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RESUMO - Amostras de sémen de cinco espécimes de Prochilodus lineatus (Valencienes, 1847) foram utilizadas para
avaliagdo dos efeitos toxicos e crioprotetores de seis soluges & base de BTS (Beltsville Thawing Solution®) 4,5% enriquecidas
com metanol e DM SO nas concentragdes de 10% (A = BTS 4,5% + Metanol 10%; B = BTS 4,5% + DM SO 10%,; C = BTS 4,5%
+ KCI 0,072% + metanol 10%; D = BTS 4,5% + KCl 0,072% + DMSO 10%; E = BTS 4,5% + Kl 0,036% + metanol 10%; e
F = BTS 4,5% + Kl 0,036% + DMSO 10%). Foram avaliadas ainda trés solugGes ativadoras (agua destilada, NaHCO3; 60 mM
e NaHCO3 119 mM), antes e apdés o congelamento. Estudaram-se a taxa e a duragdo da motilidade espermatica. N&o
houve diferenca significativa entre as solugGes crioprotetoras utilizadas. O sémen ativado por NaHCO3 60 e 119 mM apresentou
as maiores taxas de motilidade espermatica. A ativagdo por NaHCO; 119 mM possibilitou as maiores duragbes de motilidade
no sémen de P. lineatus.

Palavras-chave: bicarbonato, congelamento, curimbatd, DMSO, espermatozéides, metanol

Cryopreservation of curimba (Prochilodus lineatus) semen after addition of
different diluters, activators and cryoprotectants

ABSTRACT - Semen samples of five specimens of Prochilodus lineatus (Valencienes, 1847) were used to test the
toxic and cryoprotectants effects of six solutions based on BTS (Beltsville Thawing Solution®) 4.5%: A - BTS 4.5% +
Methanol 10%; B - BTS 4.5% + DMSO 10%; C - BTS 4.5% + KCl 0.072% + Methanol 10%; D - BTS 4.5% + KCI 0.072%
+ DMSO 10%; E - BTS 4.5% + KI 0.036% + Methanol 10% and F - BTS 4.5% + Kl 0.036% + DMSO 10%). The effect of
other three activator solutions (Distillated Water, NaHCO3 60 mM and NaHCO5; 119 mM) on the rate and duration of sperm
motility were also evaluated before and after freezing. No significant differences were observed among the cryoprotectant
solutions. Sperm motility rates for P. lineatus were higher for semen activated by NaHCO; 60mM and NaHCO5; 119mM,
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which propitiated the highest sperm motility duration.
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Introducéo

A capacidade técnica para preservagao de gametas e
embrides de peixes e de invertebrados aquéticos tem se
expandido rapidamente nos Ultimos anos, impulsionada
primariamente pelaindustria aqicola (Carolsfeld et al.,
2003). A criopreservagdo € uma técnica importante no
controlereprodutivo de muitas espéciese suaaplicagdo em
peixes estd em amplo desenvolvimento. Envolve procedi-
mentosgue permitem o armazenamento de espermatozoi des
em nitrogénio liquido, mantendo-se a viabilidade dos
gametaspor tempoindefinido. Minset al. (2000) verificaram
gue aporcentagem de espermatozoi desmaveiscontidosno
sémen criopreservado de esturjdo nao diminuiu aolongo de
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cinco anosde armazenamento. A criopreservagao constitui
técnicaimportante narotinadareproducao induzida e na
melhoria genética de espécies de peixe por aumentar as
chances de se desenvolverem pesquisas, sobretudo no
campo genético, sendoindicadaparaminimizar aassincronia
namaturacdo dos gametas, no uso sel etivo dereprodutores
ou mesmo no transporte de gametas (Godinho, 2000). A
criopreservacédo de células ganhou impulso quando pes-
quisas relataram que o glicerol possui capacidade de
protegé-las contra efeitos deletérios do congelamento.
Desde entdo, varias substancias vém sendo testadas com
esse objetivo (Godinho, 2000). Segundo Harvey (1993), o
metanol é a substancia que mais facilmente permeia a
membrana celular, sendo, entretanto, considerado amais
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toxica, exceto para 0 sémen de tildpia (Oreochromus
niloticus). Bedore (1999) relatou elevada toxicidade do
dimetilsulfoxido (DM SO) para o sémen de peixes, porém,
algunsautores, como Miliorini et al. (2002), ndo encontra-
ramdiferencasentreasconcentracoesde5e10% deDM SO
em até 72 horas de resfriamento (4°C) do sémen de pacu
(Piaractus mesopotamicus) —inclusive, asmaiorestaxasde
motilidade até 96 horas ocorreram namaior concentragéo.
Outrosautoresobservaram queo DM SO é um dosmelhores
crioprotetores paraespéciesdepeixesde aguadoce (Bedore,
1999) e de &guasalgada (Ritar, 1999) e que suatoxicidade
pode ser suprida pela adi¢do de carboidratos (Leung &
Jamielson, 1991).

Do mesmo modo que a utilizag&o de crioprotetores é
importante no sucesso de preservagao criogénicade sémen
de peixes, aincorporacéo de solucdes diluidoras € funda-
mental paraproporcionar meio osmati co enutricional mente
ideal aos espermatozoides durante a aplicacao da
biotecnologia. O BTS(Beltsville Thawing Solution®) éum
diluidor desenvolvido e preconizado para conservacéo do
sémen suino. Entretanto, variosautores (Franciscattoetal .,
2002; Miliorini etal.,2002; Murgasetal ., 2002; Mariaetal .,
2004; Miliorini et al., 2004) tém utilizado com sucesso esse
diluidor em pesquisas com peixes de piracema. O BTS
possui em suaférmulacomponentes que, além denutrirem
células espermati cas e proporcionarem um microambiente
osmoticamente favoravel, protegem aface intracelular da
membranacitoplasmati cadurante o congelamento.

Entreassolugdesativadorasdamotilidade espermética,
merecem destaque adguadestiladae as solu¢des salinasde
bicarbonato de sddio, NaCl e KCl em diferentes concentra-
¢Oes, dependendo da espécie (Ravinder et al., 1997).
Lahnesteiner et al. (1995) verificaram no sémen decurimata
(Prochilodus argentus) que, em relacéo a dagua destilada,
solugBesdeNaCl, utilizadas como ativadorasdamotilidade
espermatica, aumentaram o vigor esperméatico, apesar de
reduzirem sua durac@o. Para o sémen de pacu (P.
mesopotamicus), Fogli daSilveiraet al. (1995), citados
por Cruz (2001), estimaram os parametros de motilidade
utilizando solugéo deNaHCO,, ao passo queMiliorini etal.
(2004) utilizaramNaCl (30e60mM) eNaHCO4 (30e60 mM)
como solugBes ativadoras do sémen de P. lineatus
resfriado. Nestestrabal hos, as solu¢cdes com as concentra-
¢bes mais elevadas dos sais proporcionaram taxas de
motilidade espermati catambém superiores.

A espécie P. lineatus é muito apreciada na culinaria
nordestina e sua comercializacéo tem sido promissora,
sobretudo no Nordeste do Brasil. Considerando o grande
impacto que abiotecnol ogiade criopreservacdo de gametas

exerce sobre inUmeros aspectos (reprodutivo, ecol dgico,
social e econdmico) e a escassez de trabalhos sobre a
reproducao de espécies de piracema, realizou-se este estudo
com o objetivo de estudar os efeitos da utilizacdo de
diferentesdiluidores, crioprotetores e solucdes ativadoras
sobre as caracteristicas de motilidade espermética apds o
processo de criopreservagdo do sémen de P. lineatus.

Material e Métodos

Foram utilizados cinco machos de P. lineatus com
concentragdo espermética média de 27,362+5,322 x 10°
espermatozéides.mL 1 e1.160,0+487,8 g depeso vivo, cap-
turadosdo leito do Rio Grande, no municipio de ltutinga,
MG, as margens da usina hidroel étrica de Camargos. Os
animaisforam mantidos como parte do plantel daUnidade
Ambiental da Companhia Energética de Minas Gerais
(CEMIG), localizadano mesmo municipio, sendo sel eciona-
dos segundo as caracteristicas: coloracdo eritematosa e
aspecto edemaciado da papila urogenital e eliminagdo de
sémen em resposta a massagem manual sobre a parede
celomética. Osexemplaresforam transportadosaté o labo-
ratério dereproducéo, ondeforam pesados, dimensionados
eacondicionadosem tanquesdetratamento paraisolamento
de fémeas e de exemplares de outras espécies.

Os animais utilizados receberam duas injectes
intramuscul aresdeextrato brutodehi péfisedecarpa(EBHC),
nasdosesde0,4 e4,0 mg/kg de peso corporal, emintervalo
deaproximadamente 12 horas. A Ultimadose, por seuturno,
antecedeu 9 a 10 horas o periodo da coleta.

Paracoletaindividual do ejaculado, utilizou-seum puga
para a emersdo dos animais, que foram contidos por uma
toalha de algodéo umedecida. Os olhos foram vendados e
a papila urogenital foi limpa e seca com toalha de papel.
Ef etuaram-se compressfes manuai s da parede cel omatica,
no sentido cranio-caudal. O sémenfoi obtido livredefezes,
urina, sangue ou agua. Quando ativado precocemente, 0
sémen foi descartado. Os ejaculados foram coletados em
tubos de ensaio opacos, sendo acondicionados e imersos
emgelo, ao abrigodaluz, paraposterior analiselaboratorial.

A andlise da qualidade do sémen fresco (e demais
analisessubsequentes) decadamacho utilizadofoi realizada
em uma pequena gota depositada sobre lamina de
mi croscopiaeobservadaao microscopiodeluz, previamente
focalizado em aumento de 400X. A observacdo dos
espermatozéides imdveis permitiu avaliar a pureza do
sémen. A seguir, 0 sémen foi ativado mediante adi¢do de
agua do proprio tanque para avaliacdo de sua qualidade e
viabilidade para ser criopreservado. Todos os ejaculados
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utilizados se mostraram completamente (100% de
espermatozdides moveis) aptos ao congelamento. Foram
aferidas ataxa (%) e a duracgéo (segundos) da motilidade
espermatica. A duragdo damotilidadefoi consideradadesde
a ativagao até que apenas 10% das células espermaticas
apresentassem motilidade.

Dois experimentos foram conduzidos para avaliacéo
dos componentes do protocolo de criopreservacdo. No
experimento 1, procedeu-se a avaliacdo datoxicidade dos
crioprotetores e diluidores mediante ativagao espermatica
por diferentes ativadores. Foram adicionadas lentamente
as amostras seis solucgdes (na propor¢do de uma parte de
sémen paraquatro partesde solugéo), cadaumapreviamente
preparada (estabilizada) e composta do seguinte modo:

§ SolugdoA:BTS(TAB.1)4,5% + Metanol 10% (con-
centracéofinal);

§ Solucdo B: BTS4,5% + DM SO 10% (concentracdo
fina);

§ Solucéo C: BTS4,5% + KCl 0,072% (concentracéo
final) + Metanol 10%;

8§ SolucdoD: BTS4,5% +KCl 0,072% + DM SO 10%;

§ Solucéo E: BTS 4,5% + K1 0,036% (concentracéo
final) + Metanol 10%; e

§ SolucdoF: BTS4,5%+ K1 0,036% + DM SO 10%

A raz8o da adic¢é&o de solutos (KCl e Kl, nas concen-
tragbesfinaisindicadas) assolugdes C aF éjustificadaem
trabalhos anteriores, realizados por Franciscatto et al.
(2002), Miliorini et al. (2002) e Murgaset al. (2002). De
acordo com esses autores, o diluidor BT S deve ser acres-
cido de ions e seu uso ndo resultou em ativagdo dos
espermatozéides quando do resfriamento do sémen de
pacu (P. mesopotamicus) e piapara(Leporinusobtusidens).

Em umalé&minade microscopia, previamentefocalizada,
colocou-se umaaliquotade aproximadamente 1 uL damis-
tura homogeneizada sémen fresco + solucgdes (A aF). A
seguir, procedeu-se a ativagdo da motilidade testando-se
trés solugbes ativadoras (aguadestilada; NaHCO,; 60 mM;
€NaHCO4 119 mM) por meio daadi¢éo de 6 uL de solugéo
ativadora. Apésahomogeneizagdo damistura, foram deter-
minadasataxaeaduragédo damotilidade espermatica. Todo
o procedimento foi conduzido em temperatura ambiente
(23°C) simulando condic¢des de campo.

O experimento 2 consistiu da avaliacdo do efeito das
solucBes A aF sobreamotilidade esperméticaapos conge-
lamento. | mediatamente apésadilui¢do, asamostrasforam
envasadas em palhetas de 0,5 mL de capacidade, gerando
umtotal de quatro palhetas/amostrade sémen. Aspal hetas
foram transferidas paraum botijao de vapor de nitrogénio

Tabela 1 - Composigdo quimica do diluidor Beltsville Thawing
Solution® - BTS (100 g)

Table 1 - Chemical composition of Beltsville Thawing Solution® - BTS
(100 g)

Constituinte Quantidade (g)
Constituent Amount
Glicose (Glucose) 79,90
Citrato de sodio (Sodium citrate) 12,71
EDTA 2,65
Bicarbonato de sbdio (Sodium bicarbonate) 2,65
Cloreto de potassio (Potassium chlorate) 1,59
Sulfato de gentamicina (Gentamicyn sulphate) 0,50

®MINITUB ABFULL-UND LABORTECHNIK Gmbh & Co.KG.

liquido (Taylor-Wharton, modelo CP 300, tipo dry shipper)
emantidasem posicdovertical. Vinteequatro horasdepois,
foram submersas em nitrogénio liquido em botijao de
armazenamento (Cryometal, model o DS-18) aumatempera-
turaestavel de-96°C. O descongel amento dasamostrasde
sémen foi feito apos periodo igual ou superior al horade
congelamento. O descongel amento envolveu aretiradadas
pal hetas do botij&o e suaimersao em agua a 60°C por 0ito
segundos. A seguir, procederam-se as andlises da taxa e
duragdo damotilidade espermati casegundo o procedimento
descrito parao experimento 1.

Para aanalise daconcentragcdo espermatica, diluiu-se
umaaliquotade 1 pL desémenem 1 mL desolugdodeformol
citrato. O nimero de espermatozéides.mL1 foi estimado
por meio de exame direto em cAmarahematimétrica.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento
em blocos casualizados (DBC), com os tratamentos em
arranjo fatorial 3 x 2 x 3 (diluidores x crioprotetores x
solugdes ativadoras) com seis repeticoes (blocos), em que
0 peixe constituiu o bloco.

Osdadosobtidosforam submetidos aandlise estatistica
por meio do Sistema de Andlise de Variancia - SISVAR
(Ferreira, 1999), de acordo com o seguinte model o:

Yij =m+ B, +D; +C; +A; + DC;; + DA, + CAj +
DCAjic * Eijia

em que Yijkl = observacéo | obtida para o diluidor i,
crioprotetor j e solucéo ativadora k; m= constante asso-
ciadaacadaobservacao; B, = efeitodoblocol, =1, 2,...,
6; D, = efeito do diluidor i, i =1, 2 e 3; CJ = efeito do
crioprotetor j,j=1e2; A, = efeito dasolugdo ativadorak,
k=1 2e3 DCij = efeito da interagdo diluidor i ~
crioprotetor j; DA; = efeito da interagdo diluidor i
solucéo ativadorak; CAjk =efeito dainteracéo crioprotetor
j ~ solugdo ativadora k; DCAijk = efeito da interacdo
diluidori” crioprotetor” solucéo ativadorak; Ejj=erro
associado a cada observagdo, que, por pressuposicéo, é
NID (0,d3).
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As médias foram comparadas pelo teste de Student-
Newman-Keuls(nivel minimodesignificancia=0,01).

Resultados e Discussao

A andlisedetoxicidade (experimento 1) comprovou nao
haver diferencas significativas entre as sol ugbes contendo
osdiferentes crioprotetores (P>0,05). Como demonstrado
nasTabelas2 e 3, todasas solu¢des utilizadaspossibilitaram
taxas e duractes semel hantes depois de acrescentadas ao
sémen.

Silva(2000) utilizou DM SO 10% e gemade ovo como
crioprotetores para o sémen da mesma espécie, contudo,
apesar de a taxa de motilidade pré-congelamento ter sido
superior a 80% apds 2 horas de congelamento, a uma
temperaturade descongel amento de 26°C por 10 segundos,
tanto ataxa como aduracgé@o da motilidade espermaética se
mostraram nulas, indicando mortalidade total dos
espermatozéides. Os resultados encontrados neste estudo
foram semel hantesaosverificadospor Miliorini et al. (2004),
gueverificaram que o DM SO apresentou toxicidade parao
sémen de P. lineatus similar ao metanol e ao etilenoglicol

Tabela 2 - Taxas de motilidade (%) do sémen de P. lineatus diluido em diferentes solu¢bes antes do congelamento

Table 2 - Spermatic motility rates (%) of P. lineatus semen diluted in different solutions before freezing
Solucéo Ativador Média
Solution Activator Mean

Agua destilada
Distillated water

Bicarbonato de sodio
119 mM
Sodium bicarbonate

Bicarbonato de sodio
60 mM
Sodium bicarbonate

BTS 4,5% + Metanol 10% 85+11,18
BTS 4.5% + Methanol 10%

BTS 4,5% + DMSO 10% 73+£19,23
BTS 4.5% + DMSO 10%

BTS 4,5% + KCI 0,072% + Metanol 10% 70+£23,45
BTS 4.5%+ KCI 0.072% + Methanol 10%

BTS 4,5% + KCI 0,072% + DMSO 10% 64+22,19
BTS 4.5%+ KCI 0.072% + DMSO 10%

BTS 4,5% + Kl 0,036% + Metanol 10% 70+£28,50
BTS 4.5%+ KCI 0.036% + Methanol 10%

BTS 4,5% + Kl 0,036% + DMSO 10% 71+8,94
BTS 4.5%+ KCI 0.036% + DMSO 10%

Média 72+19,41

Average

94+4,18 93+£2,73 90+7,762
86+10,83 81+24,59 80+18,512

93+5,70 92+10,36 85+17,822
88+10,36 92+8,36 81+18,842
81+13,41 85+11,18 78+19,032
90£11,72 92+13,03 84+14,372
88+10,08 89+13,07 83+16,57

2 Médias ndo diferem (P>0,05) pelo teste Student-Newman-Keuls.

2 Averages followed by the same letters do not differ (P>0.05) by Student Newman-Keuls test.

Tabela 3 - Duragdo da motilidade (segundos) do sémen de P. lineatus diluido em diferentes solu¢cdes antes do congelamento

Table 3 - Duration of spermatic motility (seconds) of P. lineatus semen diluted in different solutions before freezing
Solucéo Ativador Média
Solution Activator Mean

Agua destilada
Distillated water

Bicarbonato de sodio
119 mM
Sodium bicarbonate

Bicarbonato de sodio
60 mM
Sodium bicarbonate

BTS 4,5% + Metanol 10% 37+8,30
BTS 4.5% + Methanol 10%

BTS 4,5% + DMSO 10% 37+14,38
BTS 4.5% + DMSO 10%

BTS 4,5% + KCI 0,072% + Metanol 10% 33+9,73
BTS 4.5% + KCI 0.072% + Methanol 10%

BTS 4,5% + KCI 0,072% + DMSO 10% 29+16,72
BTS 4.5%+ KCI 0.072% + DMSO 10%

BTS 4,5% + Kl 0,036% + Metanol 10% 33+19,94
BTS 4.5%+ KCI 0.036% + Methanol 10%

BTS 4,5% + Kl 0,036% + DMSO 10% 29+3,78
BTS 4.5%+ KCI 0.036% + DMSO 10%

Média 33+12,52

Mean

159+102,20 131+63,67 109+91,082
161+153,78 109+54,84 101+92,162
72+32,60 141+126,21 82+63,792
51+22,61 124+57,62 68+54,022
72+10,82 171+101,55 92+79,422
82+34,93 184+130,38 98+88,222
99+83,74 142+108,66 92+77,24

2 Médias nado diferem (P>0,05) pelo teste Student-Newman-Keuls.

2 Averages followed by the same letters do not differ (P>0.05) by Student Newman-Keuls test.
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na concentracéo de 10,0% apds 6 horas de resfriamento a
4°C. Entretanto, o DM SO propiciou redugdo namotilidade
significativamente superior aobtidacom o metanol nas42
horas seguintes. Segundo Bedore (1999), concentracfes
ou periodos de estabilizac@o elevados de DM SO podem
provocar reducédo significativa na qualidade do sémen de
peixes.

Cruz (2001) também verificou que asamostrasacresci-
das de DM SO apresentaram duracéo média de motilidade
superior adaquel asacrescidasdeetilenoglicol epropanodiol,
sendo a concentracdo de 15,0% (104 segundos) a menos
téxicaem comparagdo as concentragdesde 5,0 (67 segundos)
€10,0% (84 segundos). O NaHCO, temssido utilizado com
sucesso na ativagcdo da motilidade do sémen de peixes.
Miliorini et al. (2002) e Murgas et al. (2002) observaram,
respectivamente, que as amostras de sémen de P.
mesopotamicus eL. obtusidens ativadascom NaHCO5 119
mM e acrescidas de DM SO 10,0% apresentaram taxas e
duracdes médias damotilidade superiores as dasamostras
ativadas por &gua destilada e acrescidas de DM SO 5,0%.
Aparentemente, amostras de sémen innaturaouresfriadas
ativadas por concentragdes inferiores de NaHCO3 néo
respondem com amesmaqualidade métil.

N&o foi observada diferenca significativa entre as
solucdes crioprotetoras testadas quanto as caracteristicas
estudadas no sémen descongelado (P>0,05). Porém, a
ativagdo por NaHCO5; 60 mM e 119 mM propiciou
(Tabela 4) as maiores taxas de motilidade espermética
(P<0,01). A ativagéo por meio deNaHCO4 119 mM possibi-
litou (Tabela 5) as maiores duragdes de motilidade
espermaética em comparagao a utilizacdo das solucdes de
NaHCO4 60 mM e aguadestilada(P<0,01). A comparagéo
aosestudosdeCruz (2001) e Franciscatto et al. (2002), além

Tabela 4 - Taxas de motilidade (%) do sémen de P. lineatus
ativado com diferentes solugdes antes e apos o
congelamento

Table 4 - Spermatic motility rates (%) of P. lineatus semen activated in
different solutions after and before freezing
Ativador Congelamento
Activator Freezing
Antes Apoés
Before After
Agua destilada 72+19,41 50+25,30P
Distillated water
Bicarbonato de sddio 60 mM 88+10,08 74+15,012
Sodium bicarbonate
Bicarbonato de sédio 119 mM 89+13,07 74+16,592

Sodium bicarbonate

ab Médias seguidas de mesma letra ndo diferem (P>0,05) pelo teste
Student-Newman-Keuls.

ab Averages followed by the same letters do not differ (P>0.05) by StudentNewman-Keuls
test.

daobservacdo em outras espécies como P. mesopotamicus
(Miliorini etal., 2002) eL. obtusidens(Murgaset al ., 2002),
permitesugerir melhor desempenho do ativador NaHCOg4
119 mM amedida que se alteram astemperaturas e/ou se
prolonguem os periodos de estocagem do sémen de
P.lineatus. Alémdisso, € possivel queo NaHCO5 119 mM
tenha proporcionado um meio com menor diferenca
osméticaemrelagéo ao citoplasma, preservando aintegri-
dade damembranacitoplasméti cadosespermatozdidesde
P. lineatus. Entretanto, € necessario conhecer seataxade
motilidade proporcionada pelo NaHCO; 119 mM apés o
descongelamento também reflete em elevadas taxas de
fertilizacéo e se esse ativador ndo exercetoxidez sobre os
odcitos. Portanto, aaplicabilidade dessesresultadosdeve
ser comprovada mediante a realizacdo de ensaios que
estimem o potencial fertilizante e de eclodibilidade do
sémen de P. lineatus congelado sob os protocol os testa-
dos neste trabalho.

OBTSapresentaglicoseem suaformulacdo (Tabelal),
que, por suavez, atuacomo crioprotetor externoamembrana
citoplasmatica dos espermatozdides e serve de substrato
para a sintese de ATP. Segundo Cosson et al. (1999), a
fosforilagdo oxidativamitocondrial é altamenterequerida
paraproducéo de energiadurante o batimento flagelar dos
espermatozoéides, de modo que a insuficiéncia de ATP
constitui umadasprincipai scausasdareduc&o damotilidade
espermatica. Lahnsteiner et al. (1993) verificaram que o
espermatozoide de O. mykiss utiliza triglicerideos e
glicose como fontes primariasde energia. E possivel queo
sémen deP. lineatus apresente metabolismo semelhante e
gue a concentracdo de glicose exdgena utilizada neste
estudo (em torno de 3,0%, apdsadiluicdo do sémen) tenha
sido suficiente parasuprir asnecessidades metabdlicasdas

Tabela 5 - Duragdo da motilidade (segundos) do sémen de
P. lineatus ativado em diferentes solu¢des antes e
ap6s o congelamento

Table 5 - Duration of spermatic motility (seconds) of P. lineatus semen
activated in different solutions before and after freezing
Ativador Congelamento
Activator Freezing
Antes Apoés
Before After
Agua destilada 33+12,52 18+8,25b
Distillated water
Bicarbonato de sddio 60 mM 99+83,74 48+23,38P
Sodium bicarbonate
Bicarbonato de sédio 119 mM  142+108,66 73+41,022

Sodium bicarbonate

ab Médias seguidas de mesma letra ndo diferem (P>0,05) pelo teste
Student-Newman-Keuls.

ab Averages followed by the same letters do not differ (P>0.05) by StudentNewman-Keuls
test.
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células esperméticas. A utilizagdo do diluidor BTS,
portanto, ndo demandadefinitivamente aadi¢cdo de KCl
ou Kl se incrementado dos crioprotetores internos
Metanol 10% e DM SO 10%, tendo em vista o fato de ndo
ativarem precocemente amotilidade esperméticaantes do
congelamento.

Conclusdes

A metodologia utilizada neste trabalho para
criopreservacdo do sémen de P. lineatus foi adequada,
poispermitiuaobtencéo detaxasdemotilidade espermatica
pés-descongel amento superiores a 70%.

A solugéo de NaHCO, 119 mM pode ser usada como
ativador da motilidade do sémen de P. lineatus apds
descongelamento.

Odiluidor BTSpodeser utilizado satisfatoriamente, na
concentracdo final de 4,5% para a criopreservacdo do
sémen deP. lineatus se, concomitantemente, for enrique-
cido com os crioprotetores intracelulares metanol ou
DM SO em concentracdes finais de 10%.
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