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R E S U M O

Este trabalho teve a finalidade de desenvolver um protocolo de crioconservação
do sêmen da garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus. Em três experimentos
foram analisados os efeitos de três diluentes (pH 6,1; 7,8 e 8,2), quatro diluições
(1:0; 1:1; 1:2 e 1:3), seis concentrações de crioprotetor dimetilsulfóxido (0; 2,5;
5,0; 7,5; 10,0 e 12,5%) e cinco velocidades de congelamento (90, 60, 45, 30 e
15°C.min-1) sobre a motilidade e o tempo de motilidade espermáticas no sêmen
crioconservado. O sêmen foi congelado em vapor de nitrogênio empregando-se
palhetas criogênicas, e posteriormente mantido em nitrogênio líquido. O trata-
mento que propiciou maior motilidade e tempo de motilidade espermáticas
(p<0,05) foi aquele proporcionado pelo emprego do diluente B (pH 7,8), na
proporção de 1:3 (v/v), com crioprotetor (dimetilsulfóxido) a 5% e em uma
velocidade de congelamento de 60°C.min-1. Estes resultados possibilitaram a
implantação do primeiro banco de sêmen da garoupa-verdadeira no Brasil.

Palavras-chave: Crioconservação. Sêmen. Epinephelus marginatus. Garoupa-
verdadeira. Reprodução. Maricultura.

A B S T R A C T

This study aimed to develop a semen cryopreservation protocol for the dusky
grouper, Epinephelus marginatus. In three separate experiments, the effects of
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three diluents (pH 6.1, 7.8 and 8.2), four dilutions (1:0; 1:1; 1:2 and 1:3), six
concentrations of the cryoprotectant dimethyl sulfoxide (0; 2.5; 5.0; 7.5; 10.0
and 12.5%) and five freezing speeds (90, 60, 45, 30 and 15°C.min-1) on the
motility and time of sperm motility on the cryopreserved semen were analyzed.
The semen was frozen in nitrogen vapor using cryogenic slats, and was
subsequently transferred to liquid nitrogen. The highest sperm motility rate and
time of motility (p <0.05) were achieved by combining diluent (pH 7.8), in a 1:3
(v/v) proportion, with a 5% concentration of cryoprotector (dimethyl sulfoxide)
and freezing speed of 60°C.min-1. These results enabled the implantation of the
first semen bank in Brazil for the dusky grouper.

Key words: Cryopreservation. Semen. Epinephelus marginatus. Dusky grouper.
Reproduction. Mariculture.

I N T R O D U Ç Ã O

No Brasil a piscicultura marinha ainda é
incipiente, embora a atividade venha ganhando
impulso nos últimos anos a partir da consolidação
dos resultados de pesquisas desenvolvidas por
diversas universidades e instituições de pesquisa e
despertando um grande interesse junto à iniciativa
privada (Sanches, 2007).

O litoral brasileiro dispõe de vastos recursos
para propiciar o desenvolvimento desta atividade,
entretanto, a oferta de formas jovens vem sendo o
fator que restringe este desenvolvimento (Cerqueira,
2005). Da mesma forma, Sanches et al. (2006)
apontaram a dificuldade de obtenção de formas
jovens como um dos maiores entraves para o cultivo
desta espécie, ao demonstrarem a viabilidade econô-
mica do cultivo da garoupa-verdadeira (Epinephelus
marginatus) em tanques-rede, no litoral sudeste do
Brasil. Cox et al. (2006) também destacaram que a
produção de larvas e formas jovens é essencial para
o desenvolvimento e a sustentabilidade da pisci-
cultura marinha. Frente ao exposto, é sugestiva a
necessidade de desenvolvimento de pesquisas na
área de reprodução de peixes marinhos em busca
de tecnologia para a solução deste problema.

Segundo Rocha & Costa (1999) o gênero
Epinephelus apresenta onze espécies com registro
de ocorrência para a costa brasileira, sendo que a
garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus é
destacada por sua grande importância comercial nas
regiões sudeste e sul do Brasil. Machado et al. (2003)
apontaram que esta espécie apresenta importância

do ponto de vista econômico e turístico (grande
interesse na pesca esportiva e no mergulho con-
templativo) e outros autores ressaltaram a garoupa-
verdadeira como uma candidata para a piscicultura
marinha (Marino et al., 2000; Sanches, 2006).

De acordo com Marino et al. (2003) o valor
comercial da garoupa-verdadeira estimulou a
sobrepesca deste recurso, sendo que a partir de 1995,
passou a ser incluído na lista de peixes ameaçados
(Berne Convention, Annex 3 - Protocol for Mediterranean
Biodiversity). Recentemente, Fennessy (2006)
também afirmou que E. marginatus é considerada,
nos dias atuais, uma espécie ameaçada e, por isso,
inclusa na lista vermelha da International Union for
Conservation of Nature and Natural Resources
(IUCN).

A garoupa-verdadeira, como os demais mem-
bros da subfamília Epinephelinae, é uma espécie
hermafrodita protogínica, ou seja, matura inicial-
mente como fêmea e em dado momento de seu

desenvolvimento sofre inversão sexual (Liao, 1993;
Zabala et al., 1997). Dada a complexidade do pro-
cesso de inversão sexual associada a fatores como a

estrutura sócio-demográfica desses peixes, a
obtenção de machos torna-se um problema para a
realização da reprodução em cativeiro (Tucker &
Fitzgerald, 1994; Sadovy & Colin, 1995; Barreiros,
1998).

A dificuldade da disponibilidade de repro-
dutores da espécie é agravada pelo comportamento
de formação de haréns com poucos machos e muitas

fêmeas. A ocorrência dos machos predomi-



Bioikos, Campinas, 22(2):81-90, jul./dez., 2008

Crioconservação do sêmen da garoupa-verdadeira | 83E.G. Sanches et al.

nantemente em profundidades maiores que 30
metros o que dificulta a captura e reduz a sobre-
vivência dos indivíduos capturados (Grier & Neiding,
2000).

A crioconservação do sêmen é uma técnica
empregada em mais de 200 espécies de peixes
(sendo 40 delas marinhas), contribuindo significa-
tivamente para o controle da reprodução na pisci-
cultura moderna (Gwo, 2000; Tierch, 2000). Esta
técnica foi considerada por Cloud et al. (1990) de
especial interesse para espécies ameaçadas de
extinção, por possibilitar a preservação da estrutura
genética da população. Já Gwo (2000) e Grier &
Neiding (2000) vêem a crioconservação como uma
ferramenta importante para o cultivo de peixes da
família Serranidae, pois permite a formação de
bancos de sêmen e viabiliza a reprodução em condi-
ções de cativeiro.

Embora possa ser uma interessante estra-
tégia, poucos trabalhos (Withler & Lim, 1982; Chao
et al., 1992; Gwo, 1993; Miyaki et al., 2005) tem
enfocado a crioconservação do sêmen de espécies
dessa família.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
do tipo de diluente, do nível de diluição, da concen-
tração de crioprotetor e da velocidade de congela-
mento no sucesso da crioconservação do sêmen da
garoupa-verdadeira, contribuindo para a reprodução
da espécie em cativeiro e permitindo a implantação
de um banco de sêmen da espécie.

M A T E R I A L  E  M É T O D O S

Os experimentos foram realizados no Instituto
de Pesca, em Ubatuba (SP) (23 27´04´´S e 45
02´48´´W). Um exemplar macho de garoupa-verda-
deira Epinephelus marginatus foi capturado, em
dezembro de 2006, por meio de linha e anzol e
transportado até o laboratório. O exemplar, com
1,12m e 32kg, encontrava-se sexualmente maduro
e espermiante. Esta condição merece destaque por
ter sido a primeira captura de um exemplar macho
com sucesso, registrada no Brasil, e a primeira
oportunidade de se estudar in vivo o sêmen deste
serranídeo.

O sêmen fresco foi avaliado em relação ao
volume, à densidade, à motilidade e ao tempo de
motilidade espermática. O sêmen foi extraído do
exemplar mediante leve massagem abdominal, com
o uso de seringas plásticas de 5mL, envoltas em papel
opaco (para evitar a incidência de luz sobre as
amostras).

Após a anotação do volume do sêmen colhido,
o material contido na seringa foi transferido para
um único frasco plástico opaco graduado (0,5mL)
de 20mL e mantido imerso em recipiente com água
na temperatura de 26°C (mesma temperatura em
que era mantido o exemplar de E. marginatus no
laboratório).

A densidade espermática foi estimada após
a diluição do sêmen em duas etapas, até atingir a
diluição final de 1:104. Na primeira etapa uma alí-
quota de 10 L de sêmen foi adicionada a 990 L de
solução de formol salino (5mL de solução de for-
maldeído e 95mL de água marinha a 35‰). Na
segunda etapa (momento da realização da conta-
gem), o sêmen foi novamente diluído, na mesma
solução e mesmo fator de diluição. A seguir, a conta-
gem foi feita em câmara de Neubauer Improved
(1mm3), sob microscopia óptica de contraste de fase
e aumento de 200 vezes.

A motilidade espermática (porcentagem de
células da amostra que apresentam movimento) e o
tempo da motilidade espermática (duração do
movimento celular, em segundos) foram estimadas
em seguida à coleta de sêmen. Ambas foram reali-
zadas em microscópio óptico com contraste de fase
(aumento de 400x), após mistura de uma alíquota
de 15uL de sêmen fresco com igual volume de água
marinha 35‰, em uma lâmina de vidro, sobre a
qual foi colocada uma lamínula. A valorização da
motilidade foi baseada na estimativa da porcen-
tagem de células móveis no campo microscópico
focalizado, seguindo uma escala arbitrária de 0% a
100% (Salisbury & Vandemark, 1964). O tempo de
motilidade espermática foi cronometrado (em
segundos) desde o momento em que se iniciou a
mistura do sêmen com a água marinha (ativação)
até o momento em que todas as células se imo-
bilizaram. O tempo de motilidade espermática foi
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aferido com a mesma amostra preparada para se
observar a motilidade espermática. O tempo de ativa-
ção foi de dez segundos. Para cada tratamento foram
congeladas seis palhetas plásticas seladas com álcool
polivinílico (replicatas) em botijão criogênico conten-
do vapor de nitrogênio (-196ºC), seguindo as etapas
enumeradas em Wayman & Tiersch (2000).

Visando-se avaliar o efeito de diferentes fato-
res (tipos de diluente, diluição, concentração de
crioprotetor e velocidade de congelamento) foram
montados três experimentos de crioconservação de
sêmen descritos a seguir:

Experimento 1 - efeito do diluente e fator de
diluição: De acordo com Babiak et al. (2000),  afirma-
ram que esquemas fatoriais se aplicam aos expe-
rimentos de crioconservação, para este experimento
foi desenvolvido um modelo fatorial envolvendo as
três soluções diluidoras de sêmen (A, B, C) e quatro
proporções do volume de diluente adicionadas ao
sêmen 1:0, 1:1, 1:2, 1:3 (v/v).  As soluções diluidoras
de sêmen com diferentes composições iônicas e pH
(Tabela 1) foram baseadas na composição química
da solução fisiológica para teleósteos marinhos, com
valores de pH ajustados para 6,1; 7,8 e 8,2. A con-
centração do crioprotetor dimetilsulfóxido (DMSO)
foi fixada em 10% e a velocidade de congelamento
em 60°C.min-1. O tempo de equilíbrio entre o início
da diluição do sêmen e o início do congelamento foi
de 60 segundos. Para cada tratamento foram conge-
ladas 6 réplicas.

Experimento 2 - determinação da concen-
tração de crioprotetor: Neste experimento testou-se
diferentes concentrações do crioprotetor dimetilsul-
fóxido (DMSO). Foram estabelecidas seis concentra-

ções (zero, 2,5%, 5,0%, 7,5%, 10,0% e 12,5%).

Para este experimento foi empregada a solução

diluidora C. A proporção de sêmen para diluente

foi de 1:3. A velocidade de congelamento foi

90°C.min-1 e o tempo de equilíbrio entre o início da

diluição do sêmen e o início do congelamento foi 60

segundos. Para cada tratamento foram congeladas

6 réplicas.

Experimento 3 - determinação da velocidade

de congelamento: Para a definição da velocidade

de congelamento mais adequada para a conservação

das características do sêmen testaram-se velocidades

de: 15, 30, 45, 60 e 90°C.min-1. Para a obtenção

das diferentes velocidades, as palhetas foram con-

feccionadas manualmente a partir de tubos de

plástico criogênico, com diâmetro interno de 4mm,

utilizados rotineiramente na inseminação artificial de

bovinos, de modo a conter os seguintes volumes:

0,25, 0,50, 0,75, 1,00 e 1,25mL. Os tubos foram

cortados, em seu comprimento, mantendo inalterado

seu diâmetro, em tamanhos adequados para

armazenar diferentes volumes de sêmen diluído, para

que, durante o resfriamento, pudessem refletir as

velocidades de congelamento examinadas neste

estudo. Cada palheta foi selada em uma das extre-

midades com tampão formado de algodão hidró-

filo - álcool polivinílico em pó - algodão hidrófobo. A

determinação das velocidades foi realizada pre-

viamente, antes do início deste experimento, em

amostras de sêmen e diluidores, em palhetas teste,

com auxílio de um par termoelétrico. A amplitude

de variação de temperatura considerada foi entre

26 ºC e - 196ºC. Para este experimento o sêmen foi

Tabela 1. Composição química das soluções diluidoras.

A (pH =6,1)

B (pH =7,8)

C (pH =8,2)

7,89

6,50

7,89

1,19

3,00

1,19

0,20

0,30

0,22

0,4266

-

0,7253

-

0,2000

0,0805

-

-

0,84

NaCl (Cloreto de Sódio), KCl (Cloreto de Potássio), CaCl2  (Cloreto de Cálcio), MgCl2 (Cloreto de Magnésio), NaHPO4 (Fosfato de Sódio), NaHCO3

(Bicarbonato de Sódio).

Diluentes NaCl KCl CaCl2 MgCl2 NaHPO4 NaHCO3

(g/L)
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diluído com a solução diluidora C. A proporção de
sêmen para diluente foi de 1:3 e a concentração de

DMSO fixada em 10%. O tempo de equilíbrio entre
o início da diluição do sêmen e o início do congela-
mento foi de 60 segundos. Para cada tratamento

foram congeladas 6 réplicas.

Após 180 dias de congelamento, todas as
palhetas de todos os experimentos foram descon-
geladas em água (26ºC), durante 2 minutos, para

nova aferição da motilidade e do tempo de motili-
dade espermática. Ambos serviram para avaliar a
eficácia do congelamento em função dos fatores

envolvidos em cada tratamento testado.

Para a análise estatística dos dados utilizou-
se o Statistical Analyses System (SAS), o SAS/STAT,
versão 6.11 (1990). A significância das diferenças

obtidas entre os tratamentos em cada experimento
foram obtidas pelo método ANOVA, usando procedi-
mentos paramétricos, com base no teste de variação

múltipla de Tukey. Valores de p<0,05 foram consi-
derados significantes.

R E S U L T A D O S  E  D I S C U S S Ã O

O exemplar capturado apresentava um com-
primento total de 112cm, pesando  32kg. A primeira
coleta do sêmen gerou um volume de 12mL. Na
análise das características da qualidade do sêmen
fresco observou-se uma densidade de M=2,9
DP= 0,4 x 109 células/mL, com uma motilidade de
100% e um tempo de motilidade de M= 3300
DP= 456 segundos (médias obtidas de seis leituras).

Experimento 1 - efeito do diluente e fator de
diluição: Os valores obtidos para a motilidade do
sêmen indicaram que o comportamento da motili-
dade média entre os diluentes nas diferentes diluições
não foi significativo (p=0,746), entretanto, consi-
derando-se isoladamente o fator diluição, a motilida-
de média foi estatisticamente significativa (p<0,001).
Os resultados de comparação entre as médias são
apresentados na Tabela 2.

Os resultados mostraram que a diferença da
motilidade espermática média do sêmen de E.
marginatus não foi estatisticamente significativa a
partir da diluição 1:1 (p>0,05) e que apenas quando
não ocorreu diluição (1:0) as motilidades médias são
inferiores as demais relações (p<0,05).

Os valores obtidos para o tempo de motilidade
espermática do sêmen demonstraram que o tempo
médio de motilidade espermática comportou-se de
forma diferente entre os diluentes (p=0,002). Os
resultados de comparação entre as médias são
apresentados na Tabela 3.

Na Tabela 3, pode-se observar que o tempo
de motilidade no diluente B e na relação 1:3 apre-
sentou maior média do que as demais combinações
de diluições e diluentes (p<0,05).

Experimento 2 - determinação da concen-
tração de crioprotetor:  A concentração de crioprote-
tor DMSO de 5,0% apresentou melhor desempenho
na crioconservação do sêmen de E. marginatus, em
termos de motilidade (%) e em tempo de motilidade
(segundos) espermáticas, com diferenças significa-
tivas (p<0,05) em relação às demais concentrações
(Tabela 4).

Tabela 2. Médias (M) e desvios-padrão (DP) da motilidade espermática (expressos em porcentagem) de Epinephelus marginatus submetidos a

diferentes diluentes e diferentes diluições (n= 60). Ubatuba (SP), 2007.

A

B

C

Diluentes

3,3

3,3

3,3

M

2,9b

2,9b

2,9b

DP

1 : 0

Diluições

91,7

88,3

86,7

M

5,8a

5,8a

2,9a

DP

1 : 1

96,7

88,3

91,7

M

2,9a

5,8a

5,8a

DP

1 : 2

91,7

88,3

91,7

M

5,8a

5,8a

5,8a

DP

1 : 3

a-b  Médias e desvios-padrão com diferentes sobrescrito apresentam diferenças significativas (p<0,05).



Bioikos, Campinas, 22(2):81-90, jul./dez., 2008

86 | E.G. Sanches et al. Crioconservação do sêmen da garoupa-verdadeira

Experimento 3 - determinação da velocidade
de congelamento: os resultados deste experimento
indicaram que as velocidades de congelamento
90°C.min-1 e 60°C.min-1 apresentaram os melhores
desempenhos, de acordo com os valores de motili-
dade e tempo de motilidade espermáticas, sem dife-
renças significativas (p<0,05) entre elas (Tabela 5).

Em reprodutores de grande porte e com poro
genital isolado durante o procedimento de colheita,
a pressão manual do abdômen exercida para a
liberação do sêmen pode resultar em quantidades
variáveis de urina e fezes, alterando o volume total.

A colheita do sêmen de E. marginatus direta-
mente do poro genital com seringas (5mL/0,2)
possibilitou eliminar esse material indesejado, mos-
trando-se uma técnica a ser adotada neste procedi-
mento. A contaminação do sêmen, principalmente
por urina, pode aumentar em até 80% no volume
resultante, refletindo significativamente na qualidade
do produto coletado (Rana, 1996).

Neste estudo a densidade espermática en-
contrada foi de M= 2,9 DP= 0,4 x 109 células/mL.
Estes valores são ligeiramente inferiores ao reportado
para a espécie por Spedicato et al. (1995), de 4,7 a
8,6 x 109, embora contrastem com a menor densi-
dade obtida por Kuo et al. (1988) em Epinephelus
fario de 8,0 x 107 células/mL.

A motilidade e o tempo de motilidade vêm
sendo correlacionadas com a fertilidade do sêmen
desde os primórdios das técnicas de fertilização dos
peixes (Rana, 1996). Diversos autores destacaram a
correlação positiva entre a motilidade espermática
e a taxa de fertilização (Mounib et al., 1968; Harvey,
1982; Chereguini et al., 2001; Horváth et al., 2006),
destacando a importância destes parâmetros na
avaliação dos processos de crioconservação de sêmen
de peixes.

O sêmen de E. marginatus examinado, após
o processo de crioconservação, mostrou uma alta
porcentagem de células móveis (96,7%), indicando

Tabela 3. Médias (M) e desvios-padrão (DP) do tempo de motilidade espermática (expressos em segundos) de E. marginatus submetidos a

diferentes diluentes e diferentes diluições (n= 60). Ubatuba (SP), 2007.

A

B

C

Diluentes

139

139

139

M

48c

48c

48c

DP

1 : 0

Diluições

2515

2624

2883

M

280b

500b

432b

DP

1 : 1

3285

2672

3040

M

373ab

518ba

436ab

DP

1 : 2

3331

4126

2505

M

561ab

505ab

077ab

DP

1 : 3

a-b  Médias e desvios-padrão com diferentes sobrescrito apresentam diferenças significativas (p<0,05).

Tabela 4. Médias e desvios-padrão da motilidade (%) e do tempo

de motilidade (segundos) de Epinephelus marginatus

submetido a diferentes concentrações de crioprotetor

DMSO (n=36). Ubatuba (SP), 2007.

00,0

02,5

05,0

07,5

10.0

12,5

DMSO (%) Motilidade (%)

  3,3

46,7

96,7

78,3

36,7

26,7

2,9ee

2,9ce

2,9ae

5,8be

2,9cd

2,9cd

Tempo de motilidade (s)

  238,3

1463,7

3355,0

2609,0

1533,3

  340,0

135,3d

110,3c

141,5a

191,7b

526,0c

159,0d

a-e Médias e desvios-padrão com diferentes sobrescrito na mesma coluna

apresentam diferenças significativas (p<0,05).

Tabela 5. Médias (M) e desvios-padrão (DP) da motilidade (%) e

do tempo de motilidade (segundos) de Epinephelus

marginatus submetido a diferentes velocidades de con-

gelamento (n= 30). Ubatuba (SP), 2007.

0,25

0,50

0,75

1,00

1,25

90

60

45

30

15

Volume (mL)
Velocidade

°C.min-1

86,7

91,7

76,7

61,7

78,3

Motilidade

%

05,8ab

05,8ab

02,9ab

15,3bb

07,6ab

Tempo de motilidade(s)
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apresentam diferenças significativas (p<0,05).
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que as técnicas empregadas neste estudo foram
adequadas na preservação da qualidade espermá-
tica. Os valores de motilidade, obtidos neste estudo,
foram superiores aos encontrados no sêmen de
Epinephelus malabaricus por Chao et al. (1992) com
valores de 40,0% a 60,0%, de Epinephelus moara
com 42,0% a 52,0% (Miyaki et al., 2005), de
Dicentrarchus labrax (Fauvel et al., 1999), de
Centropomus undecimalis (Tiersch et al., 2004)
ambos com taxa de motilidade ao redor de 80,0% e
ao obtido por Riley et al. (2004) com o Lutjanus
campechanus, ao redor de 95,0%.

Os valores médios do tempo de motilidade
espermática obtidos para E. marginatus, de 3300
segundos, foram muito superiores aos obtidos para
várias outras espécies de peixes marinhos, ao redor
de 500 segundos (Billard, 1978), embora valores
elevados de tempo de motilidade espermática
também tenham sido reportados por Chao et al.
(1992) para E. malabaricus, superiores a 4500
segundos.

Segundo Gwo (2000), quando o sêmen é
exposto a temperaturas criogênicas, as características
seminais são duramente afetadas e somente podem
ser preservadas se, antes do início do congelamento,
o sêmen for diluído em soluções adequadas.

De acordo com Foote (1975), um diluente
deve apresentar as seguintes funções: prover
nutrientes como fonte de energia, possuir um efeito
tampão para prevenir mudanças bruscas no pH
resultantes do metabolismo dos espermatozóides,
manter a pressão osmótica apropriada e inibir o
crescimento bacteriano. Legendre & Billard (1980)
acrescentam a estas funções uma elevada
condutividade térmica e a solubilidade ao crioprotetor.

Muitos diluentes empregados na crioconser-
vação de sêmen de peixes marinhos baseiam-se na
sua composição e no plasma sangüíneo e/ou seminal
(Rana, 1996). Diversos autores (Lahnsteiner et al.,
1997; Chereguini et al., 2001) reportaram uma
significativa correlação entre o pH do plasma seminal
e a motilidade espermática, sugerindo que o pH
possa ser uma importante característica do plasma
seminal que influencie a motilidade espermática.

O melhor desempenho para motilidade e
tempo de motilidade espermáticas foi obtido com o
uso do diluente B com pH ajustado em 7,8 e diluição
de 1:3 (v/v). Este resultado concorda com Peleteiro
et al. (1996) que ressaltaram que na composição
dos diluentes para peixes marinhos, o pH e a capa-
cidade de tamponamento merecem atenção espe-
cial. Estes mesmos autores afirmaram que diluentes
com pH ajustado entre 7,8 e 8,5 (alcalinos) e
adequadamente tamponados com substâncias
inorgânicas, como fosfatos e/ou bicarbonatos de
sódio e/ou de potássio, têm apresentado melhor
desempenho na preservação da viabilidade dos
espermatozóides, ao contrário de diluentes sem
capacidade de tamponamento e com pH ácido ou
próximo ao neutro.  Ao estudar a crioconservação
do sêmen de E. malabaricus, Chao et al. (1992) obti-
veram sucesso ao empregar um diluente tamponado
para pH 8,0, demonstrando a importância do pH
básico para a manutenção das características do
sêmen. Segundo Gwo (2000) o emprego de diluentes
tamponados objetiva impedir que metabólitos produ-
zidos pelos espermatozóides, acumulados no decorrer
do processo de congelamento, provoquem mudanças
no pH do sêmen, com efeitos deletérios às células
espermáticas.

A diluição do sêmen antes do congelamento
tem sido recomendada em peixes de água doce e
marinhos para otimizar a viabilidade dos espermato-
zóides após o descongelamento (Scott & Baynes,
1980). A proporção de sêmen: diluente pode variar
de 1:1 a 1:20 (Peleteiro et al., 1996; Suquet et al.,
2000) porém, na maioria dos estudos conclui-se por
proporções de diluição de 1:3 a 1:6 (Mc Andrew
et al., 1993).

Dreanno et al. (1997) testaram quatro
diluições (1:1, 1:2, 1:4 e 1:9) no sêmen do linguado
Scophthalmus maximus, não observando diferenças
significativas entre elas na motilidade e no tempo

de motilidade espermática. Withler & Lim (1982)
reportaram resultados promissores com o emprego
de uma diluição de 1:24 para sêmen de E. tauvina,

contrariando o exposto por Gwo (2000) de que altas
diluições poderiam estar vinculadas à queda na
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sobrevivência dos espermatozóides, aparentemente
pela exaustão das células espermáticas provocada
pelo “efeito diluição”. Miyaki et al. (2005) emprega-
ram proporções de 1:2 e 1:4 na crioconservação do
sêmen de E. moara, não obtendo diferenças significa-
tivas entre as mesmas.

Mazur (1970) afirmou que os efeitos da va-
riação contínua do pH, nos meios intra e extracelular,
sobre os espermatozóides, dependem da velocidade
de resfriamento empregada ao sêmen. Uma velo-
cidade relativamente baixa predisporia as células a
uma perda rápida de água, com desidratação e
redução do tamanho e posteriormente, do pH. Por
outro lado, uma velocidade muito rápida pode não
dispor às células o tempo necessário para concluírem
o fluxo de água e o equilíbrio dos solutos, favore-
cendo, ainda, a formação de cristais de gelo no seu
interior. Em estudos posteriores, Mazur (1977) de-
monstrou que durante o descongelamento, o gelo
pode se recristalizar, formando blocos maiores que
podem danificar/romper as membranas celulares.

De acordo com Suquet et al. (2000), a velo-
cidade de congelamento em peixes marinhos pode
variar de 8 a 99°C.min-1, sendo realizada em duas
etapas: a primeira em vapor de nitrogênio e a
segunda em nitrogênio líquido. Os resultados deste
experimento indicaram que as velocidades de conge-
lamento 90°C.min-1 e 60°C.min-1 apresentaram os
melhores desempenhos, sem diferenças significativas
(p<0,05) entre elas. Porém, pela praticidade e pela
maior capacidade de armazenamento de sêmen das
palhetas de 0,50mL (que proporcionam a velocidade
de congelamento de 60°C.min-1), recomenda-se o
seu emprego na crioconservação do sêmen de E.
marginatus em detrimento às palhetas de 0,25mL
(que proporcionam a velocidade de congelamento
de 90°C.min-1).

Withler & Lim (1982) obtiveram resultados
adversos empregando a velocidade de 25°C.min-1

para sêmen de E. tauvina. Os resultados obtidos na
presente pesquisa concordaram com os obtidos por
Chao et al. (1992) que, estudando a crioconservação
do sêmen de E. malabaricus, obtiveram os melhores
resultados ao empregar a velocidade de conge-

lamento de 60°C.min-1. Miyaki et al. (2005) obti-
veram resultados semelhantes ao empregar a mesma
velocidade na crioconservação do sêmen de E.
moara.

Os crioprotetores empregados para o sêmen
de peixes marinhos foram revisados por Suquet
et al. (2000) e Gwo (2000). O dimetilsulfóxido
(DMSO) tem sido considerado de baixa toxicidade e
eficiente na ação de proteger os espermatozóides
durante o resfriamento, reduzindo a formação de
gelo por meio da diminuição do ponto de congela-
mento do fluido intracelular durante o processo
(Peleteiro et al., 1996). Segundo Chao & Liao (2001)
o DMSO é um dos crioprotetores mais amplamente
empregado no congelamento de sêmen. Embora de
ação não completamente elucidada, sabe-se que o
DMSO interage com os fosfolipídeos estruturais da
membrana da célula espermática, mantendo a pro-
priedade de transporte de água em temperaturas
abaixo de 0°C (Thirumala et al., 2006).

Para Wayman et al. (1997), os melhores resul-
tados no uso de DMSO em sêmen de peixes marinhos
têm sido obtidos com concentrações variando de 10%
a 20%, embora as mais utilizadas estejam entre 7%
e 10% (Billard et al., 1995). Mongkonpunya et al.
(1995) afirmaram, porém, que o incremento na con-
centração do DMSO pode provocar redução da
motilidade espermática e da vitalidade dos esperma-
tozóides. Neste trabalho os melhores resultados fo-
ram obtidos empregando-se uma concentração de
DMSO de 5% para o sêmen de E. marginatus similar
a concentração recomendada por Leung (1987) para
o robalo asiático Lates calcarifer. Entretanto, os
resultados desta pesquisa contrastaram com os
resultados obtidos por outros autores para espécies
do gênero Epinephelus. Withler & Lim (1982) com
sêmen de E. tauvina e Chao et al. (1992) estudando
a crioconservação do sêmen de E. malabaricus que
obtiveram os melhores resultados empregando uma
concentração de 10% de DMSO. Gwo (1993), por
sua vez, empregou uma concentração ainda mais
alta, de 20%, alcançando bons resultados na criocon-
servação do sêmen de E. malabaricus. Mais estudos
em diferentes espécies de Epinephelus são necessá-
rios para se obter uma visão mais clara sobre esta
questão.
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C O N C L U S Ã O

O sêmen da garoupa-verdadeira E.
marginatus pode ser crioconservado, sem perda
significativa de sua qualidade, empregando-se o
diluente B (pH 7,8) na proporção de 1:3 (v/v), com
crioprotetor (dimetilsulfóxido) a 5% e em uma
velocidade de congelamento de 60°C.min-1, propor-
cionada com o uso de palhetas de 0,50mL.
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