermático para a espécie. A importância de cada um destes 

fatores para a análise de qualidade do sêmen é descrita por Rurangawa 

et al. (2004) e os métodos analíticos atualmente utilizados para avaliar 

cada fator é bem detalhado e discutido por Fauvel et al. (2010), Cabrita 

et al. (2014), Figueroa et al. (2016). 

Para mugilideos existem poucos trabalhos publicados com as 

características básicas do sêmen e de sua ativação. Para Mugil cephalus, 

Chao et al. (1975) analisaram 8 peixes entre 36 e 46 cm, com 0,85 a 2 

kg e descreveram que o sêmen é viscoso com pequena quantidade de 

plasma, tem pH 7,4, densidade média de 5,3x10
10

 sptz mL
-1

 e a cabeça 

do espermatozoide mede 2,3x1,4 µm. Yeganeh et al. (2008) utilizando 

machos de M. cephalus de 7-8 anos e peso médio 0,95 kg obtiveram 
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aproximadamente 3 minutos (117 seg) de motilidade e melhor tempo de 

motilidade na salinidade 32. A ultraestrutura da M. cephalus foi 

analisada por Kumar et al. (2015). Zaki et al. (1993) verificaram tempo 

de motilidade de até 7 minutos após ativação dos espermatozoides de 

Liza ramada com água do mar. Para Mugil capito a ativação ocorre 

entre pH 5,5 e 10, tendo como ótimo o pH 7 (HINES; YASHOUV, 1971 

apud COSSON, 2004). Para Mugil liza e Mugil platanus Eiras-Stofella 

& Gremski (1991) analisaram a ultraestrutura dos espermatozoides, 

assim como em 1993 para Mugil curema. Otsubo et al. (2010) 

observaram em M. liza volume de 4,4±1,02 mL, densidade espermática 

média de 4,4 x 10
10

 cel mL
-1

, motilidade de 99% e tempo de motilidade 

médio de 458 seg (7 min e 38 seg).  

Para M. liza não existem relatos para outros parâmetros de 

ativação dos espermatozoides e morfológicos. Conhece-los é o primeiro 

passo para fundamentar e entender o desenvolvimento das técnicas de 

reprodução e de conservação de gametas. 

  

6.  OBJETIVOS 

6.1 OBJETIVO GERAL 

 

Produzir informações sobre as características do espermatozoide 

e métodos de conservação de sêmen da tainha, Mugil liza, para otimizar 

a sua produção em cativeiro 

 

6.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Identificar e descrever as diferenças nos parâmetros seminais e 

morfométricos dos espermatozoides da tainha de cativeiro e selvagem.  

 

Verificar se existem diferenças nos parâmetros seminais e de 

ativação dos espermatozoides entre indivíduos de um mesmo grupo 

(cativeiro e selvagem). 

 

Verificar se a salinidade e o pH do ativador espermático 

influenciam a porcentagem de células móveis e o tempo de motilidade 

dos espermatozoides. 

 

Verificar o a integridade da membrana plasmática durante a 

estocagem do espermatozoide de tainha sob refrigeração a 4 °C 
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Verificar se a diluição de 1:3 com diluidor CF-HBSS propic ia 

melhor resultado na refrigeração do sêmen a 4 °C, do que a estocagem 

in natura. 

 

7. FORMATAÇÃO DOS ARTIGOS 

 

O desenvolvimento da tese está dividido em dois capítulos, onde 

o capitulo 1 foi redigido seguindo as regras da revista Aquaculture 

Research (JCR 1,606, Qualis A2), submetido no dia 23 de dezembro de 

2016. O capitulo 2 foi redigido seguindo as regras da revista Boletim do 

Instituto de Pesca (JCR 0,525, Qualis B1) dia 24 de abril de 2017, 

respectivamente, e se encontram sob análise dos revisores
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MORFOMETRIA E EFEITOS DO PH E SALINIDADE NA 

MOTILIDADE ESPERMÁTICA 

 

Spermatology of lebranche mullet Mugil liza  (Valenciennes, 1836) in the 
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RESUMO 

O trabalho teve como objetivo descrever aspectos da biologia espermática 

da tainha (Mugil liza) selvagem e de cativeiro em primeira maturação, e 

os efeitos de soluções ativadoras com diferentes salinidades (0, 10, 20, 30, 

35, 40, 50 e 60) e pH (6, 7, 8, 9 e 10) na porcentagem de ativação e tempo 

de motildiade dos espermatozoides. Foram encontradas diferenças 

significativas no volume de sêmen, na densidade dos espermatozoides, 

espermatócrito, na integridade da membrana plasmática e na morfometria 

entre os grupos amostrados, demonstrando que a idade dos peixes e as 

características individuais influenciam diretamente na qualidade do 

sêmen. O melhor tempo de motilidade foi obtido na salinidade 34,8 

(189±15 s) e melhor porcentagem de células móveis na salinidade 34,6 

(95±10%), sendo que a variação de salinidade entre 30 e 35 não gera 

prejuízos significativos na motilidade dos espermatozoides da M. liza. 

Salinidades próximas a 20 e 50 acarretam na perda de aproximadamente 

40 s de tempo de motilidade e 50% na porcentagem de células móveis. O 

pH de 8,5 propiciou o maior tempo de motilidade (218±13 s) e 8,7 a 
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melhor porcentagem de cél. móveis (93±12%). A diminuição do tempo de 

motilidade também foi verificada em pH igual ou inferior a 7 e igual a 10, 

com perdas superiores a 50 s. 

 

Palavra chave: Espermatologia, Morfologia, Motilidade, pH, 

Osmolalidade 

 

ABSTRACT 

The object of the present work was to describe the sperm biology of 

lebranche mullet (Mugil liza) in the wild and in captivity at the time of 

first sexual maturity, and the effects produced by activating solutions with 

different levels of salinity (0, 10, 20, 30, 35, 40, 50 and 60 g L
-1

) and pH 

(6, 7, 8, 9 and 10) on the sperm activation period and rate. Significant 

differences were found in volume of semen, sperm density, spermatocrit, 

sperm viability and morphometry between the groups studied, showing 

that the origin, age and individual characteristics of the fish have a direct 

influence on sperm quality. The longest motility period was obtained with 

a salinity of 34.8 g L
-1

 (189±15 s); the highest motility rate (percentage) 

was recorded with salinity 34.6 g L
-1

 (95±10%); varying the salinity 

between 30 and 35 g L
-1

 did not produce any significant alterations in the 

motility of M. liza spermatozoa. Salinities between 20 and 50 g L
-1

 led to 

a loss of approximately 40 seconds in motility time and 50% in motility 

rate. pH 8.5 produced the longest motility period (218±13 s) and pH 8.7 

the highest motility rate (93±12%). Reduced motility time was found with 

pH lower than or equal to 7 and equal to 10, with losses of more than 50 s 

in the flagellar activation period. 

 

Key words: Spermatology, Morphology, Motility, pH, Osmolality  

 

INTRODUÇÃO 

A família Mugilidae é representada por 66 espécies e 17 gêneros, 

com distribuição em todo o mundo em zonas tropicais, subtropicais e 

temperadas (Monteiro-Ribas and Bonecker, 2001). A tainha Mugil liza 

(Valenciennes, 1836) é a sétima espécie mais capturada no Brasil (MPA, 

2011) e se mantém, desde 2004, classificada como sobreexplotada 

(IBAMA, 2007). Atualmente categorizada no Brasil como espécie quase 

ameaçada de extinção (NT) segundo a IUCN, passa por avaliação de seu 

estado de conservação populacional para definição de estratégias de 

manejo e ordenamento pesqueiro (MPA e MMA, 2015) 

O êxito na reprodução de qualquer espécie em cativeiro inclui a 

devida análise da qualidade do sêmen, para assegurar a eficiência da 
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fertilização (Rurangwa et al., 2004). Características como o volume de 

sêmen, concentração de espermatozoides e sua motilidade, são fatores 

importantes para avaliar a capacidade reprodutiva de uma espécie ou de 

um indivíduo (Maria et al., 2010).  

Os únicos estudos com os gametas masculinos da tainha foram 

realizados por Eiras-Stofella & Gremski (1991), que descreveram a 

ultraestrutura dos espermatozoides, Serralheiro et al. (1992) fizeram o 

primeiro relato de criopreservação do sêmen, Serralheiro et al. (1999) 

testaram três substâncias diluídoras para a refrigeração e Otsubo (2010) 

realizou estudos com três diluidores para a criopreservação do sêmen da 

espécie. Não existem relatos sobre a fisiologia, morfometria e fatores que 

induzem a ativação dos espermatozoides desta espécie.  

Desta maneira, definir as características morfológicas dos gametas 

e da ativação dos espermatozoides da espécie é de fundamental 

importância para melhorar as técnicas de reprodução em cativeiro e 

desenvolver protocolos de manejo in vitro e conservação de sêmen. Este é 

o primeiro estudo da biologia do espermatozoide de reprodutores de 

Mugil liza nascidos em cativeiro, e comparando com espécimes 

selvagens. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Grupo de peixes 

Os indivíduos de cativeiro são resultantes de desovas no ano de 

2014, provenientes de peixes selvagens capturados e mantidos no 

Laboratório de Piscicultura Marinha (LAPMAR – UFSC) e descrito por 

Passini et al. (2015). Foram mantidos em tanques circulares alocados 

dentro de uma estufa, com sistema de f luxo continuo de água a uma taxa 

de troca de 100-300%. A água foi bombeada diretamente do oceano, com 

ponto de sucção na praia do Moçambique, Florianópolis – Brasil (27° 34' 

02" S, 48° 25' 44" W). Os peixes se encontravam em água com 

temperatura entre 28 °C no verão e 17 °C no inverno e fotoperíodo natural 

(14h luz no verão, 10h luz no inverno). Foram alimentados três vezes ao 

dia até a saciedade com dieta comercial de 45% de proteína bruta e 8% de 

lipídios. No período reprodutivo de 2015 (junho – julho) os peixes tinham 

11 meses de idade e os machos apresentavam sinais de maturação gonadal 

com liberação de sêmen após leve pressão abdominal.  

Para comparar os resultados, também foram extraídas amostras de 

sêmen de peixes selvagens. Os peixes foram capturados com redes de 

arrasto pelos pescadores artesanais da região da Barra da Lagoa, 

Florianópolis – Brasil (27° 34’ 26” S, 48° 25’ 27” W) em 29 de junho. Os 

indivíduos foram manipulados imediatamente após a captura. Todos os 
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procedimentos foram previamente aprovados e autorizados pelo comitê de 

ética e uso de animais – CEUA pelo projeto n° PP00861. 

Coleta do sêmen 

Um total de 35 peixes de cativeiro foram anestesiados com 50 ppm 

de Benzocaína. Depois da anestesia, a região abdominal e genital foram 

limpas com água deionizada e secas com papel toalha. O sêmen foi 

coletado com seringas de 1 mL (com escala de 0,02 mL) depois de uma 

leve pressão abdominal, e imediatamente guardados a 4±1 °C e protegidos 

da luz e analisados após 30 minutos. Amostras contaminadas com 

excremento e urina (identif icado pela cor e pela variação de viscosidade) 

foram descartadas. A coleta e análise do sêmen dos peixes selvagens 

seguiram os mesmos procedimentos, exceto a etapa da anestesia. As 

amostras foram identif icadas de acordo com o macho doador, e 15 de 

cada grupo foram analisadas individualmente para a motilidade, 

vitalidade, dens idade espermática e espermatócrito, seis  amostras de 

machos de cada grupo foram utilizados para avaliar a morfometria e cinco 

amostras de machos de cativeiro para avaliar os diferentes ativadores 

espermáticos. Todos os indivíduos foram pesados (g) com balança digita l 

e medidos (cm) com uma trena. 

 

Análise da motilidade espermática 

O sêmen de ambos os grupos de reprodutores foi ativado com 

proporção de 1:10 (v:v) com uma solução de 35 de salinidade, pH 9 e 4±1 

°C, feita com água deionizada e sal marinho artificial (Blue Treasure Reef 

Sea Salt, Quingdao Sea-Salt Aquarium Technology Co., ltd., China).  

Imediatamente depois da ativação, foi examinado com microscópio óptico 

(Leica LCC50HD) (400x) por uma única pessoa, em um campo de visão 

selecionado aleatoriamente e intens idade de luz constante. O período de 

atividade f lagelar foi medido com cronômetro desde o momento da 

ativação até a imobilidade de todos os espermatozoides. Para identif ic ar a 

porcentagem de células móveis (%MC) foi utilizada uma escala com 

valores de 0 a 5 como sugerido por Fauvel, Savoye, Dreanno, Cosson & 

Suquet (1999), onde: 0 = 100% de espermatozoides imóveis, e 1 = 0–

20%; 2 = 20–40%; 3 = 40–60%; 4 = 60–80%; 5 = 80–100% de 

espermatozoides móveis. Foram realizadas 4 repetições para cada macho 

testado 

 

Concentração espermática 

A concentração espermática foi avaliada por meio da contagem em 

microscópio óptico (400x, Leica LCC50HD) das células espermáticas 

presentes nas amostras de sêmen, previamente diluídas (1:1000) em 
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solução tamponada de formol a 4%, em câmara hematimétrica de 

Neubauer (1 mm
3
 ). Foram feitas 4 contagens para cada macho. Para 

determinação e comparação da concentração espermática, foi empregada a 

técnica de espermatócrito. O sêmen foi colocado em capilares de 

hematócrito, com uma das extremidades selada com plastilina, e 

submetido à centrifugação 18.000 g por 25 minutos, em centrífuga para 

capilares. A rotação e tempo foram determinados em um experimento 

prévio. A leitura da massa celular das amostras centrifugadas e do volume 

de plasma seminal foi realizada com régua graduada, sendo os valores 

obtidos expressos em porcentagem 

 

Integridade da membrana plasmática 

Amostras de sêmen foram submetidas a avaliação da integridade da 

membrana plasmática pelo método da eosina-nigrosina, realizada de 

acordo com Maria et al. (2010). Para isso, o sêmen in natura  foi 

depositado na proporção 1:5 (sêmen:corante) em uma lâmina e realizado 

esfregaço. Com tempo menor que 60 s foram fotografados 3 campos 

aleatórios de cada lâmina, com uma câmera digital acoplada ao 

microscópio Leica LCC50HD (400x). As imagens foram posteriormente 

analisados com software Leica Application Suite LAS EZ com a 

contagem de 500 células por lâmina, diferenciando pigmentadas e não 

pigmentadas. Os valores foram demonstrados em porcentagem de células 

vivas (não pigmentadas). 

 

Parâmetros morfométricos dos espermatozoides 

O sêmen de cada macho foi diluído em meio C-F HBSS (5,26 g L
-1
 

NaCl, 0,26 g L
-1

 KCl, 0,33 g L
-1

 NaHCO3, 0,04 g L
-1

 Na2HPO4, 0,04 g L
-1
 

KH2PO4, 0,13 g L
-1

 MgSO4 7H20, 0,66 g L
-1

 glucose; 200 mOsMol kg
−1

) 

na proporção 1:1000 (v:v). Posteriormente foram realizados dois 

esfregaços de cada macho e corados com solução de rosa bengala a 3% 

(Maria et al., 2010) (Fig. 1). Com a câmera do microscópio Leica 

LCC50HD (1000x), foram feitas 10 fotografias dos esfregaços e 

posteriormente analisados com software Leica Application Suite LAS EZ. 

15 espermatozoides de cada esfregaço (30 espermatozoides por macho) 

foram medidos quanto ao comprimento da cabeça + peça intermediária 

(CC+PI), largura da cabeça (LC), comprimento do flagelo (CF). O 

comprimento total (CT) foi calculado pela soma CF+(CC+PI). A 

circularidade foi calculada pela equação 4×(área*(perímetro)
-
²) e a 

elipticidade pela equação (CC+PI)*LC
-1

 de acordo com Tuset, Trippel & 

Montserrat (2008). 
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Figura 1. Desenho esquemático das medidas realizadas e 
espermatozoides de tainha (Mugil liza) corados com rosa bengala 3%, 

analisado por microscopia óptica (1000x).  

 

Ativadores espermáticos 

Foram feitas soluções com sal marinho artificial (Blue Treasure 

Reef Sea Salt, Quingdao Sea-Salt Aquarium Technology Co., ltd., China)  

e água deionizada com as salinidades de 0, 10, 20, 30, 35, 40, 50 e 60 e 

pH 9 a 4±1 °C para as análises de ativação com diferentes salinidades. 

Para a ativação com diferentes pH, foi utilizada solução com 35 de 

salinidade e pH 6, 7, 8, 9 e 10 a 4±1° C. Os valores foram medidos com 

pH-metro digital (YSI pH10A) e ajustados adicionando HCL [1%] para 

diminuir e NaOH [1%] para elevar o pH. Foram feitas 4 medições para 

cada tratamento. 

 

Análise estatística 

Os resultados da influência do pH e salinidade no tempo de 

motilidade e taxa de motilidade dos espermatozoides foram submetidos a 

análise de regressão polinomial quadrática (y=ax
2
+bx+c) e identificação 

do ponto máximo da curva pela equação W=-b(2*a)
-1

. A correlação entre 

o espermatócrito e concentração espermática, e entre a integridade da 

membrana plasmática e porcentagem de células móveis foram 

determinados por analise de regressão linear (y=a+bx) e demonstrados de 
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acordo com seu coeficiente de determinação (R
2
). Os valores em 

porcentagem foram transformados para arco-seno (y
0,5

) antes da análise 

estatística. Os demais resultados foram submetidos a ANOVA de uma via 

(p<0,05). Teste Levene foi utilizado para verificar a homocedasticidade e 

o teste Shapiro Wilk para verificar a normalidade. Quando diferenças 

significativas foram identif icadas na análise de variância, o teste Tukey de 

separação de médias foi aplicado com a ajuda do software Statistica 7.0. 

 

RESULTADOS 

Durante o período de amostragem, o sêmen de todos os indivíduos 

apresentou coloração branca e elevada viscosidade. Foram encontradas 

diferenças significativas (p<0,05) para o volume de sêmen, concentração 

de espermatozoides, espermatócrito e integridade da membrana 

plasmática entre os grupos testados (Tabela 1). 

Tabela 1. Parâmetros zootécnicos e seminais dos machos de diferentes 

origens de tainha (Mugil liza) (n=15). 

  Cativeiro Selvagem 

Comprimento (cm) 28,3 ± 1,5
b
 51,5 ± 2,2

a
 

Peso (g) 231,9 ± 34,0
b
 1390,0 ± 187,2

a
 

Vol. sêmen (µL) 45,3 ± 33,4 > 2000 

Conc. espermática  (x10
9
 mL

-1
) 31,8 ± 2,9

a
 24,9 ± 5,3

b
 

Espermatócrito (%) 85,9 ± 12,6
b
 98,3 ± 1,6

a
 

Integridade da memb. plasmática (%) 96,9 ± 1,4
a
 79,5 ± 12,9

b
 

Letras sobre-escritas diferentes demonstram diferença significativa no 

teste Anova uma via (p<0,05) 

 

Houve diferença s ignificativa entre o tempo médio de motilidade 

entre os grupos, 183±38 s para cativeiro e 411±125 s para selvagem 

(p<0,05), sem diferença significativa entre a porcentagem de células 

móveis, 83,6±15,7% e 79,1±16,3%, respectivamente. Também foram 

observadas diferenças significativas nos resultados dos parâmetros entre 

os machos de cada grupo (Fig. 2). Porém, o grupo de cativeiro apresentou 

uma maior uniformidade nos resultados dos parâmetros de tempo de 

motilidade com desvio padrão médio de 38 s, enquanto o grupo dos 

peixes selvagens apresentou desvio padrão de 125 s (p<0,05).  
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Figura 2. Tempo de motilidade (s) e porcentagem de motilidade (%) 

obtidos após a ativação dos espermatozoides dos machos de tainha 
(Mugil liza) (n=15). 
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Os resultados de integridade da membrana plasmática e 

porcentagem de células móveis apresentaram correlação positiva para os 

machos selvagens (R
2
 = 0,83) e de cativeiro (R

2
 = 0,81) (Fig. 3). Também 

foi verif icado correlação positiva para os valores de concentração 

espermática e espermatócrito para machos de cativeiro (R
2
 = 0.84), mas 

não para os machos selvagens (R
2
 = 0.02) (Fig. 4). 

 

 
Figura 3. Correlação dos parâmetros de porcentagem de motilidade e integridade 

da membrana plasmática dos espermatozoides dos machos de cativeiro (A) e 

machos selvagens (B) de tainha M. liza (n=15). 
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Figura 4. Correlação entre espermatócrito e concentração espermática 

dos machos de cativeiro (A) e machos selvagens (B) de tainha M. liza 
(n=15). 

Foram verificadas diferenças significativas (p<0,05) na 

morfometria dos espermatozoides dos grupos analisados (Tabela 2). Os 

machos de cativeiro apresentaram espermatozoides com maior 

comprimento de cabeça (CC+PI), largura de cabeça (LC), comprimento 

de flagelo (CF), comprimento total (CT) e circularidade (p<0,05), não 

houve diferença s ignificativa para elipticidade da cabeça (p>0,05). 

Também foram observadas diferenças significativas para os parâmetros 

morfométricos entre indivíduos do mesmo grupo (p<0,05). 
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Para os testes de ativação dos espermatozoides com diferentes 

soluções a 4±1 °C, foi obtido um maior tempo de motilidade na salinidade 

34,8 e uma maior porcentagem de células móveis na salinidade 34,6 (Fig. 

5). Salinidades entre 20 e 50 implicam na perda de aproximadamente 40 s 

no tempo de motilidade e 50% na taxa de motilidade. Em salinidade 

menor a 10 e maior de 60, os espermatozoides apresentam motilidade. O 

pH 8,5 proporcionou o maior tempo de motilidade e 8,7 a melhor 

porcentagem de células móveis. Foi verif icado a piora dos parâmetros de 

motilidade em pH igual ou menor de 7 e igual a 10, com perda de mais de 

50 s de motilidade.  

 

 

Tabela 2. Parâmetros morfométricos dos espermatozoides de tainha 
(Mugil liza) em primeira maturação de cativeiro e selvagem. 

  Cativeiro Selvagem 

Comprimento da cabeça (µm) 2.02 ± 0.12
a
 1.95 ± 0.10

b
 

Largura da cabeça (µm) 2.40 ± 0.10
a
 2.29 ± 0.07

b
 

Circularidade da cabeça 1.19 ± 0.10
a
 1.10 ± 0.08

b
 

Elipticidade da cabeça 0.84 ± 0.06
a
 0.85 ± 0.04

a
 

Comprimento flagelo (µm) 34.62 ± 2.26
a
 32.83 ± 2.33

b
 

Comprimento total (µm) 36.64 ± 2.28
a
 34.78 ± 2.38

b
 

Valores apresentados com média ± desvio padrão. Letras minúsculas sobre-
escritas diferentes indicam diferença significativa entre as médias dos parâmetros 

analisados. Todos os valores foram analisados com ANOVA simples e posterior 

aplicação do teste Tukey (p<0,05).  
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Figura 5. Influência do pH e salinidade no tempo de motilidade (♦) e 

porcentagem de motilidade (□) dos espermatozoides de tainha 
(Mugil liza) de cativeiro (n=5). 

 

DISCUSSÃO 

A diferença entre os parâmetros de qualidade de sêmen entre 

machos selvagens e de cativeiro pode ser explicada pela diferença de 

idade e etapa do ciclo reprodutivo em que se encontram. A idade dos  

reprodutores tem influência significativa na qualidade do esperma  

(Valdebenito et al., 2015; Vuthiphandchai and Zohar, 1999). 
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Vuthiphandchai & Zohar (1999) reportam que os reprodutores de 3 anos 

de idade de striped bass, Morone saxatilis, produziam sêmen com 

melhor qualidade do que os de 1 e 12 anos. A idade dos peixes  

selvagens era é superior a 6 anos, pois apresentam média de 

comprimento total de 51 ± 2,2 cm, enquanto o tamanho médio de 

individuos de 5-6 anos é de 40,8 cm (Gonzalez-Castro et al., 2009; 

Garbin et al., 2014), enquanto os de cativeiro tinham 11 meses.  

Para as espécies que tem ciclo reprodutivo anual como a M. liza, 

a qualidade do esperma também pode var iar em função da época de 

reprodução e da frequência da desova (Rurangwa et al., 2004). A 

correlação positiva entre densidade espermática e espermatócrito 

observada no grupo de cativeiro (R
2
 = 0,84) pode s inalizar que eles  

estavam sincronizados quanto a madurez das gonadas e aptos para 

reprodução. Os peixes selvagens não apresentaram essa correlação entre 

estes parâmetros (R
2
 = 0,02), influenciado pela pequena porção de 

plasma encontrada em todos os indivíduos (± 1,5%) mesmo quando 

apresentavam diferentes densidades espermáticas. Esta característica é 

um indício de que os peixes selvagens capturados durante a sua 

migração reprodutiva, ainda não apresentam total desenvolvimento 

gonadal, e precisariam de um tempo e/ou distância maior de migração 

para estarem totalmente maduros. O local de captura,  Florianópolis – 

Santa Catarina, está localizado no trajeto migratório das tainhas, a 

aproximadamente 350 km ao sul das áreas de pico de desova, que foram 

identificadas no nordeste dos Estados de Santa Catarina e Paraná 

(Lemos et al. 2014). 

O aumento do volume do plasma seminal durante o período 

reprodutivo foi verif icado no Brazilian f lounder, Paralichthys 

orbignyanus (Lanes et al., 2010). Mudanças em outros parametros de 

qualidade de semen durante a temporada de reprodução também foram 

observadas em turbot, Psetta maxima (Suquet et al., 1998); sea bass, 

Dicentrarchus labrax (Dreanno et al., 1999; Fauvel et al., 1999); red 

porgy, Pagrus pagrus (Mylonas et al., 2003) e Senegalese sole, Solea 

senegalensis (Cabrita et al., 2006). Porém não é possível identificar um 

padrão definido nestas variações dos parâmetros seminais, 

demonstrando que está característica é espécie-específica (Lanes et al., 

2010). 

Os resultados também demonstram diferenças morfométricas e 

nos parâmetros de qualidade de sêmen entre os machos de cada grupo. 

Estas variações individuais são bem descritas para peixes (Dreanno et 

al., 1999; Rana, 1995) e podem estar relacionadas com o estado de 
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maturação das gônadas, genética, manejo e fatores nutricionais (Cabrita 

et al., 2014; Suquet et al., 2000; Valdebenito et al., 2015). 

A morfometria do espermatozoide pode ser utilizada como 

ferramenta para verificar a qualidade do sêmen, onde serve de base para 

identificação de má formações morfológicas correlacionada com a 

funcionalidade da célula in natura e após criopreservação (Figueroa et 

al., 2016; Maroto-Morales et al., 2016). Para mamíferos (Thompson et 

al., 1994; Hidalgo et al., 2001; Gravance et al., 2009) foi verificada 

redução significativa no tamanho da cabeça dos espermatozoides após  

criopreservação, que pode estar relacionado a danos gerados pelo 

procedimento. Também foram identificados variações morfológicas e 

morfométricas na cabeça, peça media e flagelo para os peixes: ocean 

pout, Macrozoarces americanus (Yao et al., 2000); porgy, Diplodus 

puntazzo (Taddei et al., 2001); red seabream, Pagrus major (Liu et al., 

2007); European seabass, Dicentrarchus labrax (Peñaranda et al., 2008) 

e para o longtooth grouper, Epinephelus bruneus (Lim and Le, 2013). 

Além de ser uma ferramenta para identif icar os melhores tratamentos 

para a conservação de gametas, Maroto-Morales et al. (2016) sugerem 

as diferenças morfométricas individuais podem ser usadas como 

ferramenta de seleção de reprodutores, pois seria possível identif icar 

indivíduos que apresentam menor variação do tamanho da cabeça dos  

espermatozoides antes e depois da criopreservação e classificá-los como 

mais resistentes e aptos ao procedimento de conservação de sêmen. 

A correta avaliação das características de qualidade do sêmen é 

considerada como um fator chave para melhorar o desempenho na 

reprodução de peixes (Alavi and Cosson, 2006). O pH do meio de 

ativação gera efeitos diretos e indiretos sobre a ativação dos 

espermatozoides (Alavi and Cosson, 2005), determinando a duração e a 

porcentagem de espermatozoides móveis. O pH junto de outros fatores 

externos, como a salinidade e a temperatura, possuem papel muito 

importante na fis iologia espermática (Aral et al., 2007; Billard et al., 

1995). Desta maneira, é muito importante avaliar a influência destes 

parâmetros sobre a motilidade espermática de tainha, observando o 

potencial para o uso de meios diluidores ou de ativadores espermáticos 

na piscicultura. 

O plasma seminal possui uma composição bioquímica única que 

propicia a normalidade das funções dos espermatozoides (Ciereszko, 

2008). Neste estudo, a porcentagem de espermatozoides móveis e a 

duração da motilidade mostraram padrões de mudança específicos de 

acordo com os valores de salinidade e pH do ativador. Foi encontrada 

correlação positiva entre a salinidade e a porcentagem de 
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espermatozoides móveis (R
2
=0,98) e duração da motilidade (R

2
=0,97) 

assim como entre o pH e estes parâmetros com R
2
=0,94 e R

2
=0,86, 

respectivamente (Fig. 3).  

Os resultados estão de acordo ao descrito em outras espécies de 

água doce e salgada, onde são encontradas correlações significativas  

entre a porcentagem de espermatozoides móveis e tempo de duração da 

motilidade com pH, salinidade e osmolalidade: sea bass, Dicentrarchus 

labrax e sea bream, Sparus auratus (Billard, 1978); flounders, Limanda 

yokohamae e Kareius bicoloratus (Morisawa and Suzuki, 1980); 

Atlantic halibut,  Hippoglossus hippoglossus (Billard et al., 1993); 

American paddlefish, Polyodon spathula ( linhart et al., 1995); common 

bleak, Alburnus alburnus (Lahnsteiner et al., 1996); truta arco ir is, 

Oncorhynchus mykiss (Lahnsteiner et al., 1998); salmão Chinook,  

Oncorhynchus tshawytscha (Ingermann et al., 2003); grey mullet, Mugil 

cephalus (Yeganeh et al., 2008) e southern hake, Merluccius australis 

(Effer et al., 2013). 

Em peixes, as correlações significativas entre a porcentagem de 

espermatozoides móveis, duração de motilidade com o pH e a 

salinidade, sugerem que alguns componentes orgânicos (mono e 

polissacarídeos, proteínas, triglicerídeos, fosfolipídios) e inorgânicos 

(K
+
, Na

+
, Ca

+2
, Cl

-
, Mg

+2
) do plasma seminal afetam a motilidade dos  

espermatozoides antes de serem liberados ao meio ambiente (Alavi and 

Cosson, 2006; Hajirezaee et al., 2010; Lahnsteiner et al., 2004; 

Lahnsteiner et al., 1993). Estes componentes são essenciais no plasma 

seminal, podendo afetar a maturação final dos gametas (Lahnsteiner et 

al., 1998), e devem ser considerados na elaboração de meios de diluição 

e de ativação espermática (Figueroa et al., 2016; Valdebenito et al., 

2009).  

As características químicas do meio de ativação de motilidade 

determinam essencialmente a duração da motilidade e velocidade do 

espermatozoide (Groison et al., 2010). No meio externo, o qual estas 

células enfrentam após a liberação em condições naturais (águas  

oceânicas) ou depois da diluição nos meios de fecundação artific ial, a 

salinidade e o pH são cruciais. Estes parâmetros modificam a 

osmolalidade, a concentração dos sais inorgânicos do meio,  

principalmente de Na
+
, K

+
 e Ca

+2
, e sua permeabilidade na membrana 

celular dos espermatozoides. Cosson (2004) e Alavi & Cosson (2005, 

2006) descreveram que os sais inorgânicos são responsáveis pela 

variação da atividade dos canais iônicos da membrana celular, o pH pela 

sua permeabilidade, e junto da mudança de um meio hipo para um 
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hiperosmótico, são os principais fatores desencadeantes para a 

motilidade dos espermatozoides de peixes marinhos.  

As concentrações inadequadas de sais, pH e osmolalidade podem 

despolarizar a membrana celular e afetar a atividade flage lar dos 

espermatozoides de uma espécie (Morisawa and Suzuki, 1980; 

Morisawa et al., 1983), diminuindo a duração da motilidade depois da 

ativação e sua capacidade de fecundação (Billard et al., 1995; Cosson, 

2004; Cosson et al., 1999; Cosson et al., 1985; Stoss, 1983). Neste 

sentido, a medição dos componentes orgânicos e inorgânicos no plasma  

seminal de peixes selvagens e a determinação das relações fisiológicas 

com a motilidade dos espermatozoides podem ser utilizadas como 

biomarcadores de sua qualidade, ajudando na fecundação artif icial,  

formulação de diluentes para criopreservação e armazenamento a curto 

prazo dos espermatozoides (Valdebenito et al., 2009). 

Em peixes marinhos com fertilização externa, o movimento dos  

espermatozoides é ativado mediante a transferência do sêmen para a 

água do mar, que representa um meio externo hostil (Cosson, 2008). A 

M. liza é uma espécie catádroma, com recrutamento dos juvenis em 

lagoas e estuários, eurialinos (0 a 90) e euritérmicos (3 a 36 ºC) 

(Cerqueira, 2004). Entretanto, os reprodutores realizam migração para 

um curto período de desova em alto mar, onde as condições de pH e 

salinidade são estáveis (Albieri et al., 2010). Esta estabilidade da coluna 

de água e a alimentação adequada nos estuários antes da migração 

reprodutiva podem ser identif icados como fatores importantes que 

influenciam na reprodução da espécie. 

CONCLUSÃO 

A salinidade e o pH podem modular a motilidade dos  

espermatozoides de tainha. Foi encontrado que no intervalo entre 34,6 a 

34,8 de salinidade e pH 8,5 a 8,7 favorecem o melhor desempenho de 

ativação dos espermatozoides de Mugil liza. A a idade dos peixes e as 

características individuais podem gerar diferenças na morfometria e na 

ativação dos espermatozoides. 
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RESUMO  

As características de ativação dos espermatozoides da tainha in natura e 

diluidos com CF-HBSS 1:3 (v:v) foram definidas por 96h de 

refrigeração a 4±2 °C. O sêmen foi coletado de oito peixes selvagens em 

Florianópolis – SC (27°S) no mês de Maio, durante a migração 

reprodutiva. Amostras com porcentagem de células móveis superior a 

80% foram selecionadas para o pool de sêmen. Aliquotas em triplicata 

foram divididas para os tratamentos: in natura e diluído com CF-HBSS 

1:3. As amostras foram ativadas com água oceânica (34 de salinidade e 

pH 8,7) e determinada porcentagem de células móveis, concentração 

espermática, espermatócrito e integridade da membrana plasmática. O 

semen in natura apresentou viabilidade durante as 96h de refrigeração, 

com perda pequena de qualidade de sêmen para o tempo 24h,  porém 

com resultado inferior ao tratamento com diluidor (p<0,05). A diluição 

com CF-HBSS 1:3 propiciou o aumento no tempo de motilidade do 

sêmen diluído (15-20% para 6, 12 e 18h), maior porcentagem de células  

móveis (p<0,05) (±30% maior, para 12, 18 e 24h) e maior integridade de 

membrana (15-20% maior para 6 a 48h) (p<0,05). Também foi 

verificada correlação positiva entre a integridade da membrana 

plasmática e a porcentagem de motilidade nos dois tratamentos.  

 

Palavras chave: Conservação de gametas; Sêmen; Espermatozoide; 

Aquicultura; Piscicultura marinha 
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SHORT-TERM STORAGE OF LEBRANCHE MULLET SEMEN IN 

NATURA AND DILUTED WITH CF-HBSS 

 

ABSTRACT 

The activation characteristics of the mullet spermatozoa in natura  and 

diluted with CF-HBSS 1:3 (v:v) were defined for 96h of refrigeration at 

4 ± 2 °C. Semen was collected from eight wild fish in Florianópolis - SC 

(27 °S) in May, during reproductive migration. Samples with percentage 

of mobile cells greater than 80% were selected for the semen pool. 

Triplicate aliquots were divided for the treatments: in natura and diluted 

with CF-HBSS 1:3. The samples were activated with ocean water 

(salinity of 34 and pH 8.7) to determine percentage of moving cells, 

sperm concentration, spermatocrit and plasma membrane integrity. The 

semen in natura presented viability during 96 h of refrigeration, with 

small loss of semen quality at 24 h, but it was worse than the treatment 

with diluent (p<0.05). Dilution with CF-HBSS 1:3 increased motile time 

of diluted semen (15-20% for 6, 12 and 18 h),percentage of mobile cells  

(p<0.05) (± 30% for 12, 18 and 24 h) and membrane integrity (15-20% 

higher for 6 to 48 h) (p<0.05).There was a positive correlation between 

plasma membrane integrity and percentage of motility in both 

treatments. 

 

Keywords: Gamete conservation; Milt; Spermatozoa; Aquaculture; 

Marine f ish farming 

 

INTRODUÇÃO 

A tainha Mugil liza (Valenciennes, 1836) é a sétima espécie mais  

capturada no Brasil (MPA, 2011) e está classificada como sobre-

explotada desde 2004 (IBAMA, 2007). Atualmente categorizada no 

Bras il como espécie quase ameaçada de extinção (NT) segundo a IUCN, 

passa por avaliação de seu estado de conservação populacional para 

definição de estratégias de manejo e ordenamento pesqueiro (MPA e 

MMA, 2015) 

Por ser uma espécie euritérmica, eurihalina, onívora e requerer 

fácil manejo alimentar apresenta características favoráveis para a 

aquicultura (NETO e SPACH, 1998; CERQUEIRA, 2004; MIRANDA-

FILHO et al., 2010). Estudos com a reprodução da espécie em cativeiro 

foram iniciados nos anos 1980. Entretanto, os únicos relatos que 

descrevem o espermatozoide e a conservação de sêmen da tainha são de 

EIRAS-STOFELLA e GREMSKI (1991), SERRALHEIRO et al.  

(1992), SERRALHEIRO et al. (1999) e OTSUBO (2010). 
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A conservação de sêmen é uma ferramenta útil para preservar 

genes de interesse, colaborar com a propagação artific ial na ausência de 

sincronização de desova, reduzir custos e riscos de transporte de animais  

vivos, estabelecer programas de hibridização e melhoramento genético, 

bem como para auxiliar na manutenção e proteção das espécies 

(SUQUET et al., 2000; RURANGWA et al., 2004; GWO, 2011). A 

refrigeração do sêmen para temperaturas próximas a 4°C é uma das 

técnicas de conservação, proporcionando o prolongamento da 

viabilidade temporal do sêmen não diluído por algumas horas ou dias. 

Esse feito pode ser explicado pela redução da atividade metabólica dos 

espermatozoides a temperaturas abaixo da fisiológica. 

 O uso de soluções diluidoras e imobilizadoras da motilidade 

que mimetizam a composição iônica e a osmolalidade do plasma 

seminal tem sido efetivo em potencializar a longevidade, sem promover 

mudanças significativas da qualidade do sêmen (PEÑARANDA et al., 

2010; GWO, 2011; UBILLA et al., 2015). Os diluidores desenvolvidos  

para espécies marinhas geralmente apresentam em sua composição sais 

inorgânicos, buffer tris (estabilizador de pH), pequenas quantidades de 

monossacarídeos ou açúcares dissacarídeos (glicose, sacarose, frutose, 

lactose, trealose, etc.) e proteína (BSA – albumina do soro bovino ) com 

pH de 7,0 a 8,2 e osmolalidade entre 205 e 400 mOsMol.kg
−1

 (SUQUET  

et al., 2000; MAGNOTTI et al., 2016). Com composição iônica e 

osmolalidade similar a do sangue e plasma seminal da espécie 

(MORISAWA e SUZUKI, 1980), têm a função de diluir, nutrir e 

proteger os espermatozoides de produtos tóxicos do metabolismo celular  

e de variação brusca de temperatura (STOSS, 1983; VALDEBENITO et 

al., 2009; UBILLA e VALDEBENITO, 2011). O primeiro passo para o 

desenvolvimento de protocolos de conservação de sêmen de uma 

espécie é determinar qual a composição mais adequada do diluente 

(VIVEIROS et al., 2012).  

Desta maneira, definir as características de ativação dos 

espermatozoides da espécie mantidos in natura e com um diluídor 

espermático durante o período de refrigeração é fundamental para a 

melhoraria das técnicas de reprodução em cativeiro, bem como para o 

desenvolvimento de protocolos de manejo e estocagem do sêmen. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Coleta de sêmen 

O material biológico utilizado foi coletado de peixes selvagens, 

capturados com redes de arrasto por pescadores artesanais da região da 

Barra da Lagoa, Florianópolis (27° 34’ 26” S, 48° 25’ 27” W) no dia 23 
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de maio, durante o período reprodutivo da espécie (LEMOS et al., 

2014). Oito peixes foram manejados imediatamente após a captura, 

verificando-se o comprimento total (cm) e peso (g). Para a coleta do 

sêmen, as regiões abdominal e genital dos indivíduos foram limpas com 

água deionizada e secas com papel toalha. O sêmen, coletado com 

seringas de 3 mL após suave pressão abdominal, foi imediatamente 

estocado em um recipiente térmico com gelo (sem contato direto com as 

seringas) com temperatura interna de 4±2 °C e proteção de luz.  

Amostras contaminadas com fezes e urina (checado pela cor e variação 

na viscosidade) foram descartadas. Identificadas de acordo com o macho 

doador, as amostras foram analisadas individualmente quanto à 

motilidade espermática. Os procedimentos realizados durante o 

experimento foram previamente aprovados e autorizados pelo comitê de 

ética e uso de animais da Universidade Federal de Santa Catarina 

(CEUA - UFSC) pelo projeto n° PP00861. 

 

Refrigeração do sêmen 

Para a realização dos testes de refrigeração foi realizado um 

pool com as amostras que apresentaram motilidade superior a 80%, 

correspondente ao nível 5 da escala proposta por FAUVEL et al. (1999). 

Neste pool, foram homogeneizados volumes iguais de sêmen (400 µL) 

de cada macho selecionado e posteriormente distribuídos entre os 

tratamentos, estocados em tubos eppendorf  1mL, com volume de 100 

µL de sêmen para cada repetição. Testaram-se dois tratamentos: sêmen 

in natura e diluído com CF-HBSS. O diluídor CF-HBSS (5.26 g L
-1

 

NaCl, 0.26 g L
-1

 KCl, 0.33 g L
-1

 NaHCO3, 0.04 g L
-1

 Na2 HPO4, 0.04 g 

L
-1

 KH2PO4, 0.13 g L
-1

 MgSO4 7H20, 0.66 g L
-1

 glicose; 200 

mOsMol kg
−1

) foi aplicado na proporção 1:3 (v:v) e cada tratamento foi 

realizado em tr iplicata. Após divisão do pool de sêmen nos tubos 

eppendorf , estes foram mantidos a 4±2°C sem iluminação,  manejados  

somente no momento das análises de ativação dos espermatozoides  

(tempo 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72 e 96h). 

 

Análise da motilidade espermática 

O sêmen foi ativado na proporção 1:10 (v:v) com água oceânica a 

34 de salinidade e pH 8,7 a 4±2°C. O recipiente que continha a água 

utilizada como ativador espermático foi mantido por pelo menos 24h 

sob refrigeração a 4±2°C e transferido para um recipiente térmico com 

gelo (sem contato direto entre o gelo e o recipiente com o ativador 

espermático) para manutenção da temperatura durante o período de 

análises. Imediatamente após a ativação, um único avaliador procedeu a 
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análise em microscópio óptico (Leica LCC50HD) (200x) em um campo 

de visão escolhido aleatoriamente e intensidade de luz inalterada. O 

teste foi realizado em quadruplicata. O período de motilidade foi medido 

com cronômetro desde o momento de ativação até a parada total de 

todos os espermatozoides. Para determinar a porcentagem de células  

móveis utilizou-se escala graduada de 0 a 5, conforme sugerido por 

FAUVEL et al. (1999), na qual: 0 = espermatozoides imóveis; 1 = 0–

20%; 2 = 20–40%; 3 = 40–60%; 4 = 60–80%; 5 = 80–100% de 

espermatozoides móveis. 

 

Concentração espermática 

A concentração espermática foi avaliada por meio da contagem 

em microscópio óptico (Leica LCC50HD)(400x) das células  

espermáticas presentes nas amostras de sêmen, previamente diluído 

(1:1000) em solução tamponada de formol citrato a 4%, em câmara 

hematimétrica de Neubauer (1 mm
3
). Foram realizadas quatro contagens 

para cada pool de sêmen. Para determinação e comparação da 

concentração espermática, foi empregada a técnica de espermatócrito. O 

sêmen foi colocado em capilares de hematócrito, com uma das 

extremidades selada com plastilina, e submetido à centrifugação 18.000 

g por 25 min, em uma centrífuga para capilares. A rotação e o tempo 

adequado de centrifugação foram determinados em testes prévios. A 

leitura da massa celular das amostras centrifugadas e do volume de 

plasma seminal foi realizada com régua graduada, sendo os valores 

obtidos expressos em porcentagem.  

 

Integridade da membrana plasmática 

Amostras de sêmen foram avaliadas quanto à integridade da 

membrana plasmática do espermatozoide pelo método da eosina-

nigrosina, realizada de acordo com MARIA et al. (2010). Para isso, o 

sêmen proveniente de cada repetição foi depositado na proporção 1:3 

(sêmen:corante) em uma lâmina e realizou-se o esfregaço. Com tempo 

inferior a 60 s, foram fotografados 3 campos aleatórios de cada lâmina 

com câmera digital acoplada ao microscópio Leica LCC50HD (400x). 

As imagens obtidas foram analisadas com software Leica Application 

Suite LAS EZ, por meio da contagem de 500 células por lâmina,  

diferenciando-se pigmentadas e não pigmentadas. Os valores foram 

demonstrados em porcentagem de células vivas (não pigmentadas). 
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Análise estatística 

O teste Levene foi utilizado para verificar a homocedasticidade e 

o teste Shapiro Wilk para verif icar a normalidade dos dados obtidos. Os 

valores em porcentagem foram transformados para arco-seno (y
0,5

) antes 

da análise estatística. Foi calculada correlação entre os resultados de 

integridade da membrana plasmática e porcentagem de motilidade 

espermática por análise de regressão linear (y=a+bx). Todos os 

resultados foram submetidos a ANOVA simples (p<0.05) com auxílio 

do software Statistica 7.0. 

 

RESULTADOS 

Os oito machos selvagens de tainha (M. liza) apresentaram 

comprimento total de 48,75±2,05 cm e peso de 1250±163 g. Das 

amostras de sêmen coletadas, somente três apresentaram volume (400, 

1500 e 500 µL) e qualidade de sêmen (porcentagem de células móveis  

>80%) adequados para a refrigeração. O pool avaliado in natura  

apresentou 93±12% de porcentagem de células móveis, 343±6 s de 

tempo de motilidade, 76±2% de integridade da membrana plasmática, 

98±1% de espermatócrito e 2,5±1,5 x 10
10 

cel. mL
-1

 de concentração 

espermática. Estes parâmetros foram considerados o tempo zero do 

experimento de refrigeração. 

Durante o período de 96h os espermatozoides dos dois  

tratamentos apresentaram redução no tempo e porcentagem de 

motilidade e integridade da membrana plasmática. Nos tempos 6, 12 e 

18h de refrigeração foi encontrada diferença significativa (p<0,05) entre 

o tempo médio de motilidade dos espermatozoides submetidos aos 

tratamentos. Neste período foi verif icado o aumento no tempo de 

motilidade dos espermatozoides diluídos com CF-HBSS, de 343±6 s 

para 415±5 s (cerca de 20% maior) após 18h (Figura 1A).  

Foi encontrada diferença significativa (p<0,05) na porcentagem 

de motilidade dos espermatozoides diluídos com CF-HBSS, a qual foi 

mais elevada que a do sêmen sem diluidor durante as 96h de 

refrigeração (aproximadamente 30% superior nos tempos 12, 18 e 24h) 

(Figura 1B). O tratamento com sêmen diluído também apresentou taxa 

superior (15-20%) de integridade da membrana plasmática durante os 

tempos de 6 a 48h (p<0,05), igualando-se ao tratamento sem diluição 

após tal período (Figura 1C). 

Os resultados de integridade da membrana plasmática 

espermática e porcentagem de células móveis avaliados durante as 96h 

apresentaram correlação positiva em ambos tratamentos, sendo R
2
 = 
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0,98 para sêmen diluído em CF-HBSS 1:3 e R
2
 = 0,96 para sêmen in 

natura (Figura 2). 

Figura 1. Tempo de motilidade (A), porcentagem de motilidade (B) e 

integridade da membrana plasmática (C) dos espermatozoides de tainha 

(Mugil liza) estocados durante 96h a 4±2 °C in natura e diluído 1:3 (v:v) 

com CF-HBSS. * indica diferença significativa (p<0,05) verificado com 

ANOVA uma via. 
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Figura 2. Correlação entre porcentagem de células móveis (%) e 

integridade da membrana plasmática (%) durante o período de 96h 
de refrigeração do sêmen da tainha M. liza in natura (♦) e diluído 

1:3 com CF-HBSS (□). 

DISCUSSÃO 

O pool de sêmen in natura apresentou 93±12% de motilidade e 

343±6 s de tempo de motilidade espermática. Os valores foram 

próximos aos encontrados por OTSUBO (2010), que obteve 99±2,1% de 

ativação e 458±12 s de tempo de motilidade no sêmen in natura de M. 

liza.  Qualidade e quantidade do sêmen obtido no experimento não 

foram influenciadas pelo método de coleta empregado.  

A técnica de pressão abdominal e coleta por seringas empregada 

é de fácil execução e permite observar e descartar as amostras 

contaminadas com muco, fezes ou urina. O descarte é importante, uma 

vez que a contaminação das células espermáticas interfere 

negativamente nas características essenciais para o sucesso da 

fertilização natural ou induzida, na porcentagem e velocidade de 

espermatozoides móveis, e por consequência, no processo de 

armazenamento por resfriamento ou congelação (SUQUET et al., 2000). 

As variações de qualidade no sêmen entre indivíduos de mesma 

espécie que influenciam taxas de motilidade espermática e fertilização já 

foram atribuídas a diferença de idade, fase do ciclo reprodutivo, fatores 

nutricionais e genéticos, entre outros (RANA, 1995; DREANNO et al., 

1999; SUQUET et al., 2000; CABRITA et al., 2014; VALDEBENITO 

et al., 2015). No presente estudo, o sêmen foi proveniente de peixes  

selvagens durante o período de migração reprodutiva. Ao encontro das 

diferenças observadas pelos autores supracitados, a possibilidade de os  
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animais coletados estarem em fases distintas de maturação gonadal 

justif icaria a alta ativação espermática (>80%) observada em apenas três 

machos.  

O sêmen da tainha tem como característica a elevada viscosidade, 

com porção reduzida de plasma, conforme observado na elevada taxa de 

espermatócrito apresentada pelo pool de sêmen utilizado (98±1%). A 

elevada viscosidade do sêmen e reduzida parcela de plasma seminal (15-

25%) também foi observada em outras espécies de peixes marinhos, 

como: Mugil cephalus (CHAO et al., 1975); Pleuronectes americanus 

(HARMIN et al., 1995); Hippoglossus hippoglossus (TVEDT et al., 

2001); Lutjanus synagris (SANCHES e CERQUEIRA, 2010; 

SANCHES et al., 2015); Lutjanus analis (SANCHES e CERQUEIRA, 

2011; SANCHES et al., 2013). Porém a taxa de somente 2% de plasma 

seminal, além da captura de machos com reduzida espermiação após  

massagem abdominal, podem indicar que os peixes ainda não estavam 

com as gônadas maduras, necessitando de tempo ou distância maior de 

migração para a aptidão à desova. O local de captura, Florianópolis – 

Santa Catarina (27°S), situa-se no meio do trajeto migratório das  

tainhas, a pelo menos 350 km ao sul das áreas de pico de desova, 

identificadas em regiões oceânicas no nordeste de Santa Catarina, e do 

Paraná (26° S) (LEMOS et al., 2014) até São Paulo (24° S) (VIEIRA,  

1991). 

Ademais, o aumento do volume do plasma seminal durante o 

período reprodutivo já foi verif icado no linguado, Paralichthys 

orbignyanus (LANES  et al., 2010). Mudanças em outros parâmetros de 

qualidade de sêmen durante o período reprodutivo também foram 

observados em Psetta maxima (SUQUET et al., 1998); Dicentrarchus 

labrax (DREANNO et al., 1999; FAUVEL et al., 1999); Pagrus pagrus 

(MYLONAS et al., 2003) e Solea senegalensis (CABRITA et al., 2006). 

Porém não é possível identif icar um padrão definido nestas variações  

dos parâmetros seminais, demonstrando que está característica é 

espécie-específica (LANES et al., 2010). 

 O plasma seminal apresenta uma composição bioquímica única 

que propicia a normalidade das funções dos espermatozoides 

(CIERESZKO, 2008). Alguns componentes orgânicos (mono e 

polissacarídeos, proteínas, triglicerídeos, fosfolipídios) e inorgânicos 

(K
+
, Na

+
, Ca

+2
, Cl

-
, Mg

+2
) do plasma seminal afetam a motilidade dos  

espermatozoides antes de serem liberados ao meio ambiente 

(LAHNSTEINER et al., 1993; LAHNSTEINER et al., 2004; ALAVI e 

COSSON, 2006; HAJIREZAEE et al., 2010). Estes componentes são 

essenciais pois podem afetar a maturação final dos gametas  
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(LAHNSTEINER et al., 1998), e portanto devem ser considerados na 

elaboração de meios de diluição e de ativação espermática 

(VALDEBENITO et al., 2009; FIGUEROA et al., 2016). Neste sentido, 

a medição dos componentes orgânicos e inorgânicos no plasma seminal 

de peixes selvagens e a determinação das relações fisiológicas com a 

motilidade dos espermatozoides podem ser utilizadas como 

biomarcadores de qualidade. Tais estudos incrementam o 

desenvolvimento de técnicas de fecundação artif icial de peixes, 

formulação de diluentes para criopreservação e armazenamento a curto 

prazo dos espermatozoides (VALDEBENITO et al., 2009). 

Mesmo sem a adição de um diluidor espermático, os 

espermatozoides da tainha apresentaram motilidade e integridade da 

membrana plasmática durante as 96h testadas, apresentando perdas 

mínimas de desempenho no período de 24h (Figura 1). Este é um 

resultado incomum no processo de refrigeração in natura, que apresenta 

em geral pouco sucesso e perda da qualidade seminal em poucas horas 

(SANCHES e CERQUEIRA, 2010). A rápida perda de qualidade 

seminal foi verificada na refrigeração de: robalo-flecha, Centropomus 

undecimalis (TIERSCH et al., 2004); Lutjanus synagris (SANCHES e 

CERQUEIRA, 2010) e Lutjanus analis (SANCHES e CERQUEIRA, 

2011) que apresentam total imobilidade dos espermatozoides em apenas  

24h de refrigeração; Latris lineata (RITAR e CAMPET, 2000) e para 

Anguilla anguilla (PEÑARANDA et al., 2010) com perda da total da 

motilidade após 48h de refrigeração.  

Para o sêmen diluído foi verif icado: aumento no tempo de 

motilidade nas primeiras 18h; melhor integridade da membrana 

plasmática durante as primeiras 48h de refrigeração; e melhor taxa de 

ativação durante as 96h. Este tratamento apresentou perdas mínimas de 

qualidade de sêmen durante 48h de refr igeração. A ampliação do tempo 

de motilidade durante a refrigeração do sêmen também foi verificada 

para Scophthalmus maximus (CHEREGUINI et al., 1997), L. synagris 

(SANCHES e CERQUEIRA, 2010) e L. analis (SANCHES e 

CERQUEIRA, 2011).  Os diluentes apresentam como principal função 

manter a imobilidade espermática, sendo desenvolvidos para que,  

durante os procedimentos de refrigeração as trocas osmóticas das células  

possam ser continuamente restabelecidas, corrigindo os sucessivos 

desequilíbrios nas concentrações iônicas dos solutos, que acompanham 

as mudanças de temperaturas (GWO, 2011). Segundo BEZERRA 

(2010), um bom diluente se caracteriza pela osmolalidade adequada à 

espécie, valor de pH e poder tampão eficazes, além de uma composição 

iônica que favoreça a sobrevivência espermática. Estudos recentes 
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(WILSON-LEEDY et al., 2009; ALAVI et al., 2010) mostraram a 

importância da osmolalidade e da composição iônica do diluente na 

preservação da qualidade espermática. 

A pequena quantidade de plasma seminal encontrada no sêmen 

dos machos utilizados neste experimento pode ter potencializado os  

benefícios do diluidor espermático, o qual pode ter contribuído 

significativamente para o equilíbrio iônico da solução e para suprir a 

necessidade de nutrientes dos espermatozoides. Entretanto, para definir  

com precisão qual o tempo máximo de estocagem do sêmen sob 

refrigeração, são necessários estudos que avaliem a capacidade de 

fertilização dos ovócitos, atividade fim deste procedimento. 

A proporção de sêmen:diluente normalmente testada para a 

refrigeração e a crioconservação de sêmen varia entre 1:1 a 1:20, com 

resultados positivos para proporções próximas a 1:3 (MCANDREW et 

al., 1993; SUQUET et al., 2000; MAGNOTTI et al., 2016), sendo assim 

adotada para o tratamento com diluídor. A utilização do HBSS 

formulado com osmolalidade entre 200 e 300 mOsMol kg
-1

 tem obtido 

sucesso para a refrigeração e crioconservação de muitas espécies  

marinhas (WAYMAN e TIERSCH, 2000). O seu uso também gerou 

bons resultados na refrigeração do sêmen de C. undecimalis (TIERSCH 

et al., 2004), Lutjanus campechanus e Lutjanus griseus (RILEY et al., 

2008), na crioconservação do sêmen de Lutjanus campechanus (RILEY 

et al., 2004), Hippoglossus hippoglossus (DING et al., 2011), e mais 

recentemente para vitr ificação do sêmen de Cynoscion nebulosus, e 

Sciaenops ocellatus (CUEVAS-URIBE et al., 2015). 

Apesar dos resultados pos itivos com o uso do CF-HBSS e da 

proporção de 1:3 (v:v), é recomendado executar testes com outras 

formulações de diluidores e outras proporções sêmen:diluídor. 

PEÑARANDA et al. (2010) obtiveram resultados positivos com 

diluições de 1:50 e 1:100 (sêmen: diluidor), durante a refrigeração do 

sêmen de Anguilla anguilla. O mesmo foi verificado para outras 

espécies (OHTA e IZAWA, 1996; TAN-FERMIN et al., 1999; OHTA 

et al., 2001) e deve ser considerado para estudos futuros. Peixes 

marinhos apresentam como característica a liberação de pouco volume 

de sêmen, com elevada concentração espermática e viscosidade. Por 

isso, seu armazenamento utilizando-se diluições maiores favorece o 

planejamento da fertilização e otimização do material biológico. 

Também deve ser testada a adição de outras substâncias ao diluídor, 

como: antioxidantes, aminoácidos, ácidos orgânicos, crioprotetores e 

outros, que podem melhorar o tempo de estocagem e o desempenho dos 

espermatozoides, conforme descrito por MAGNOTTI et al. (2016). 
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CONCLUSÃO 

O procedimento de refrigeração do sêmen in natura  da tainha 

M. liza a 4°C apresentou motilidade durante 96h, com pouca redução na 

qualidade de sêmen até 24h. A utilização do CF-HBSS na proporção de 

1:3 de sêmen:diluídor proporcionou melhor desempenho dos 

espermatozoides por 96h, com elevação de até 20% no tempo de 

motilidade após 18h e manutenção de suas características de qualidade 

por 48h. 
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10. CONCLUSÃO GERAL 

 

a) Os componentes ambientais que podem modular a motilidade dos  

espermatozoides de tainha incluem salinidade e pH.  

 

b) O intervalo entre 34,6 a 34,8 de salinidade e pH 8.5 a 8.7 são ideais  

para a ativação dos espermatozoides de Mugil liza. 

 

c) A idade dos peixes e as características individuais podem gerar 

diferenças na  morfometria e na ativação dos espermatozoides. 

 

d) O sêmen de tainha mantêm a motilidade e a integridade da membrana 

plasmática sob refrigeração a 4°C durante 96 h, com pouca perda de 

qualidade de sêmen até 24h. 

 

d) A utilização do HBSS-CF na proporção de 1:3 de sêmen:diluídor 

melhorou o desempenho dos espermatozoides em todos os parâmetros 

analisados durante a refrigeração a 4±2 °C, demonstrando ser uma boa 

alternativa para a conservação do sêmen de M. liza. 
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