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e Tudo posso naquele que me fortalece"
Filipense 4:13

e Deixe o mundo um pouco melhor do que o encontrou
Baden-Powell

e Os povos deste mundo tém de se unir, ou perecerdo.
Robert Oppenheimer

e Ndo tentes ser bem-sucedido, tenta antes ser um homem de valor.

Albert Einstein

o O estudo em geral, a busca da verdade e da beleza sdo dominios em que nos é
consentido ficar criangas toda a vida.

Albert Einstein
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RESUMO

Os peixes representam o grupo de vertebrados mais diversificado do planeta, englobando
aproximadamente 37.553 espécies descritas. Dentro da biodiversidade marinha, a pescada
amarela (Cynoscion acoupa) destaca-se como um recurso estratégico de expressivo valor
comercial e ecologico, em especial nas regides norte e nordeste do Brasil. Apesar de sua
importancia, a intensa pressao antropogénica provocou um declinio acentuado em seus
estoques naturais, elevando seu status na Lista Vermelha da [IUCN para Vulneravel (VU).
Diante da ameaga de colapso pesqueiro, o desenvolvimento de biotecnologias
reprodutivas surge como ferramenta crucial para a conservagdo e o cultivo. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar e refrigerar o sémen de C. acoupa, determinando a janela
de viabilidade dos gametas pos-captura sob refrigeracao e avaliando os pardmetros fisico-
quimicos e morfologicos do sémen fresco. O estudo foi conduzido no
LARAQUA/UEMA, com 18 exemplares machos capturados na RESEX de Cururupu -
MA, utilizando redes de emalhe (malha 200 mm), sob licenga ICMBio/SISBio e
aprovacao do CEUA. Os animais foram eutanasiados por hipotermia, submetidos a
biometria e extracdo das gonadas. Para o teste de viabilidade (n=8), as gonadas foram
mantidas sob refrigeracdo (4 a 6 °C) e o sémen foi avaliado nos tempos 0, 30, 60, 90, 120
e 150 minutos. Para a caracterizagdo (n=10), avaliou-se a cor, pH, taxa e tempo de
motilidade, concentragdo espermatica e morfologia (coloragdo Rosa Bengala, 200
células/lamina). Os dados foram analisados via ANOVA e teste de Tukey (p < 0.05). Os
resultados mostraram: exemplares com peso médio de 11,4 + 1,6 kg e comprimento médio
de 87.8 £ 4.7 cm, caracterizando-se como adultos maduros. No ensaio de viabilidade, o
sémen in natura (tempo 0 min) exibiu taxas de motilidade superiores a 95% e duracdo do
movimento acima de 5 minutos. Nao foram detectadas diferencas estatisticas
significativas na taxa de motilidade entre os tempos de 0, 30 e 60 minutos, ¢ aos 90
minutos o sémen ainda exibia uma taxa robusta de 76.3%, demonstrando viabilidade
pratica para o processamento a bordo. A caracterizagdo revelou sémen de coloragao
branca e aspecto leitoso, pH de 6.8 e concentragio espermética média de 1.75 X 10®
cel.mL!. A analise morfoldgica demonstrou um indice expressivo de espermatozoides
normais (74.3 + 13.5%), com anormalidades predominantemente primarias (cauda curta
e enrolada) e baixas taxas de alteracdes secundarias (8.8 = 3.7%). Conclui-se que as
gonadas masculinas da pescada amarela apresentam uma janela critica de viabilidade de
até 90 minutos sob refrigeracao pos-captura, € que os parametros fisico-quimicos ¢ a alta
integridade morfoldgica observados, consolidam dados fundamentais para o refinamento
de protocolos de inseminagao artificial e criopreservacao da espécie.

Palavras-chave: Conservacdo seminal, Biotecnologia reprodutiva, Sciaenidae,
Viabilidade celular.
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ABSTRACT

Fish represent the most diverse group of vertebrates on the planet, encompassing
approximately 37,553 described species. Within marine biodiversity, the acoupa weakfish
(Cynoscion acoupa) stands out as a strategic resource of significant commercial and
ecological value, particularly in the North and Northeast regions of Brazil. Despite its
importance, intense anthropogenic pressure has caused a sharp decline in its natural
stocks, raising its status on the [IUCN Red List to Vulnerable (VU). Faced with the threat
of a fishery collapse, the development of reproductive biotechnologies emerges as a
crucial tool for conservation and cultivation. The objective of this study was to
characterize and refrigerate the semen of C. acoupa, determining the post-capture
viability window of gametes under refrigeration and evaluating the physicochemical and
morphological parameters of fresh semen. The study was conducted at
LARAQUA/UEMA, with 18 male specimens captured in the RESEX of Cururupu - MA,
using gillnets (200 mm mesh), under an ICMBi0/SISBio license and CEUA approval.
The animals were euthanized by hypothermia, subjected to biometry, and the gonads were
extracted. For the viability test (n=8), the gonads were kept under refrigeration (4 to 6 °C)
and the semen was evaluated at 0, 30, 60, 90, 120, and 150 minutes. For characterization
(n=10), color, pH, motility rate and duration, sperm concentration, and morphology (Rose
Bengal staining, 200 cells/slide) were evaluated. Data were analyzed via ANOVA and
Tukey's test (p < 0.05). The results showed: specimens with a mean weight of 11.4 +
1.6 kg and a mean length of 87.8 £ 4.7 cm, characterizing them as mature adults. In the
viability assay, fresh semen (time O min) exhibited motility rates above 90% and
movement duration exceeding 5 minutes. No statistically significant differences were
detected in the motility rate between 0, 30, and 60 minutes, and at 90 minutes the semen
still exhibited a robust rate of 76.3%, demonstrating practical viability for onboard
processing. Characterization revealed white semen with a milky appearance, a pH of 6.8,
and a mean sperm concentration of 1.75 X 108 cells - mL™*. Morphological analysis
demonstrated a high index of normal spermatozoa (74.3 £ 13.5%), with predominantly
primary abnormalities (short and coiled tail) and low rates of secondary alterations (8.8 +
3.7%). It is concluded that the male gonads of the acoupa weakfish present a critical
viability window of up to 90 minutes under post-capture refrigeration, and that the
observed physicochemical parameters and high morphological integrity consolidate
fundamental data for the refinement of artificial insemination and cryopreservation
protocols for the species.

Keywords: Seminal conservation, Reproductive biotechnology, Sciaenidae, Cellular
viability.
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INTRODUCAO GERAL

Os peixes sdao o grupo de vertebrados mais diversificado do planeta, com
aproximadamente 37.553 espécies descritas, distribuidos em 515 familias e 85 ordens
(EDMONDSTONE, 2026). Segundo Bond-Buckup et al., (2008); Xavier et al., (2021) os
peixes podem ser encontrados em diferentes ambientes aquaticos, sendo 58% de espécies
marinhas, 41% de espécies de dgua doce e 1% anadromas ou catddromas (espécies que
migram entre dgua doce e salgada ao longo da vida).

Dentre das espécies marinhas, a ordem dos Perciformes, a familia Sciaenidae engloba
um grupo geralmente conhecido como pescada, onde se encontra a pescada amarela
(Cynoscion acoupa - Lacepéde, 1801), tem 78 géneros e 218 espécies, possuindo uma
ampla distribuicdo, tendo as suas capturas nos oceanos Atlantico, Indico e Pacifico
(CASTRO, 2015; ALMEIDA et al., 2016).

A pescada amarela, C. acoupa, ¢ uma espécie que apresenta caracteristicas que se
diferenciam dos demais grupos dos Perciformes: dispde de uma linha lateral que se
estende até a margem posterior da nadadeira caudal; parte espinhosa se encontra antes da
nadadeira dorsal; parte mole posterior continua e entre ambos, um entalhe profundo
(CASTRO, 2015). A espécie ¢ bastante explorada no litoral brasileiro, devido a sua
importancia econdmica e valor comercial, principalmente entre os estados do Maranhao
e Para (CASTRO, 2015).

De acordo com Almeida et al. (2011), a pescada amarela € explorada principalmente
pela pesca artesanal. Estudos relacionados a dindmica populacional de C. acoupa
(ALMEIDA et al., 2011) j4 demonstram uma queda na produ¢do e no tamanho de captura
desta espécie.

Segundo REVIZEE (2006), com o aumento da captura da pescada amarela nos
ultimos anos pelas pequenas e medias embarcagoes, ocorreu uma queda na produgao e no
tamanho de captura da espécie. Ainda, considerando o aumento do esfor¢o direcionado
para a pescada amarela e a captura de juvenis em areas estuarinas em fun¢do do seu
elevado valor comercial, a espécie pode entrar em situagdo de estoque no limite maximo
de explotagdo, podendo levar, no futuro proximo, o colapso da pescaria da mesma. A
pescada amarela esta sujeita a riscos de extingdo devido a interferéncias antrépicas nos
locais onde ela se reproduz e a uma alta exploracao devido a sua alta procura. No entanto,
a espécie ¢ relativamente sensivel a mudangas bruscas e estresse, o que gera dificuldades
na reprodu¢dao e poucas informacdes estdo disponiveis sobre as caracteristicas de

producao e biologia da espécie.
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Nesse cenario, Almeida et al. (2011) apontam que a expansao da atividade pesqueira,
impulsionada pelo aumento da frota e pela redu¢do da malha utilizada, de 200 para 100
mm, agrava a vulnerabilidade da pescada amarela. Os citados autores, destacam como
alternativas para mitigar a pressao sobre os estoques naturais, investigacdes sobre a
viabilidade de gametas pos-captura e a caracterizagdo seminal sdo fundamentais, visando
fornecer subsidios vitais para otimizar a reprodugdo artificial e a criopreservacao de C.
acoupa, viabilizando a criacdo de bancos genéticos que garantam a conservagao da
espécie e sirvam de modelo para outros membros do género.

A conservagao seminal por periodos curtos ou prolongados, constitui uma ferramenta
estratégica para a manuten¢do da viabilidade e da diversidade genética das populacdes.
No entanto, a aplicacdo dessas técnicas exige rigor metodoldgico, uma vez que as células
espermaticas sao sensiveis a danos por choque térmico, os quais podem comprometer a
motilidade e a capacidade de fertilizagdo; especificamente para a pescada amarela, ainda
se observa caréncia de estudos (CAROLSFELD et al., 2003; VIVEIROS ¢ GODINHO,
2009; SILVA e GUERRA, 2011; CASTRO, 2015).

Com a diminuicdo dos estoques pesqueiros pela superexploracdo, ¢ de suma
importancia o investimento na piscicultura, pois o cultivo e a reproducao em cativeiro ¢
uma possibilidade para contribuir na redu¢do da exploracdo em ambientes naturais,
ajudando a conservagdo do ambiente aquatico, o crescimento da produ¢do aquicola e a
implantagio de projetos de preservagio da biodiversidade com o repovoamento (LOPEZ,
2005).

Diante do exposto e pela deficiéncia de pesquisas referentes ao tema proposto, surgiu
o interesse em realizar o estudo de viabilidade e conservacdo dos gametas da pescada
amarela. Desta forma, acredita-se que a presente pesquisa tem uma grande importancia
cientifica, ambiental e econdmica, podendo contribuir para criagdo de um pacote de
reproducdo, producdo em cativeiro, vindo a subsidiar tecnologias para reprodugdo,

manutencdo e engorda da pescada amarela em cativeiro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Desenvolver protocolos de biotecnologia reprodutiva para a pescada-amarela (Cynoscion
acoupa), por meio da caracterizacdo espermatica e do estabelecimento de técnicas de
conservagao a curto prazo, visando subsidiar estratégias de manejo sustentavel e
preservacao do patrimonio genético da espécie.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar o tempo de viabilidade dos gametas do C. acoupa pos-captura, por meio da
refrigeracao;

e Caracterizar o sémen da pescada amarela (pH, % sptz, tempo de motilidade e morfologia

do sémen).
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1.  Descri¢do da Pescada Amarela (Cynoscion acoupa)

A pescada amarela, Cynoscion acoupa, descrita por Lacepede em 1801, pertencente
a familia Sciaenidae, ¢ amplamente reconhecida como uma das espécies de maior
relevancia tanto ecologica quanto comercial no cenario pesqueiro atual e na regido da Ilha
de Upaon-Acgu, no Maranhao, este scianideo destaca-se ndo apenas pela exceléncia de sua
carne, mas também pela importancia estratégica de sua bexiga natatoria, vulgarmente
conhecida como "grude", sendo esse subproduto constitui uma matéria-prima valiosa no
comeércio internacional para a producao de emulsificantes e clarificantes, o que eleva
significativamente o valor de mercado da espécie (Cervigdn et al., 1992; Santana et al.,
2019).

Morfologicamente, o C. acoupa caracteriza-se por possuir um corpo alongado e
levemente comprimido lateralmente, apresentando como trago diagndstico fundamental
para sua identificacdo o padrao de escamas do tipo cicloides (lisas) na cabega e ctenoides
(asperas) no corpo e adicionalmente, a espécie distingue-se de taxons morfologicamente
semelhantes, como a pescada-g6 (Macrodon ancylodon), por ndo apresentar dentes
caninos em forma de seta (Santana et al., 2019).

Quanto a sua estrutura de barbatanas, a espécie apresenta barbatana dorsal anterior
composta por 10 espinhos, dorsal posterior com apenas um espinho e aproximadamente
17 a 22 raios, barbatana anal com dois espinhos e sete a oito raios, e caudal de formato
romboide, sendo esta duplamente emarginada (Figura 1) (Santana et al., 2019).

Figura 1: Espécime da Pescada amarela (Cynoscion acoupa)

Rt

Fonte: Acervo pessoal, 2025.

Tais caracteristicas sustentam sua ampla distribui¢do no Atlantico Ocidental, que se
estende desde as areas estuarinas do Lago Maracaibo, na Venezuela, até o sul do Brasil,
embora ocorra em aguas tropicais e subtropicais ao longo de todo o litoral brasileiro,

registros adicionais indicam sua presenca no Golfo da Venezuela e nas costas caribenhas
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da Colombia e do Panama, areas que ainda carecem de verificagdes taxondmicas mais
rigorosas (Cervigén et al., 1992; Chao et al., 2021; Holanda & Silva, 2023).

Ecologicamente, a pescada amarela ¢ classificada como integrante da denominada
"Zona da Pescada Amarela", uma faixa costeira de baixa profundidade caracterizada pela
forte influéncia de 4guas salobras e substrato predominantemente lamoso, essas areas
estuarinas, especialmente proximas a deltas de grandes rios como o Orinoco e o
Amazonas, sdo criticas para o ciclo de vida da espécie: enquanto os juvenis utilizam essas
aguas ricas em nutrientes para alimentagdo e crescimento inicial, os adultos e espécimes
eurialinos aproximam-se destas zonas durante as épocas de reproducdo, refor¢ando o
papel ecoldgico da espécie na interface entre ecossistemas continentais e marinhos
(Cervigén et al., 1992; Chao et al., 2021).

Contudo, o status de conservagao de C. acoupa sofreu alteragdes drésticas na ultima
década devido a intensa pressao antropogénica e segundo a Lista Vermelha da IUCN, a
espécie era classificada em 2010 como "Pouco Preocupante" (LC), mas foi reclassificada
em 2019 como Vulneravel (VU) apds evidéncias de declinio acentuado nos estoques
naturais (Oliveira et al., 2020; Chao et al., 2021; Santana et al., 2023).

A exploragao ¢ realizada predominantemente por pescarias artesanais — com 0 uso
de redes de emalhe, palangre e linha — mas também pela industria. Embora a produ¢ao
ocorra durante todo o ano, ela se intensifica significativamente no periodo chuvoso,
especificamente nos meses de marco, junho e dezembro. Este pico coincide com a época
de desova, momento em que espécimes maduros, que podem ultrapassar os 78 cm de
comprimento, aproximam-se da costa e tornam-se extremamente vulneraveis a captura
(Oliveira, 2018; Santana et al., 2019; Santana et al., 2023).

Diante deste cenario, a caréncia de dados continuos sobre a biologia, o crescimento e
a reproducgdo da espécie impossibilitam uma avaliagdo precisa dos estoques, o que pode
comprometer a sustentabilidade do recurso e torna essencial o direcionamento de
pesquisas que fundamentem tomadas de decisdo sobre o manejo de C. acoupa (Oliveira
et al., 2020).

3.2.  Viabilidade dos gametas de peixes marinhos

A viabilidade dos gametas ¢ o parametro fundamental que determina a eficiéncia da
fertilizacdo e a capacidade de manutengdo de estoques em programas de reproducao
assistida. Para espécies marinhas, o sucesso da fecundacdo depende da manutencdo da
integridade celular e da capacidade de ativacao dos espermatozoides em contato com a

agua do mar (OTSUBO, 2010). A conservacao desses gametas, seja por resfriamento ou
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criopreservacdo, visa estender essa viabilidade para além do curto periodo de vida
observado apds a coleta, permitindo a sincronizacdo entre a desova de fémeas e a
disponibilidade de sémen (SALMITO-VANDERLEY et al., 2016).

A avaliagdo da viabilidade pode ser realizada de forma indireta pela motilidade ou de
forma direta através de testes de integridade de membrana. Em peixes marinhos como a
tainha (Mugil liza), a viabilidade do sémen fresco ¢ tipicamente muito alta, com taxas de
motilidade que frequentemente superam 95%, servindo como um indicador de que o
material biologico possui vigor suficiente para os processos de conservacao a longo prazo
(OTSUBO, 2010). C¢lulas que perdem a integridade da membrana sdo consideradas
inviaveis, pois perdem a capacidade de manter o equilibrio osmdtico e de gerar energia
para o movimento flagelar (CARNEIRO et al., 2012).

Além do aspecto produtivo, a manutencao da viabilidade espermatica ¢ essencial para
a conservagao da biodiversidade. A formagao de bancos de germoplasma ex situ garante
que o material genético de espécies marinhas sob pressdo de pesca ou degradacio
ambiental seja preservado de forma estavel (CARNEIRO et al., 2012). Portanto, o
desenvolvimento de protocolos que garantam altas taxas de sobrevivéncia celular € o pilar
central para o avanco da aquicultura marinha sustentavel (SALMITO-VANDERLEY et
al., 2016).

3.3.  Analise das caracteristicas fisico-quimicas dos gametas

A caracterizagdo seminal ¢ o primeiro passo para o manejo reprodutivo eficiente,
permitindo identificar o potencial de cada reprodutor e ajustar as técnicas de dilui¢ao
(FELIZARDO, 2008; PERIUS, 2024).
pH e Osmolaridade: O plasma seminal de teledsteos geralmente possui um pH
levemente alcalino, em torno de 7,0 a 8,5, o que € crucial para manter a viabilidade celular
durante o armazenamento. Em espécies marinhas, o uso de solug¢des diluidoras que
mantém o pH préoximo a 8,2 ¢ comum para mimetizar as condi¢des fisiologicas
(CARNEIRO et al., 2012). A osmolaridade desempenha um papel determinante no estado
de quiescéncia; o sémen ¢ mantido inativo no ducto espermatico devido a isotonicidade
com o plasma seminal (aprox. 300-350 mOsm/kg). A ativacao s6 ocorre quando ha uma
mudanga brusca nessa pressao osmotica ao contato com o meio externo (CARNEIRO et
al., 2012).

% de Espermatozoides (Motilidade): A motilidade (porcentagem de espermatozoides
ativos) € o critério de qualidade mais utilizado na rotina laboratorial. Recomenda-se que

apenas amostras com motilidade superior a 80% sejam utilizadas em protocolos de
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criopreservacao para garantir resultados satisfatorios pos-descongelamento (CARNEIRO
etal., 2012; FELIZARDO, 2008; PERIUS, 2024).

Tempo de Motilidade: O tempo de motilidade ¢ a duracdo do movimento desde a
ativacdo até a cessacao do batimento. Em peixes marinhos, esse tempo ¢ notavelmente
superior ao de espécies de agua doce; na tainha, a motilidade pode durar cerca de 455
segundos em sémen fresco, podendo ser prolongada em amostras criopreservadas devido
a alteragdes na dinamica celular (OTSUBO, 2010).

Salinidade de ativagao: Para peixes marinhos, a salinidade do meio externo € o gatilho
para a ativacdo espermadtica. O choque osmotico provocado pela agua do mar
(hipertonicidade) inicia o metabolismo flagelar. Estudos indicam que a ativacdo plena
ocorre em salinidades proximas a 35 ppm, sendo este um fator critico para o sucesso da
inseminacgao artificial em ambiente de laboratério (OTSUBO, 2010).

3.4. Desenvolver técnicas de resfriamento do sémen.

O resfriamento de sémen ¢ uma técnica de conservagao a curto prazo que visa reduzir
a taxa metabolica celular e o crescimento bacteriano, mantendo as células viaveis em
temperaturas entre 0 °C e 4 °C e diferente da criopreservagao, o resfriamento nao envolve
a formacgao de cristais de gelo, o que simplifica o processo, permitindo que o s€men seja
transportado ou armazenado por periodos que variam de algumas horas a poucos dias
(FELIZARDO, 2008; PERIUS, 2024; SALMITO-VANDERLEY et al., 2016).

Para o sucesso desta técnica, ¢ indispensavel a utilizacdo de solugdes diluidores
(extensores) que fornecam suporte energético (glicose) e tamponamento de pH. O uso de
diluidores como o Ringer marinho ou o BTS (Beltsville Thawing Solution) adaptado ajuda
a manter a pressdo osmotica e a evitar a ativagdo precoce das células durante o
armazenamento refrigerado (CARNEIRO et al., 2012). O sémen deve ser mantido em
recipientes térmicos com controle rigoroso de temperatura, pois oscilacdes podem causar
choques térmicos letais as membranas espermaticas (SALMITO-VANDERLEY et al.,
2016).

Além de sua aplicacdo isolada, o resfriamento ¢ uma etapa técnica obrigatdria nos
protocolos de criopreservacao, conhecida como tempo de equilibrio. Durante este
periodo, o sémen diluido com agentes crioprotetores (como DMSO ou metanol)
permanece sob refrigerag@o para que o protetor penetre na célula e exerca sua funcao de
estabilizacdo das proteinas e membranas antes da imersdo em nitrogé€nio liquido a -196

°C (FELIZARDO, 2008; PERIUS, 2024; CARNEIRO et al., 2012).
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CAPITULO I
Janela de viabilidade das gonadas masculinas p6s-captura e caracterizaciao do

sémen de Cynoscion acoupa (Lacepéde, 1801), (Perciformes: Sciaenidae)
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RESUMO

A pescada amarela (Cynoscion acoupa) pertence aos Sciaenidae, se destacando pelo seu
valor comercial e vulnerabilidade ecologica. Avaliou-se a viabilidade e caracteristicas
seminais de dezoito machos maduros (peso-comprimento: 11,4 + 1,6 kg; 87,8 + 4,7 cm),
capturados na RESEX de Cururupu em Cururupu - MA, utilizando redes de malha 200
mm, analisados no LARAQUA/UEMA. As gbénadas foram extraidas e estocadas sob
refrigeracdo (4-6 °C). Os dados foram analisados via ANOVA e Tukey (p < 0,05). No
teste de viabilidade (n=8), avaliado nos tempos 0, 30, 60, 90, 120 ¢ 150 minutos pos-
captura, o sémen in natura (0 min) ativado em dgua do mar apresentou motilidade
superior a 95% por mais de 5 minutos. Nao houve diferenca estatistica significativa na
motilidade até os 60 minutos, mantendo-se estaveis em 76,3% aos 90 minutos, que
viabiliza o manejo seguro a bordo. Na caracterizagdo espermadtica (n=10), o sémen
apresentou coloracdo branca, aspecto leitoso, pH de 6,8 e concentracdo média de 1,75 X
10% cel. mL™!. A analise morfoldgica (coloragdo Rosa Bengala; 200 células por lamina)
indicou expressivos 74,3 + 13,5% de espermatozoides normais. As anormalidades
observadas foram majoritariamente primarias, com predominancia de cauda curta e
enrolada, enquanto as alteracdes secunddrias somaram apenas 8.8 = 3.7%, validando a
inocuidade do protocolo de coleta. Conclui-se que o sémen de C. acoupa possui alta
integridade celular e uma janela critica de viabilidade pos-captura de até 90 minutos sob
refrigeragdo, gerando subsidios cruciais para a otimiza¢ao de protocolos de reproducao
artificial e criopreservagao.

Palavras-chaves: Conservacdo seminal, Biotecnologia reprodutiva, Sciaenidae,
Viabilidade celular.
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ABSTRACT

The acoupa weakfish (Cynoscion acoupa) belongs to the Sciaenidae family, standing out
for its commercial value and ecological vulnerability. The viability and seminal
characteristics of eighteen mature males (weight-length: 11.4 + 1.6 kg; 87.8 £ 4.7 cm)
captured in the RESEX of Cururupu in Cururupu - MA, using 200 mm mesh nets, and
analyzed at LARAQUA/UEMA, were evaluated. The gonads were extracted and stored
under refrigeration (4-6 °C). Data were analyzed via ANOVA and Tukey's test (p <
0.05). In the viability test (n=8), evaluated at 0, 30, 60, 90, 120, and 150 minutes post-
capture, the fresh semen (0 min) activated in seawater exhibited motility greater than 95%
for more than 5 minutes. There was no statistically significant difference in motility up to
60 minutes, remaining stable at 76.3% at 90 minutes, which enables safe handling
onboard. In the sperm characterization (n=10), the semen presented a white color, milky
appearance, pH of 6.8, and a mean concentration of 1.75 x 108 cells - mL™".
Morphological analysis (Rose Bengal staining; 200 cells per slide) indicated a high
percentage of normal spermatozoa (74.3 & 13.5%). The observed abnormalities were
mostly primary, with a predominance of short and coiled tails, while secondary alterations
accounted for only 8.8 + 3.7%, validating the harmlessness of the collection protocol. It
is concluded that C. acoupa semen possesses high cellular integrity and a critical post-
capture viability window of up to 90 minutes under refrigeration, providing crucial
insights for the optimization of artificial reproduction and cryopreservation protocols.

Keywords: Seminal conservation, Reproductive biotechnology, Sciaenidae, Cellular
viability.
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1. INTRODUCAO

Os peixes constituem o grupo de vertebrados mais diversificado do planeta, com
aproximadamente 37.553 espécies descritas, das quais 51% habitam ambientes marinhos
(EDMONDSTONE, 2026). Nesse cenario, destaca-se a pescada amarela (Cynoscion
acoupa), pertencente a familia Sciaenidae, uma espécie de elevado valor comercial e
ampla distribuicdo nos oceanos Atlantico, Indico e Pacifico (BOND-BUCKUP et al.,
2008; FROESE & PAULY, 2010; CASTRO, 2015; ALMEIDA et al., 2016). Contudo,
essa relevancia economica impulsionou uma superexploracdo pesqueira, especialmente
pela frota artesanal, resultando em uma queda expressiva na produg¢do € no tamanho
médio dos exemplares capturados e tal panorama agrava o risco de colapso dos estoques
naturais no futuro proéximo, evidenciando a necessidade urgente de estratégias de manejo
(ALMEIDA et al., 2011).

Diante da escassez dos recursos naturais, a piscicultura consolida-se como uma via
estratégica para a conservacao e producdo, exigindo o dominio da biologia reprodutiva
para a consolidacdo de pacotes tecnoldgicos (LOPEZ, 2005; FAO, 2020). Nesse sentido,
0 avanco biotecnologico na area fundamenta-se na preservacdo seminal por meio do
resfriamento, acontecendo entre 4 °C a 6 °C para a manuten¢do temporaria, processo no
qual a caracterizacdo de pardmetros como concentracdo, motilidade e morfologia torna-
se crucial, visto que a variabilidade individual, sendo influenciada por fatores
nutricionais, genéticos e etarios, determina tanto a eficiéncia da conservacao quanto o
sucesso da fertilizacdo (MAGNOTTI et al., 2023).

O desenvolvimento desses protocolos tem se mostrado eficaz para a conservagdo de
espécies sobre-explotadas, como a tainha (Mugil liza) e outros teledsteos marinhos como
C. nebulosus e Menticirrhus americanus (WAYMAN et al., 1996; RURANGAWA et al.,
2004; NAKAYAMA, 2011; MAGNOTTI et al., 2017). A preservagao por refrigeracao,
especificamente, destaca-se por reduzir o metabolismo celular e manter a viabilidade
espermatica sem a obrigatoriedade de indu¢do hormonal simultanea entre machos e
fémeas (CARNEIRO et al., 2006; DIGMAYER et al., 2009). A eficacia desta técnica ¢
otimizada pelo controle rigoroso da temperatura, uso de diluentes e, em certos casos, pelo
armazenamento em atmosfera de 100% de oxigénio (SANCHES E CERQUEIRA, 2010;
SANCHES E CERQUEIRA, 2011).

Entretanto, apesar dos avancos em diversos Sciaenideos, o conhecimento sobre os
parametros seminais ¢ protocolos de conservagdo para C. acoupa ainda é escasso € o

desconhecimento desses aspectos representa um obstaculo critico para o desenvolvimento
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de seu cultivo em cativeiro (CASTRO, 2015; ALMEIDA et al., 2016; ALVES, 2016;
SANTOS, 2017).

. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Reproducao de Recursos Aquaticos
(LARAQUA), da Universidade Estadual do Maranhao (UEMA), e contou com o apoio
da Reserva Extrativista (RESEX) de Cururupu, situada no litoral Ocidental do estado do
Maranhao, no municipio de Cururupu, a 156 km da capital. Foram realizados dois
embarques no més de margo de 2026 para a coleta do material bioldgico, nos quais foram
capturados 18 exemplares de pescada amarela com uso de rede de emalhe (malhao), com
abertura de malha de 200 mm. No primeiro embarque, foram capturados oito exemplares
e no segundo embarque, foram 10 exemplares, sob a licenca ICMBi0o/SISBio n° 103946-
1 e pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do
Maranhao (protocolo n° 01200.002200/2015-06 / 449), assegurando a observancia das
normas de bem-estar animal. Os peixes capturados foram eutanasiados por hipotermia,
submetidos a biometria, e suas gonadas foram retiradas por meio de incisdo ventral.

Tempo de viabilidade dos gametas do C. acoupa pés-captura

Para determinar a janela de viabilidade das gonadas masculinas pos-captura, foram
usados os peixes capturados no primeiro embarque (8 exemplares). As gonadas retiradas
foram depositadas individualmente em placas de Petri identificadas separadamente, e
estocadas sob refrigeracao em caixa isotérmica (4 a 6°C).

O sémen presente nas gonadas resfriadas foi avaliado imediatamente apds a coleta (0
min) e nos tempos 30 min, 60 min, 90 min, 120 min, 150 min apds a captura. As
caracteristicas observadas para indicar a qualidade do sémen foram a duragdo da
motilidade e a taxa de motilidade. Esses parametros foram aferidos simultaneamente, na
mesma lamina, por um Unico observador, usando um unico campo focal selecionado
aleatoriamente ¢ mesma intensidade de luz conforme metodologia de SANCHES E
CERQUEIRA (2011). A taxa de motilidade foi estimada subjetivamente, com registro da
porcentagem de espermatozoides em deslocamento, observados no campo microscopico
e a duragao da motilidade foi cronometrada do momento inicial da ativagao até que todas
as c¢lulas se tornaram iméveis (VETTORAZZI et al, 2010).

A ativagdo do sémen foi realizada mediante dilui¢do de 1:1 conforme metodologia de
SANCHES et al. 2008; TIBA et al. 2009 e SANCHES E CERQUEIRA, 2011 em 4gua
marinha (salinidade 35) (15 pL de sémen:15 pL de dgua) e observada em microscopio

optico (ZEISS, Primo Star), com ampliagdo de 200x.
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Caracterizacao fisico-quimicas dos gametas

Os peixes capturados no segundo embarque foram usados para a caracterizagdo
espermatica. As amostras de sémen (10 amostras) foram coletadas mediante incisdo na
gbonada, com suave pressao e auxilio de micropipeta de 250 puL. O sémen coletado foi
depositado em microtubos com capacidade para 2 mL, armazenado sob refrigeracao (4 a
6°C) para realizagao das seguintes analises:

A coloragdo do sémen foi avaliada usando um escore de um a trés, em que um
representa branca leitosa, dois branca aquosa e trés amarelo-citrico (MATAVELI et al.,
2007; FRANCA et al., 2022).

O pH foi obtido por deposicao de 20 pL de sémen sobre fita indicadora de pH (Merck
KGaA®) e visualmente verificado numa escala de 0 -14, de acordo com o fabricante.

A taxa de motilidade espermadtica foi avaliada com 2 uL de sémen de cada animal,
verificada em lamina sob microscopio (ZEISS, Primo Star; 200X), por uma tinica pessoa,
em um campo de visdo selecionado aleatoriamente e intensidade de luz constante. A taxa
de motilidade foi calculada subjetivamente por um tnico observador (SANCHEZ et al,
2024). Como ativador foi usada a agua do ambiente de captura dos peixes, cuja salinidade
foi de 29.

Para a determinacdo da concentracdo espermadtica, o sémen foi primeiramente fixado
em solucdo salina com formalina (1%), na propor¢do de 1:100 pL (sémen: fixador). A
contagem das cé¢lulas foi realizada em camara de Neubauer usando um microscopio de
luz convencional (400X, ZEISS Primo Star) (MARIA et al., 2011), em triplicata e
calculado de acordo com CBRA (1998).

A morfologia espermadtica foi analisada com a deposi¢cdo de 15 pL da amostra em
lamina com acréscimo de 0,5 pL de solucdo de rosa bengala (propor¢ao 1:30,
corante:sémen fixado) conforme metodologia de MARIA et al. (2017). A leitura foi
realizada em microscopio (ZEISS Prime Star), utilizando a objetiva de 40x,
interrompendo-se a varredura da lamina quando a contagem atingiu média de 200 células.
As anomalias espermaticas foram classificadas como primarias ou secundarias, conforme
metodologia adaptadas de MILIORINI et al. (2011) e KAVAMOTO (1999). Os dados
foram obtidos pela soma total das alteracdes identificadas e apresentados em valor
percentual total.

Analise estatistica

As médias foram analisadas pela Andlise de Variancia (ANOVA), e quando

encontradas diferencas significativas entre as médias foi aplicado o teste de Tukey. Os
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dados foram expressos em médias + desvio padrao. Todas as analises foram realizadas
utilizando o programa R Studio em nivel de significancia de 5%.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os peixes capturados apresentaram peso médio de 11,4 £ 1,6 kg com comprimento
médio de 87,8 + 4,7 cm, portanto todos estavam maduros, condi¢gdo que possibilita a
coleta de sémen de boa qualidade. O desenvolvimento das gonadas acontece quando o
peixe atinge a maturidade sexual, e a eficiéncia na reproducdo pode variar em funcao da
idade reprodutiva das espécies. De acordo com SOLIS-MURGAS et al. (2011), para a
coleta de sémen, recomenda-se o uso de peixes que estdo entre o 2° e 5° ano de
reproducdo, pois estdo em seu melhor periodo reprodutivo. Na presente pesquisa, todos
os espécimes machos capturados e usados no experimento estavam maduros
apresentaram caracteristicas que indicam terem mais de dois anos de reprodug¢ao, tendo
em vista que, espécimes machos de pescada amarela tem sua primeira maturagao (Lso)
com aproximadamente 40 cm de comprimento total (ALMEIDA et al., 2016; ESPINOSA,
1972).

Os resultados referentes ao tempo de viabilidade do sémen de C. acoupa apds a
captura, estdo dispostos na tabela 1. A taxa de motilidade do sémen da pescada amarela
apresentou, apds a captura (tempo inicial), a melhor média de taxa de motilidade, com
tempo de motilidade superior a 5 minutos.

Houve uma queda gradual tanto na taxa de motilidade quanto no tempo de motilidade
das amostras mantidas sob refrigeracdo, porém nao foi observada diferenga significativa
entre os tempos 0 min, 30 min e 60 min para a taxa de motilidade, que aos 90 minutos
ainda apresentava uma taxa de 76,3 % sem diferenca em relagdo a taxa registrada para 60
minutos. O tempo de motilidade também foi semelhante até a observacao de 60 minutos.
Esses resultados sdo superiores aos encontrados por VETTORAZZI et al. (2010), para
gonadas resfriadas de Lutjanus synagris que registraram uma perda consideravel, 40
minutos depois de refrigeradas, tanto em taxa quanto em duracdo da motilidade. Para
Lutjanus analis, SANCHES E CERQUEIRA (2011), registraram taxa de motilidade de
100% com duragdo da motilidade de 174429 s. Segundo esses autores, as variacoes de
caracteristicas seminais podem acontecer entre as espécies de peixes, pois cada grupo
possui suas particularidades.

Os resultados deste estudo sdo especialmente relevantes, uma vez que demonstrou a
viabilidade da utilizagdo do sémen da pescada amarela até 90 minutos apos sua captura,

mantidas sob refrigeracao, favorecendo sua manipulacao segura dentro desse intervalo de
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tempo. Esse tempo ¢ explicado, considerando que, muitas vezes a pescada ¢ aberta ainda
durante a pescaria, para a retirada do grude (bexiga natatéria) que costuma ser
comercializada separadamente, indicando que as gonadas também sdo retiradas
juntamente com o restante das visceras quando o peixe ¢ aberto ainda na embarcacao.

Quanto as caracteristicas, o sémen da pescada amarela apresentou coloracao branco e
aspecto leitoso, essas caracteristicas, conforme MATAVELI et al. (2007), podem estar
relacionadas tanto ao pH quanto a concentracdo, que nessa pesquisa foram de 6.8 e 1,75
x 10 cel mL™!, respectivamente (Tabela 2). O pH do sémen do peixe pode apresentar
variacoes entre as espécies podendo variar de acido a alcalino, além de provavelmente
apresentar um gradiente de pH no espermatozoide quiescente, com um pH intracelular
mais 4cido do que o pH extracelular (PEREZ et al., 2022). Nessa pesquisa a concentragio
foi inferior a 2.5 £ 1.5 x 10'° cel mL!, encontrada para Mugil liza, (MAGNOTTI et al.,
2018), a 2,6x10° células mL™!, registada para L. analis (SANCHES E CERQUEIRA,
2011) e superior a 1,0 x 10° células mL™!, encontradas para Lutjanus campechanus
(RILEY et al., 2004). As variagdes na concentragdo espermatica podem acontecer em
funcdo da idade dos peixes, da espécie e de fatores ambientais (SANCHES E
CERQUEIRA, 2011).

Nesse trabalho a duragdo da motilidade para a pescada amarela foi superior a cinco
minutos e mais de 95% de taxa de motilidade, mostrando a boa qualidade do sémen
coletado. GODINHO E VIVEIROS (2009) afirmaram que a taxa de motilidade ¢ um
importante parametro na avaliacao da qualidade espermatica, pois esta relacionado a sua
capacidade de fertilizacdo (LAHNSTEINER et al., 2010). Em outras espécies marinhas
observadas, a taxa e a duracdo da motilidade do s€émen in natura foram respectivamente,
de 100% e 137 s para Lutjanus synagris (SANCHES E CERQUEIRA 2010), de 100% e
174 s, para L. analis (SANCHES E CERQUEIRA, 2011), de 90% e 3.060 segundos para
Epinephelus marginatus (SILVA E SANCHES, 2018) e de 93 % e 343 s para M. liza
(MAGNOTTI et al., 2022).

A morfologia espermatica do C. acoupa (Tabela 3), indicou 74,3 + 13,5 de
espermatozoides normais. Essa baixa frequéncia de alteragdes indica que os peixes
capturados apresentaram boa capacidade reprodutiva, tendo em vista que a qualidade
morfoldgica influencia o vigor espermadtico, a motilidade e o sucesso da fertilizacao
(ARRUDA et al., 2011; LAHNSTEINER et al., 1998; COSSON et al., 1999). Valores
inferiores foram encontrados por FRANCA et al. (2022) para Trachelyopterus galeatus
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(70,6 = 0,65), por FERNANDES et al. (2020), para Prochilodus lacustris (62,0 £ 11,1%)
e por BENATO et al. (2023) para Pogonia courbina (35,6 + 6,1%).

A maioria das alteragdes encontradas foram primadrias, com destaque para a cauda
curta, seguida de cauda enrolada. Fatores como nutri¢do, idade dos peixes, manejo
durante a coleta e métodos de coloracdo podem ser relacionados as alteragdes
morfoldgicas (FERNANDES et al., 2020), sendo as secundarias ligadas ao manejo e as
metodologias aplicadas. Nesse trabalho as alteracdes secundarias somaram 8,8 % =+ 3,7%,
sugerindo que o processo de coleta, de manejo € método de coloragao nao promoveram

grande taxa de alteracdo morfoldgica.

. CONCLUSAO

A janela de viabilidade durante a qual as gonadas masculinas da pescada amarela
apresentam gametas de boa qualidade ¢ crucial, pois indica a possibilidade de utilizagao
desses gametas apoOs a captura. Esse achado sugere que, assim como a bexiga natatoria,
as gonadas podem ser coletadas a bordo e armazenadas sob refrigeracdo para uso
posterior.

A caracterizagdo do s€émen da pescada amarela representa um avango significativo no
desenvolvimento de protocolos de criopreservagdo, bem como na reproducao in vitro. A
boa qualidade seminal observada neste estudo, por meio de suas caracteristicas, fornece
subsidios valiosos para as etapas subsequentes desses processos.
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Tabela 1. Taxa e duragdo da motilidade do s€émen da pescada amarela em diferentes

intervalos de tempo ap0s sua captura e abate.

Intervalos de observacdo (min) Motilidade (%) Tempo de motilidade (s)
0 95,9+ 1,9* 329,0 £2,9%

30 85,5 £ 4,2 310,5 + 3,1%

60 80,0 £ 7,1% 307,3 3,8

90 76,3 +2,5% 2443 +3,0°

120 68,8 + 4,8° 126,8 + 6,24

150 66,3 +4,8° 96,3 + 20,5°

Tabela 2 - Caracteristicas seminais da pescada amarela, C. acoupa.

Caracteristica Média + Desvio Padrao
Cor Branco leitoso (1)

pH 6.8+0,6

Concentracdo (x10® sptz/mL) 1,75+ 0,67

Duragao da Motilidade (s) 329+29

Motilidade (%) 95,5+1,9

Tabela 3. Tabela com as médias e desvio padrdo de cada tipo de alteracdo e a avaliacao

das alteragdes morfoldgicas espermaticas de C. acoupa;

Classificacao Tipo de dano Frequéncia (%)
Nao se aplica Espermatozoide Normal 74,3 £ 13,5

Cauda curta 11,1 £84
Primaério Cauda fraturada 1,8+1,6

Cauda enrolada 8,0+4,5
Secundario Cabega isolada normal 2,4+1,7

Cauda dobrada 24+£2,0
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RESUMO

Os peixes representam o grupo de vertebrados mais diversificado do planeta, englobando
aproximadamente 37.553 espécies descritas. Dentro da biodiversidade marinha, a pescada
amarela (Cynoscion acoupa) destaca-se como um recurso estratégico de expressivo valor
comercial e ecologico, em especial nas regides norte e nordeste do Brasil. Apesar de sua
importancia, a intensa pressao antropogénica provocou um declinio acentuado em seus
estoques naturais, elevando seu status na Lista Vermelha da [IUCN para Vulneravel (VU).
Diante da ameaga de colapso pesqueiro, o desenvolvimento de biotecnologias
reprodutivas surge como ferramenta crucial para a conservagdo e o cultivo. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar e refrigerar o sémen de C. acoupa, determinando a janela
de viabilidade dos gametas pos-captura sob refrigeracao e avaliando os pardmetros fisico-
quimicos e morfologicos do sémen fresco. O estudo foi conduzido no
LARAQUA/UEMA, com 18 exemplares machos capturados na RESEX de Cururupu -
MA, utilizando redes de emalhe (malha 200 mm), sob licenga ICMBio/SISBio e
aprovacao do CEUA. Os animais foram eutanasiados por hipotermia, submetidos a
biometria e extracdo das gonadas. Para o teste de viabilidade (n=8), as gonadas foram
mantidas sob refrigeracdo (4 a 6 °C) e o sémen foi avaliado nos tempos 0, 30, 60, 90, 120
e 150 minutos. Para a caracterizagdo (n=10), avaliou-se a cor, pH, taxa e tempo de
motilidade, concentragdo espermatica e morfologia (coloragdo Rosa Bengala, 200
células/lamina). Os dados foram analisados via ANOVA e teste de Tukey (p < 0.05). Os
resultados mostraram: exemplares com peso médio de 11,4 + 1,6 kg e comprimento médio
de 87.8 £ 4.7 cm, caracterizando-se como adultos maduros. No ensaio de viabilidade, o
sémen in natura (tempo 0 min) exibiu taxas de motilidade superiores a 95% e duracdo do
movimento acima de 5 minutos. Nao foram detectadas diferencas estatisticas
significativas na taxa de motilidade entre os tempos de 0, 30 e 60 minutos, ¢ aos 90
minutos o sémen ainda exibia uma taxa robusta de 76.3%, demonstrando viabilidade
pratica para o processamento a bordo. A caracterizagdo revelou sémen de coloragao
branca e aspecto leitoso, pH de 6.8 e concentragio espermética média de 1.75 X 10®
cel.mL!. A analise morfoldgica demonstrou um indice expressivo de espermatozoides
normais (74.3 + 13.5%), com anormalidades predominantemente primarias (cauda curta
e enrolada) e baixas taxas de alteracdes secundarias (8.8 = 3.7%). Conclui-se que as
gonadas masculinas da pescada amarela apresentam uma janela critica de viabilidade de
até 90 minutos sob refrigeracao pos-captura, € que os parametros fisico-quimicos ¢ a alta
integridade morfoldgica observados, consolidam dados fundamentais para o refinamento
de protocolos de inseminagao artificial e criopreservacao da espécie.

Palavras-chave: Conservacdo seminal, Biotecnologia reprodutiva, Sciaenidae,
Viabilidade celular.
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ABSTRACT

Fish represent the most diverse group of vertebrates on the planet, encompassing
approximately 37,553 described species. Within marine biodiversity, the acoupa weakfish
(Cynoscion acoupa) stands out as a strategic resource of significant commercial and
ecological value, particularly in the North and Northeast regions of Brazil. Despite its
importance, intense anthropogenic pressure has caused a sharp decline in its natural
stocks, raising its status on the [IUCN Red List to Vulnerable (VU). Faced with the threat
of a fishery collapse, the development of reproductive biotechnologies emerges as a
crucial tool for conservation and cultivation. The objective of this study was to
characterize and refrigerate the semen of C. acoupa, determining the post-capture
viability window of gametes under refrigeration and evaluating the physicochemical and
morphological parameters of fresh semen. The study was conducted at
LARAQUA/UEMA, with 18 male specimens captured in the RESEX of Cururupu - MA,
using gillnets (200 mm mesh), under an ICMBi0/SISBio license and CEUA approval.
The animals were euthanized by hypothermia, subjected to biometry, and the gonads were
extracted. For the viability test (n=8), the gonads were kept under refrigeration (4 to 6 °C)
and the semen was evaluated at 0, 30, 60, 90, 120, and 150 minutes. For characterization
(n=10), color, pH, motility rate and duration, sperm concentration, and morphology (Rose
Bengal staining, 200 cells/slide) were evaluated. Data were analyzed via ANOVA and
Tukey's test (p < 0.05). The results showed: specimens with a mean weight of 11.4 +
1.6 kg and a mean length of 87.8 £ 4.7 cm, characterizing them as mature adults. In the
viability assay, fresh semen (time O min) exhibited motility rates above 90% and
movement duration exceeding 5 minutes. No statistically significant differences were
detected in the motility rate between 0, 30, and 60 minutes, and at 90 minutes the semen
still exhibited a robust rate of 76.3%, demonstrating practical viability for onboard
processing. Characterization revealed white semen with a milky appearance, a pH of 6.8,
and a mean sperm concentration of 1.75 X 108 cells - mL™*. Morphological analysis
demonstrated a high index of normal spermatozoa (74.3 £ 13.5%), with predominantly
primary abnormalities (short and coiled tail) and low rates of secondary alterations (8.8 +
3.7%). It is concluded that the male gonads of the acoupa weakfish present a critical
viability window of up to 90 minutes under post-capture refrigeration, and that the
observed physicochemical parameters and high morphological integrity consolidate
fundamental data for the refinement of artificial insemination and cryopreservation
protocols for the species.

Keywords: Seminal conservation, Reproductive biotechnology, Sciaenidae, Cellular
viability.
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INTRODUCAO GERAL

Os peixes sdao o grupo de vertebrados mais diversificado do planeta, com
aproximadamente 37.553 espécies descritas, distribuidos em 515 familias e 85 ordens
(EDMONDSTONE, 2026). Segundo Bond-Buckup et al., (2008); Xavier et al., (2021) os
peixes podem ser encontrados em diferentes ambientes aquaticos, sendo 58% de espécies
marinhas, 41% de espécies de dgua doce e 1% anadromas ou catddromas (espécies que
migram entre dgua doce e salgada ao longo da vida).

Dentre das espécies marinhas, a ordem dos Perciformes, a familia Sciaenidae engloba
um grupo geralmente conhecido como pescada, onde se encontra a pescada amarela
(Cynoscion acoupa - Lacepéde, 1801), tem 78 géneros e 218 espécies, possuindo uma
ampla distribuicdo, tendo as suas capturas nos oceanos Atlantico, Indico e Pacifico
(CASTRO, 2015; ALMEIDA et al., 2016).

A pescada amarela, C. acoupa, ¢ uma espécie que apresenta caracteristicas que se
diferenciam dos demais grupos dos Perciformes: dispde de uma linha lateral que se
estende até a margem posterior da nadadeira caudal; parte espinhosa se encontra antes da
nadadeira dorsal; parte mole posterior continua e entre ambos, um entalhe profundo
(CASTRO, 2015). A espécie ¢ bastante explorada no litoral brasileiro, devido a sua
importancia econdmica e valor comercial, principalmente entre os estados do Maranhao
e Para (CASTRO, 2015).

De acordo com Almeida et al. (2011), a pescada amarela € explorada principalmente
pela pesca artesanal. Estudos relacionados a dindmica populacional de C. acoupa
(ALMEIDA et al., 2011) j4 demonstram uma queda na produ¢do e no tamanho de captura
desta espécie.

Segundo REVIZEE (2006), com o aumento da captura da pescada amarela nos
ultimos anos pelas pequenas e medias embarcagoes, ocorreu uma queda na produgao e no
tamanho de captura da espécie. Ainda, considerando o aumento do esfor¢o direcionado
para a pescada amarela e a captura de juvenis em areas estuarinas em fun¢do do seu
elevado valor comercial, a espécie pode entrar em situagdo de estoque no limite maximo
de explotagdo, podendo levar, no futuro proximo, o colapso da pescaria da mesma. A
pescada amarela esta sujeita a riscos de extingdo devido a interferéncias antrépicas nos
locais onde ela se reproduz e a uma alta exploracao devido a sua alta procura. No entanto,
a espécie ¢ relativamente sensivel a mudangas bruscas e estresse, o que gera dificuldades
na reprodu¢dao e poucas informacdes estdo disponiveis sobre as caracteristicas de

producao e biologia da espécie.

Processo Associado: 23129.003017/2026-15

Pagina 63/96



15

Nesse cenario, Almeida et al. (2011) apontam que a expansao da atividade pesqueira,
impulsionada pelo aumento da frota e pela redu¢do da malha utilizada, de 200 para 100
mm, agrava a vulnerabilidade da pescada amarela. Os citados autores, destacam como
alternativas para mitigar a pressao sobre os estoques naturais, investigacdes sobre a
viabilidade de gametas pos-captura e a caracterizagdo seminal sdo fundamentais, visando
fornecer subsidios vitais para otimizar a reprodugdo artificial e a criopreservacao de C.
acoupa, viabilizando a criacdo de bancos genéticos que garantam a conservagao da
espécie e sirvam de modelo para outros membros do género.

A conservagao seminal por periodos curtos ou prolongados, constitui uma ferramenta
estratégica para a manuten¢do da viabilidade e da diversidade genética das populacdes.
No entanto, a aplicacdo dessas técnicas exige rigor metodoldgico, uma vez que as células
espermaticas sao sensiveis a danos por choque térmico, os quais podem comprometer a
motilidade e a capacidade de fertilizagdo; especificamente para a pescada amarela, ainda
se observa caréncia de estudos (CAROLSFELD et al., 2003; VIVEIROS ¢ GODINHO,
2009; SILVA e GUERRA, 2011; CASTRO, 2015).

Com a diminuicdo dos estoques pesqueiros pela superexploracdo, ¢ de suma
importancia o investimento na piscicultura, pois o cultivo e a reproducao em cativeiro ¢
uma possibilidade para contribuir na redu¢do da exploracdo em ambientes naturais,
ajudando a conservagdo do ambiente aquatico, o crescimento da produ¢do aquicola e a
implantagio de projetos de preservagio da biodiversidade com o repovoamento (LOPEZ,
2005).

Diante do exposto e pela deficiéncia de pesquisas referentes ao tema proposto, surgiu
o interesse em realizar o estudo de viabilidade e conservacdo dos gametas da pescada
amarela. Desta forma, acredita-se que a presente pesquisa tem uma grande importancia
cientifica, ambiental e econdmica, podendo contribuir para criagdo de um pacote de
reproducdo, producdo em cativeiro, vindo a subsidiar tecnologias para reprodugdo,

manutencdo e engorda da pescada amarela em cativeiro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Desenvolver protocolos de biotecnologia reprodutiva para a pescada-amarela (Cynoscion
acoupa), por meio da caracterizacdo espermatica e do estabelecimento de técnicas de
conservagao a curto prazo, visando subsidiar estratégias de manejo sustentavel e
preservacao do patrimonio genético da espécie.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar o tempo de viabilidade dos gametas do C. acoupa pos-captura, por meio da
refrigeracao;

e Caracterizar o sémen da pescada amarela (pH, % sptz, tempo de motilidade e morfologia

do sémen).
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1.  Descri¢do da Pescada Amarela (Cynoscion acoupa)

A pescada amarela, Cynoscion acoupa, descrita por Lacepede em 1801, pertencente
a familia Sciaenidae, ¢ amplamente reconhecida como uma das espécies de maior
relevancia tanto ecologica quanto comercial no cenario pesqueiro atual e na regido da Ilha
de Upaon-Acgu, no Maranhao, este scianideo destaca-se ndo apenas pela exceléncia de sua
carne, mas também pela importancia estratégica de sua bexiga natatoria, vulgarmente
conhecida como "grude", sendo esse subproduto constitui uma matéria-prima valiosa no
comeércio internacional para a producao de emulsificantes e clarificantes, o que eleva
significativamente o valor de mercado da espécie (Cervigdn et al., 1992; Santana et al.,
2019).

Morfologicamente, o C. acoupa caracteriza-se por possuir um corpo alongado e
levemente comprimido lateralmente, apresentando como trago diagndstico fundamental
para sua identificacdo o padrao de escamas do tipo cicloides (lisas) na cabega e ctenoides
(asperas) no corpo e adicionalmente, a espécie distingue-se de taxons morfologicamente
semelhantes, como a pescada-g6 (Macrodon ancylodon), por ndo apresentar dentes
caninos em forma de seta (Santana et al., 2019).

Quanto a sua estrutura de barbatanas, a espécie apresenta barbatana dorsal anterior
composta por 10 espinhos, dorsal posterior com apenas um espinho e aproximadamente
17 a 22 raios, barbatana anal com dois espinhos e sete a oito raios, e caudal de formato
romboide, sendo esta duplamente emarginada (Figura 1) (Santana et al., 2019).

Figura 1: Espécime da Pescada amarela (Cynoscion acoupa)

Rt

Fonte: Acervo pessoal, 2025.

Tais caracteristicas sustentam sua ampla distribui¢do no Atlantico Ocidental, que se
estende desde as areas estuarinas do Lago Maracaibo, na Venezuela, até o sul do Brasil,
embora ocorra em aguas tropicais e subtropicais ao longo de todo o litoral brasileiro,

registros adicionais indicam sua presenca no Golfo da Venezuela e nas costas caribenhas
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da Colombia e do Panama, areas que ainda carecem de verificagdes taxondmicas mais
rigorosas (Cervigén et al., 1992; Chao et al., 2021; Holanda & Silva, 2023).

Ecologicamente, a pescada amarela ¢ classificada como integrante da denominada
"Zona da Pescada Amarela", uma faixa costeira de baixa profundidade caracterizada pela
forte influéncia de 4guas salobras e substrato predominantemente lamoso, essas areas
estuarinas, especialmente proximas a deltas de grandes rios como o Orinoco e o
Amazonas, sdo criticas para o ciclo de vida da espécie: enquanto os juvenis utilizam essas
aguas ricas em nutrientes para alimentagdo e crescimento inicial, os adultos e espécimes
eurialinos aproximam-se destas zonas durante as épocas de reproducdo, refor¢ando o
papel ecoldgico da espécie na interface entre ecossistemas continentais e marinhos
(Cervigén et al., 1992; Chao et al., 2021).

Contudo, o status de conservagao de C. acoupa sofreu alteragdes drésticas na ultima
década devido a intensa pressao antropogénica e segundo a Lista Vermelha da IUCN, a
espécie era classificada em 2010 como "Pouco Preocupante" (LC), mas foi reclassificada
em 2019 como Vulneravel (VU) apds evidéncias de declinio acentuado nos estoques
naturais (Oliveira et al., 2020; Chao et al., 2021; Santana et al., 2023).

A exploragao ¢ realizada predominantemente por pescarias artesanais — com 0 uso
de redes de emalhe, palangre e linha — mas também pela industria. Embora a produ¢ao
ocorra durante todo o ano, ela se intensifica significativamente no periodo chuvoso,
especificamente nos meses de marco, junho e dezembro. Este pico coincide com a época
de desova, momento em que espécimes maduros, que podem ultrapassar os 78 cm de
comprimento, aproximam-se da costa e tornam-se extremamente vulneraveis a captura
(Oliveira, 2018; Santana et al., 2019; Santana et al., 2023).

Diante deste cenario, a caréncia de dados continuos sobre a biologia, o crescimento e
a reproducgdo da espécie impossibilitam uma avaliagdo precisa dos estoques, o que pode
comprometer a sustentabilidade do recurso e torna essencial o direcionamento de
pesquisas que fundamentem tomadas de decisdo sobre o manejo de C. acoupa (Oliveira
et al., 2020).

3.2.  Viabilidade dos gametas de peixes marinhos

A viabilidade dos gametas ¢ o parametro fundamental que determina a eficiéncia da
fertilizacdo e a capacidade de manutengdo de estoques em programas de reproducao
assistida. Para espécies marinhas, o sucesso da fecundacdo depende da manutencdo da
integridade celular e da capacidade de ativacao dos espermatozoides em contato com a

agua do mar (OTSUBO, 2010). A conservacao desses gametas, seja por resfriamento ou
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criopreservacdo, visa estender essa viabilidade para além do curto periodo de vida
observado apds a coleta, permitindo a sincronizacdo entre a desova de fémeas e a
disponibilidade de sémen (SALMITO-VANDERLEY et al., 2016).

A avaliagdo da viabilidade pode ser realizada de forma indireta pela motilidade ou de
forma direta através de testes de integridade de membrana. Em peixes marinhos como a
tainha (Mugil liza), a viabilidade do sémen fresco ¢ tipicamente muito alta, com taxas de
motilidade que frequentemente superam 95%, servindo como um indicador de que o
material biologico possui vigor suficiente para os processos de conservacao a longo prazo
(OTSUBO, 2010). C¢lulas que perdem a integridade da membrana sdo consideradas
inviaveis, pois perdem a capacidade de manter o equilibrio osmdtico e de gerar energia
para o movimento flagelar (CARNEIRO et al., 2012).

Além do aspecto produtivo, a manutencao da viabilidade espermatica ¢ essencial para
a conservagao da biodiversidade. A formagao de bancos de germoplasma ex situ garante
que o material genético de espécies marinhas sob pressdo de pesca ou degradacio
ambiental seja preservado de forma estavel (CARNEIRO et al., 2012). Portanto, o
desenvolvimento de protocolos que garantam altas taxas de sobrevivéncia celular € o pilar
central para o avanco da aquicultura marinha sustentavel (SALMITO-VANDERLEY et
al., 2016).

3.3.  Analise das caracteristicas fisico-quimicas dos gametas

A caracterizagdo seminal ¢ o primeiro passo para o manejo reprodutivo eficiente,
permitindo identificar o potencial de cada reprodutor e ajustar as técnicas de dilui¢ao
(FELIZARDO, 2008; PERIUS, 2024).
pH e Osmolaridade: O plasma seminal de teledsteos geralmente possui um pH
levemente alcalino, em torno de 7,0 a 8,5, o que € crucial para manter a viabilidade celular
durante o armazenamento. Em espécies marinhas, o uso de solug¢des diluidoras que
mantém o pH préoximo a 8,2 ¢ comum para mimetizar as condi¢des fisiologicas
(CARNEIRO et al., 2012). A osmolaridade desempenha um papel determinante no estado
de quiescéncia; o sémen ¢ mantido inativo no ducto espermatico devido a isotonicidade
com o plasma seminal (aprox. 300-350 mOsm/kg). A ativacao s6 ocorre quando ha uma
mudanga brusca nessa pressao osmotica ao contato com o meio externo (CARNEIRO et
al., 2012).

% de Espermatozoides (Motilidade): A motilidade (porcentagem de espermatozoides
ativos) € o critério de qualidade mais utilizado na rotina laboratorial. Recomenda-se que

apenas amostras com motilidade superior a 80% sejam utilizadas em protocolos de
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criopreservacao para garantir resultados satisfatorios pos-descongelamento (CARNEIRO
etal., 2012; FELIZARDO, 2008; PERIUS, 2024).

Tempo de Motilidade: O tempo de motilidade ¢ a duracdo do movimento desde a
ativacdo até a cessacao do batimento. Em peixes marinhos, esse tempo ¢ notavelmente
superior ao de espécies de agua doce; na tainha, a motilidade pode durar cerca de 455
segundos em sémen fresco, podendo ser prolongada em amostras criopreservadas devido
a alteragdes na dinamica celular (OTSUBO, 2010).

Salinidade de ativagao: Para peixes marinhos, a salinidade do meio externo € o gatilho
para a ativacdo espermadtica. O choque osmotico provocado pela agua do mar
(hipertonicidade) inicia o metabolismo flagelar. Estudos indicam que a ativacdo plena
ocorre em salinidades proximas a 35 ppm, sendo este um fator critico para o sucesso da
inseminacgao artificial em ambiente de laboratério (OTSUBO, 2010).

3.4. Desenvolver técnicas de resfriamento do sémen.

O resfriamento de sémen ¢ uma técnica de conservagao a curto prazo que visa reduzir
a taxa metabolica celular e o crescimento bacteriano, mantendo as células viaveis em
temperaturas entre 0 °C e 4 °C e diferente da criopreservagao, o resfriamento nao envolve
a formacgao de cristais de gelo, o que simplifica o processo, permitindo que o s€men seja
transportado ou armazenado por periodos que variam de algumas horas a poucos dias
(FELIZARDO, 2008; PERIUS, 2024; SALMITO-VANDERLEY et al., 2016).

Para o sucesso desta técnica, ¢ indispensavel a utilizacdo de solugdes diluidores
(extensores) que fornecam suporte energético (glicose) e tamponamento de pH. O uso de
diluidores como o Ringer marinho ou o BTS (Beltsville Thawing Solution) adaptado ajuda
a manter a pressdo osmotica e a evitar a ativagdo precoce das células durante o
armazenamento refrigerado (CARNEIRO et al., 2012). O sémen deve ser mantido em
recipientes térmicos com controle rigoroso de temperatura, pois oscilacdes podem causar
choques térmicos letais as membranas espermaticas (SALMITO-VANDERLEY et al.,
2016).

Além de sua aplicacdo isolada, o resfriamento ¢ uma etapa técnica obrigatdria nos
protocolos de criopreservacao, conhecida como tempo de equilibrio. Durante este
periodo, o sémen diluido com agentes crioprotetores (como DMSO ou metanol)
permanece sob refrigerag@o para que o protetor penetre na célula e exerca sua funcao de
estabilizacdo das proteinas e membranas antes da imersdo em nitrogé€nio liquido a -196

°C (FELIZARDO, 2008; PERIUS, 2024; CARNEIRO et al., 2012).
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CAPITULO I
Janela de viabilidade das gonadas masculinas p6s-captura e caracterizaciao do

sémen de Cynoscion acoupa (Lacepéde, 1801), (Perciformes: Sciaenidae)
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RESUMO

A pescada amarela (Cynoscion acoupa) pertence aos Sciaenidae, se destacando pelo seu
valor comercial e vulnerabilidade ecologica. Avaliou-se a viabilidade e caracteristicas
seminais de dezoito machos maduros (peso-comprimento: 11,4 + 1,6 kg; 87,8 + 4,7 cm),
capturados na RESEX de Cururupu em Cururupu - MA, utilizando redes de malha 200
mm, analisados no LARAQUA/UEMA. As gbénadas foram extraidas e estocadas sob
refrigeracdo (4-6 °C). Os dados foram analisados via ANOVA e Tukey (p < 0,05). No
teste de viabilidade (n=8), avaliado nos tempos 0, 30, 60, 90, 120 ¢ 150 minutos pos-
captura, o sémen in natura (0 min) ativado em dgua do mar apresentou motilidade
superior a 95% por mais de 5 minutos. Nao houve diferenca estatistica significativa na
motilidade até os 60 minutos, mantendo-se estaveis em 76,3% aos 90 minutos, que
viabiliza o manejo seguro a bordo. Na caracterizagdo espermadtica (n=10), o sémen
apresentou coloracdo branca, aspecto leitoso, pH de 6,8 e concentracdo média de 1,75 X
10% cel. mL™!. A analise morfoldgica (coloragdo Rosa Bengala; 200 células por lamina)
indicou expressivos 74,3 + 13,5% de espermatozoides normais. As anormalidades
observadas foram majoritariamente primarias, com predominancia de cauda curta e
enrolada, enquanto as alteracdes secunddrias somaram apenas 8.8 = 3.7%, validando a
inocuidade do protocolo de coleta. Conclui-se que o sémen de C. acoupa possui alta
integridade celular e uma janela critica de viabilidade pos-captura de até 90 minutos sob
refrigeragdo, gerando subsidios cruciais para a otimiza¢ao de protocolos de reproducao
artificial e criopreservagao.

Palavras-chaves: Conservacdo seminal, Biotecnologia reprodutiva, Sciaenidae,
Viabilidade celular.
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ABSTRACT

The acoupa weakfish (Cynoscion acoupa) belongs to the Sciaenidae family, standing out
for its commercial value and ecological vulnerability. The viability and seminal
characteristics of eighteen mature males (weight-length: 11.4 + 1.6 kg; 87.8 £ 4.7 cm)
captured in the RESEX of Cururupu in Cururupu - MA, using 200 mm mesh nets, and
analyzed at LARAQUA/UEMA, were evaluated. The gonads were extracted and stored
under refrigeration (4-6 °C). Data were analyzed via ANOVA and Tukey's test (p <
0.05). In the viability test (n=8), evaluated at 0, 30, 60, 90, 120, and 150 minutes post-
capture, the fresh semen (0 min) activated in seawater exhibited motility greater than 95%
for more than 5 minutes. There was no statistically significant difference in motility up to
60 minutes, remaining stable at 76.3% at 90 minutes, which enables safe handling
onboard. In the sperm characterization (n=10), the semen presented a white color, milky
appearance, pH of 6.8, and a mean concentration of 1.75 x 108 cells - mL™".
Morphological analysis (Rose Bengal staining; 200 cells per slide) indicated a high
percentage of normal spermatozoa (74.3 & 13.5%). The observed abnormalities were
mostly primary, with a predominance of short and coiled tails, while secondary alterations
accounted for only 8.8 + 3.7%, validating the harmlessness of the collection protocol. It
is concluded that C. acoupa semen possesses high cellular integrity and a critical post-
capture viability window of up to 90 minutes under refrigeration, providing crucial
insights for the optimization of artificial reproduction and cryopreservation protocols.

Keywords: Seminal conservation, Reproductive biotechnology, Sciaenidae, Cellular
viability.
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1. INTRODUCAO

Os peixes constituem o grupo de vertebrados mais diversificado do planeta, com
aproximadamente 37.553 espécies descritas, das quais 51% habitam ambientes marinhos
(EDMONDSTONE, 2026). Nesse cenario, destaca-se a pescada amarela (Cynoscion
acoupa), pertencente a familia Sciaenidae, uma espécie de elevado valor comercial e
ampla distribuicdo nos oceanos Atlantico, Indico e Pacifico (BOND-BUCKUP et al.,
2008; FROESE & PAULY, 2010; CASTRO, 2015; ALMEIDA et al., 2016). Contudo,
essa relevancia economica impulsionou uma superexploracdo pesqueira, especialmente
pela frota artesanal, resultando em uma queda expressiva na produg¢do € no tamanho
médio dos exemplares capturados e tal panorama agrava o risco de colapso dos estoques
naturais no futuro proéximo, evidenciando a necessidade urgente de estratégias de manejo
(ALMEIDA et al., 2011).

Diante da escassez dos recursos naturais, a piscicultura consolida-se como uma via
estratégica para a conservacao e producdo, exigindo o dominio da biologia reprodutiva
para a consolidacdo de pacotes tecnoldgicos (LOPEZ, 2005; FAO, 2020). Nesse sentido,
0 avanco biotecnologico na area fundamenta-se na preservacdo seminal por meio do
resfriamento, acontecendo entre 4 °C a 6 °C para a manuten¢do temporaria, processo no
qual a caracterizacdo de pardmetros como concentracdo, motilidade e morfologia torna-
se crucial, visto que a variabilidade individual, sendo influenciada por fatores
nutricionais, genéticos e etarios, determina tanto a eficiéncia da conservacao quanto o
sucesso da fertilizacdo (MAGNOTTI et al., 2023).

O desenvolvimento desses protocolos tem se mostrado eficaz para a conservagdo de
espécies sobre-explotadas, como a tainha (Mugil liza) e outros teledsteos marinhos como
C. nebulosus e Menticirrhus americanus (WAYMAN et al., 1996; RURANGAWA et al.,
2004; NAKAYAMA, 2011; MAGNOTTI et al., 2017). A preservagao por refrigeracao,
especificamente, destaca-se por reduzir o metabolismo celular e manter a viabilidade
espermatica sem a obrigatoriedade de indu¢do hormonal simultanea entre machos e
fémeas (CARNEIRO et al., 2006; DIGMAYER et al., 2009). A eficacia desta técnica ¢
otimizada pelo controle rigoroso da temperatura, uso de diluentes e, em certos casos, pelo
armazenamento em atmosfera de 100% de oxigénio (SANCHES E CERQUEIRA, 2010;
SANCHES E CERQUEIRA, 2011).

Entretanto, apesar dos avancos em diversos Sciaenideos, o conhecimento sobre os
parametros seminais ¢ protocolos de conservagdo para C. acoupa ainda é escasso € o

desconhecimento desses aspectos representa um obstaculo critico para o desenvolvimento
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de seu cultivo em cativeiro (CASTRO, 2015; ALMEIDA et al., 2016; ALVES, 2016;
SANTOS, 2017).

. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Reproducao de Recursos Aquaticos
(LARAQUA), da Universidade Estadual do Maranhao (UEMA), e contou com o apoio
da Reserva Extrativista (RESEX) de Cururupu, situada no litoral Ocidental do estado do
Maranhao, no municipio de Cururupu, a 156 km da capital. Foram realizados dois
embarques no més de margo de 2026 para a coleta do material bioldgico, nos quais foram
capturados 18 exemplares de pescada amarela com uso de rede de emalhe (malhao), com
abertura de malha de 200 mm. No primeiro embarque, foram capturados oito exemplares
e no segundo embarque, foram 10 exemplares, sob a licenca ICMBi0o/SISBio n° 103946-
1 e pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do
Maranhao (protocolo n° 01200.002200/2015-06 / 449), assegurando a observancia das
normas de bem-estar animal. Os peixes capturados foram eutanasiados por hipotermia,
submetidos a biometria, e suas gonadas foram retiradas por meio de incisdo ventral.

Tempo de viabilidade dos gametas do C. acoupa pés-captura

Para determinar a janela de viabilidade das gonadas masculinas pos-captura, foram
usados os peixes capturados no primeiro embarque (8 exemplares). As gonadas retiradas
foram depositadas individualmente em placas de Petri identificadas separadamente, e
estocadas sob refrigeracao em caixa isotérmica (4 a 6°C).

O sémen presente nas gonadas resfriadas foi avaliado imediatamente apds a coleta (0
min) e nos tempos 30 min, 60 min, 90 min, 120 min, 150 min apds a captura. As
caracteristicas observadas para indicar a qualidade do sémen foram a duragdo da
motilidade e a taxa de motilidade. Esses parametros foram aferidos simultaneamente, na
mesma lamina, por um Unico observador, usando um unico campo focal selecionado
aleatoriamente ¢ mesma intensidade de luz conforme metodologia de SANCHES E
CERQUEIRA (2011). A taxa de motilidade foi estimada subjetivamente, com registro da
porcentagem de espermatozoides em deslocamento, observados no campo microscopico
e a duragao da motilidade foi cronometrada do momento inicial da ativagao até que todas
as c¢lulas se tornaram iméveis (VETTORAZZI et al, 2010).

A ativagdo do sémen foi realizada mediante dilui¢do de 1:1 conforme metodologia de
SANCHES et al. 2008; TIBA et al. 2009 e SANCHES E CERQUEIRA, 2011 em 4gua
marinha (salinidade 35) (15 pL de sémen:15 pL de dgua) e observada em microscopio

optico (ZEISS, Primo Star), com ampliagdo de 200x.
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Caracterizacao fisico-quimicas dos gametas

Os peixes capturados no segundo embarque foram usados para a caracterizagdo
espermatica. As amostras de sémen (10 amostras) foram coletadas mediante incisdo na
gbonada, com suave pressao e auxilio de micropipeta de 250 puL. O sémen coletado foi
depositado em microtubos com capacidade para 2 mL, armazenado sob refrigeracao (4 a
6°C) para realizagao das seguintes analises:

A coloragdo do sémen foi avaliada usando um escore de um a trés, em que um
representa branca leitosa, dois branca aquosa e trés amarelo-citrico (MATAVELI et al.,
2007; FRANCA et al., 2022).

O pH foi obtido por deposicao de 20 pL de sémen sobre fita indicadora de pH (Merck
KGaA®) e visualmente verificado numa escala de 0 -14, de acordo com o fabricante.

A taxa de motilidade espermadtica foi avaliada com 2 uL de sémen de cada animal,
verificada em lamina sob microscopio (ZEISS, Primo Star; 200X), por uma tinica pessoa,
em um campo de visdo selecionado aleatoriamente e intensidade de luz constante. A taxa
de motilidade foi calculada subjetivamente por um tnico observador (SANCHEZ et al,
2024). Como ativador foi usada a agua do ambiente de captura dos peixes, cuja salinidade
foi de 29.

Para a determinacdo da concentracdo espermadtica, o sémen foi primeiramente fixado
em solucdo salina com formalina (1%), na propor¢do de 1:100 pL (sémen: fixador). A
contagem das cé¢lulas foi realizada em camara de Neubauer usando um microscopio de
luz convencional (400X, ZEISS Primo Star) (MARIA et al., 2011), em triplicata e
calculado de acordo com CBRA (1998).

A morfologia espermadtica foi analisada com a deposi¢cdo de 15 pL da amostra em
lamina com acréscimo de 0,5 pL de solucdo de rosa bengala (propor¢ao 1:30,
corante:sémen fixado) conforme metodologia de MARIA et al. (2017). A leitura foi
realizada em microscopio (ZEISS Prime Star), utilizando a objetiva de 40x,
interrompendo-se a varredura da lamina quando a contagem atingiu média de 200 células.
As anomalias espermaticas foram classificadas como primarias ou secundarias, conforme
metodologia adaptadas de MILIORINI et al. (2011) e KAVAMOTO (1999). Os dados
foram obtidos pela soma total das alteracdes identificadas e apresentados em valor
percentual total.

Analise estatistica

As médias foram analisadas pela Andlise de Variancia (ANOVA), e quando

encontradas diferencas significativas entre as médias foi aplicado o teste de Tukey. Os
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dados foram expressos em médias + desvio padrao. Todas as analises foram realizadas
utilizando o programa R Studio em nivel de significancia de 5%.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os peixes capturados apresentaram peso médio de 11,4 £ 1,6 kg com comprimento
médio de 87,8 + 4,7 cm, portanto todos estavam maduros, condi¢gdo que possibilita a
coleta de sémen de boa qualidade. O desenvolvimento das gonadas acontece quando o
peixe atinge a maturidade sexual, e a eficiéncia na reproducdo pode variar em funcao da
idade reprodutiva das espécies. De acordo com SOLIS-MURGAS et al. (2011), para a
coleta de sémen, recomenda-se o uso de peixes que estdo entre o 2° e 5° ano de
reproducdo, pois estdo em seu melhor periodo reprodutivo. Na presente pesquisa, todos
os espécimes machos capturados e usados no experimento estavam maduros
apresentaram caracteristicas que indicam terem mais de dois anos de reprodug¢ao, tendo
em vista que, espécimes machos de pescada amarela tem sua primeira maturagao (Lso)
com aproximadamente 40 cm de comprimento total (ALMEIDA et al., 2016; ESPINOSA,
1972).

Os resultados referentes ao tempo de viabilidade do sémen de C. acoupa apds a
captura, estdo dispostos na tabela 1. A taxa de motilidade do sémen da pescada amarela
apresentou, apds a captura (tempo inicial), a melhor média de taxa de motilidade, com
tempo de motilidade superior a 5 minutos.

Houve uma queda gradual tanto na taxa de motilidade quanto no tempo de motilidade
das amostras mantidas sob refrigeracdo, porém nao foi observada diferenga significativa
entre os tempos 0 min, 30 min e 60 min para a taxa de motilidade, que aos 90 minutos
ainda apresentava uma taxa de 76,3 % sem diferenca em relagdo a taxa registrada para 60
minutos. O tempo de motilidade também foi semelhante até a observacao de 60 minutos.
Esses resultados sdo superiores aos encontrados por VETTORAZZI et al. (2010), para
gonadas resfriadas de Lutjanus synagris que registraram uma perda consideravel, 40
minutos depois de refrigeradas, tanto em taxa quanto em duracdo da motilidade. Para
Lutjanus analis, SANCHES E CERQUEIRA (2011), registraram taxa de motilidade de
100% com duragdo da motilidade de 174429 s. Segundo esses autores, as variacoes de
caracteristicas seminais podem acontecer entre as espécies de peixes, pois cada grupo
possui suas particularidades.

Os resultados deste estudo sdo especialmente relevantes, uma vez que demonstrou a
viabilidade da utilizagdo do sémen da pescada amarela até 90 minutos apos sua captura,

mantidas sob refrigeracao, favorecendo sua manipulacao segura dentro desse intervalo de
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tempo. Esse tempo ¢ explicado, considerando que, muitas vezes a pescada ¢ aberta ainda
durante a pescaria, para a retirada do grude (bexiga natatéria) que costuma ser
comercializada separadamente, indicando que as gonadas também sdo retiradas
juntamente com o restante das visceras quando o peixe ¢ aberto ainda na embarcacao.

Quanto as caracteristicas, o sémen da pescada amarela apresentou coloracao branco e
aspecto leitoso, essas caracteristicas, conforme MATAVELI et al. (2007), podem estar
relacionadas tanto ao pH quanto a concentracdo, que nessa pesquisa foram de 6.8 e 1,75
x 10 cel mL™!, respectivamente (Tabela 2). O pH do sémen do peixe pode apresentar
variacoes entre as espécies podendo variar de acido a alcalino, além de provavelmente
apresentar um gradiente de pH no espermatozoide quiescente, com um pH intracelular
mais 4cido do que o pH extracelular (PEREZ et al., 2022). Nessa pesquisa a concentragio
foi inferior a 2.5 £ 1.5 x 10'° cel mL!, encontrada para Mugil liza, (MAGNOTTI et al.,
2018), a 2,6x10° células mL™!, registada para L. analis (SANCHES E CERQUEIRA,
2011) e superior a 1,0 x 10° células mL™!, encontradas para Lutjanus campechanus
(RILEY et al., 2004). As variagdes na concentragdo espermatica podem acontecer em
funcdo da idade dos peixes, da espécie e de fatores ambientais (SANCHES E
CERQUEIRA, 2011).

Nesse trabalho a duragdo da motilidade para a pescada amarela foi superior a cinco
minutos e mais de 95% de taxa de motilidade, mostrando a boa qualidade do sémen
coletado. GODINHO E VIVEIROS (2009) afirmaram que a taxa de motilidade ¢ um
importante parametro na avaliacao da qualidade espermatica, pois esta relacionado a sua
capacidade de fertilizacdo (LAHNSTEINER et al., 2010). Em outras espécies marinhas
observadas, a taxa e a duracdo da motilidade do s€émen in natura foram respectivamente,
de 100% e 137 s para Lutjanus synagris (SANCHES E CERQUEIRA 2010), de 100% e
174 s, para L. analis (SANCHES E CERQUEIRA, 2011), de 90% e 3.060 segundos para
Epinephelus marginatus (SILVA E SANCHES, 2018) e de 93 % e 343 s para M. liza
(MAGNOTTI et al., 2022).

A morfologia espermatica do C. acoupa (Tabela 3), indicou 74,3 + 13,5 de
espermatozoides normais. Essa baixa frequéncia de alteragdes indica que os peixes
capturados apresentaram boa capacidade reprodutiva, tendo em vista que a qualidade
morfoldgica influencia o vigor espermadtico, a motilidade e o sucesso da fertilizacao
(ARRUDA et al., 2011; LAHNSTEINER et al., 1998; COSSON et al., 1999). Valores
inferiores foram encontrados por FRANCA et al. (2022) para Trachelyopterus galeatus
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(70,6 = 0,65), por FERNANDES et al. (2020), para Prochilodus lacustris (62,0 £ 11,1%)
e por BENATO et al. (2023) para Pogonia courbina (35,6 + 6,1%).

A maioria das alteragdes encontradas foram primadrias, com destaque para a cauda
curta, seguida de cauda enrolada. Fatores como nutri¢do, idade dos peixes, manejo
durante a coleta e métodos de coloracdo podem ser relacionados as alteragdes
morfoldgicas (FERNANDES et al., 2020), sendo as secundarias ligadas ao manejo e as
metodologias aplicadas. Nesse trabalho as alteracdes secundarias somaram 8,8 % =+ 3,7%,
sugerindo que o processo de coleta, de manejo € método de coloragao nao promoveram

grande taxa de alteracdo morfoldgica.

. CONCLUSAO

A janela de viabilidade durante a qual as gonadas masculinas da pescada amarela
apresentam gametas de boa qualidade ¢ crucial, pois indica a possibilidade de utilizagao
desses gametas apoOs a captura. Esse achado sugere que, assim como a bexiga natatoria,
as gonadas podem ser coletadas a bordo e armazenadas sob refrigeracdo para uso
posterior.

A caracterizagdo do s€émen da pescada amarela representa um avango significativo no
desenvolvimento de protocolos de criopreservagdo, bem como na reproducao in vitro. A
boa qualidade seminal observada neste estudo, por meio de suas caracteristicas, fornece
subsidios valiosos para as etapas subsequentes desses processos.
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Tabela 1. Taxa e duragdo da motilidade do s€émen da pescada amarela em diferentes

intervalos de tempo ap0s sua captura e abate.

Intervalos de observacdo (min) Motilidade (%) Tempo de motilidade (s)
0 95,9+ 1,9* 329,0 £2,9%

30 85,5 £ 4,2 310,5 + 3,1%

60 80,0 £ 7,1% 307,3 3,8

90 76,3 +2,5% 2443 +3,0°

120 68,8 + 4,8° 126,8 + 6,24

150 66,3 +4,8° 96,3 + 20,5°

Tabela 2 - Caracteristicas seminais da pescada amarela, C. acoupa.

Caracteristica Média + Desvio Padrao
Cor Branco leitoso (1)

pH 6.8+0,6

Concentracdo (x10® sptz/mL) 1,75+ 0,67

Duragao da Motilidade (s) 329+29

Motilidade (%) 95,5+1,9

Tabela 3. Tabela com as médias e desvio padrdo de cada tipo de alteracdo e a avaliacao

das alteragdes morfoldgicas espermaticas de C. acoupa;

Classificacao Tipo de dano Frequéncia (%)
Nao se aplica Espermatozoide Normal 74,3 £ 13,5

Cauda curta 11,1 £84
Primaério Cauda fraturada 1,8+1,6

Cauda enrolada 8,0+4,5
Secundario Cabega isolada normal 2,4+1,7

Cauda dobrada 24+£2,0

ORCID

Erivania Gomes Teixeira — (https://orcid.org/0000-0003-2931-2537)

Lucas Douglas Barros Fonseca - (https://orcid.org/0000-0002-8031-2084)
Orlyane Karla da Silva Pinheiro — (https://orcid.org/0009-0000-6526-9324)
Jorgelia de Jesus Pinto Castro - (https://orcid.org/0000-0003-2050-4778)
Marcio Anténio Sales de Melo Junior - (https://orcid.org/0009-0008-6462-6770)
Kaio Lopes de Lima - (https://orcid.org/0000-0002-6121-8017)

Joao Vitor Neves Duarte - (https://orcid.org/0009-0002-2064-3620)

Processo Associado: 23129.003017/2026-15

Pagina 87/96



F -
: % : UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO

il Py ,. ! SISTEMA INTEGRADO DE PATRIMONIO, ADMINISTRACAO E FOLHA DE ASSINATURAS

CONTRATOS

Emitido em 17/07/2026

DOCUMENTOS COMPROBATORIOS N° DISSERTACAO 2/2026
(N° do Documento: 1089)

(N° do Protocolo: NAO PROTOCOLADO)

(Assinado digitalmente em 17/07/2026 09:38)
RONALD SILVA DIAS
CHEFE DIVISAO
839738

Para verificar a autenticidade deste documento entre em httDs:/’/sis.sig.uema.br/documentos/ informando seu nimero:
1089, ano: 2026, tipo: DOCUMENTOS COMPROBATORIOS, data de emissao: 17/07/2026 e o cédigo de
verificacdo: aa8656c44f

fa2t

Bl

Processo Associado: 23129.003017/2026-15 Péagina 88/96


https://sis.sig.uema.br/public/jsp/autenticidade/form.jsf

