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Sucesso do resfriamento e congelamento de sémen de pirapitinga Brycon nattereri
[Sucess of cooling and freezing of pirapitinga (Brycon nattereri) semen]
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RESUMO

Avaliaram-se protocolos de resfriamento e de criopreservacao do sémen de pirapitinga (Brycon nattereri)
utilizando-se sémen diluido em NaCl 154mM, NaCl 200mM, Saad e BTS® e resfriado por sete dias.
Cinco diluidores (glicose 277mM, NaCl 154mM, NaCl 200mM, Saad e BTS®) foram combinados com
dois crioprotetores (DMSO — dimetilsulfoxido e metilglicol) e usados como meio de congelamento. O
sémen diluido em cada meio foi envasado (palhetas de 0,5ml) ¢ congelado, ¢ a motilidade espermatica
avaliada apos o descongelamento (60°C, 8seg). O sémen foi novamente congelado em palhetas com
diferentes volumes (0,25 ¢ 0,5ml) e descongelados em banho-maria em duas temperaturas (50° e 60°C).
As maiores motilidades (48%) foram observadas no sémen diluido em BTS® e resfriado por sete dias.
Motilidade espermatica acima de 68% foram observadas no sémen congelado em NaCl 154mM-
metilglicol, BTS®-metilglicol, NaCl 200mM-DMSO e Saad-DMSO. Nio houve diferenga entre os
volumes de palheta nem entre as temperaturas de descongelamento quanto a motilidade espermatica.
Assim, o sémen de pirapitinga mantém altas taxas de motilidade quando resfriado em BTS® por até sete
dias ou congelado em NaCl 154mM-metilglicol, BTS®-metilglicol, NaCl 200mM-DMSO e Saad-DMSO.
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ABSTRACT

Cooling and freezing protocols of pirapitinga (Brycon nattereri) semen were evaluated using semen
diluted in 154mM NaCl, 200mM NaCl, Saad or BTS™, and cooled for seven days. Sperm motility was
daily evaluated. Five extenders (277mM glucose, 154mM NaCl, 200mM NaCl, Saad and BTS™) were
combined with two cryoprotectants (DMSO — dimethyl sulphoxide and methylglycol) to produce 10
cryosolutions. Semen was diluted in each cryosolutions, aspirated into 0.5ml straws and frozen. Sperm
motility was evaluated after thawing (60°C, 8 sec). Then, semen was frozen in straws with different
volumes (0.25 and 0.5ml), and thawed under different water-bath temperatures (50° and 60°C). Higher
sperm motility (48%) was observed when semen was cooled in BTS™ for seven days. Post-thawing sperm
motility above 68% was observed when semen was frozen in 154mM NaCl-methylglycol, BTS™-
methylglycol, 200mM NaCl-DMSO or Saad-DMSO. There was no difference on sperm motility when
semen was frozen in 0.25 or 0.5ml straws and thawed in 50° or 60°C water-bath. Thus, pirapitinga semen
can be successfully cooled in BTS™ for seven days or frozen in 154 mM NaCl-methylglycol, BTS™-
methylglycol, 200mM NaCI-DMSO and Saad-DMSO.

Keywords: fish, extenders, cryoprotectants, cooling, cryopreservation

Recebido em 12 de julho de 2006

Aceito em 27 de setembro de 2007

* Autor para correspondéncia (corresponding author)
E-mail: ana.viveiros@ufla.br



Oliveira et al.

INTRODUCAO

A pirapitinga ou parpitinga Brycon nattereri ¢é
um peixe de porte médio, que pode atingir de 40
a 50cm de comprimento e apresenta dorso escuro
e nadadeiras amareladas. Em geral, o macho ¢
sensivelmente menor ¢ possui aspereza da
nadadeira anal, resultante de pequenas espiculas
que aparecem na época da reproducdo. Essa
espécie se reproduz nos meses frios e em aguas
rasas. A sua utiliza¢do na piscicultura vem sendo
estudada na Estagdo de Pesquisa e
Desenvolvimento Ambiental de Volta Grande da
Companhia Energética de Minas Gerais
(CEMIG). A espécie ndo ¢ mais encontrada em
varias se¢oes do rio Grande, devido as alteragdes
ocorridas em seu habitat (Guia..., 2000), tais
como a destruigdo da matas ciliares, polui¢do dos
rios e construgdo de barragens e hidrelétricas.
Esses fatores aliados a pesca predatdria colocam
a pirapitinga na lista nacional das espécies
ameacadas de extingdo.

A preservacdo de sémen a curto prazo consiste
em manter viabilidade espermatica por um
periodo de horas ou dias, em temperaturas de
refrigeracao, para serem utilizados
posteriormente na fertilizagdo, podendo facilitar
o manejo por dispensar a presenga do macho no
ato da fecundacdo e também aumentar a
eficiéncia da reprodugdo artificial nas estagdes de
pisciculturas. Porém, alguns cuidados s@o
determinantes para o sucesso do resfriamento,
tais como redu¢do da temperatura, fornecimento
e troca de gases, prevengdo do desenvolvimento
bacteriano e prevengdo da dissecacdo (Stoss e
Donaldson, 1982).

Alguns pesquisadores tém resfriado sémen de
espécies do género Brycon, com sucesso. O
s€men de piabanha Brycon insignis foi resfriado
com sucesso por até 6 h (Shimoda, 2004), ¢ os de
matrinxd8 Brycon lundii e piracanjuba Brycon
orbignyanus por até 14 h (Marques, 2001). Em
outro estudo, o sémen de piracanjuba foi
resfriado por até sete dias apresentando taxas de
motilidade acima de 37% (Maria et al., 2006).

Quanto a criopreservacdo de sémen de peixes,
diversas metodologias tém sido testadas em
diferentes espécies de peixe, embora os graus de
sucesso sejam muito variaveis. A
criopreservacdo em nitrogénio liquido constitui a
forma viavel de manutengdo dos gametas
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masculinos por longos periodos. Também ¢
considerada uma estratégia eficaz para a
conservacdo do patrimdnio genético de peixes
brasileiros, por meio de possiveis bancos
genéticos. Alguns trabalhos experimentais que
envolvem a criopreservagdo de sémen de
espécies de peixes em extingdo e nativos tém
sido descritos. Em briconideos, ja foram
descritos  protocolos  efetivos para o
congelamento do sémen de piracanjuba
(Carolsfeld et al., 2003; Murgas et al., 2004;
Maria et al., 2006) e de piabanha (Shimoda,
2004). Apds extensa revisdo de literatura, nao foi
possivel encontrar relatos de um protocolo para o
congelamento do sémen de pirapitinga.

Este trabalho teve o objetivo de desenvolver um
protocolo de preservagdo do sémen de
pirapitinga B. nattereri a curto prazo, pelo
processo de resfriamento, e a longo prazo, por
meio da criopreservagao.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em julho de 2005,
utilizando-se oito machos (200 a 400g de peso
corporal) de pirapitinga B. nattereri Giinther,
1864, da Esta¢do de Piscicultura da CEMIG,
unidade de Itutinga. Os machos que
apresentaram sémen sob leve pressdo abdominal
receberam dosagem tUnica de extrato de hipofise
de carpa (5mg/kg peso corporal), intramuscular.
Apds oito horas da aplicagdo, o sémen foi
coletado  diretamente em tubo  estéril.
Imediatamente ap6s a coleta, uma amostra de
sémen de cada macho foi observada sob
microscopio oOptico e aquelas que apresentavam
motilidade (auto-ativacdo) por contaminagéo, por
dgua ou urina, foram descartadas. O sémen de
cada macho foi coletado separadamente em tubos
de ensaios graduados e armazenados a 4-6°C,
para a execucdo dos trabalhos. Do sémen
coletado de cada macho, amostras foram
retiradas e utilizadas no resfriamento e no
congelamento.

Apds a coleta do sémen, foram verificadas as
seguintes caracteristicas seminais: volume de
sémen; concentragdo espermatica estimada por
meio de uma cadmara hematimétrica Neubauer
improved; motilidade espermatica avaliada
subjetivamente por somente um técnico, por
meio de microscopio Optico e estimada em
porcentagem de espermatozdides moveis em
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relacdo ao total observado, apés ativagdo de uma
parte de sémen para cinco partes de NaCl 50 mM
(Maria et al., 2006).

No experimento 1 foi analisado o efeito de
diferentes  diluidores na preservagdo da
motilidade do sémen resfriado (4-6°C) por até
sete dias. O experimento foi realizado em um
delincamento em blocos ao acaso com parcela
subdividida. O sémen de cada um dos machos
(n=4) foi diluido, 1:10 (sémen:volume total), em
um dos seguintes diluidores: 1 - NaCl 154mM
(solugdo fisiologica de NaCl 0,9%; Maria et al.,
2006); 2 - NaCl 200mM (Maria et al., 2006); 3 -
solugdo imobilizadora de Saad (NaCl 200mM +
Tris; Linhart et al., 1993); 4 - Beltsville Thawing
Solution (BTS®), Minitub (%): glicose 80,0;
citrato de sédio 12,7; EDTA 2,7; NaHCO; 2,7;
KClI 1,5; sulfato de gentamicina 0,5 (Maria et al.,
2006) e 5 - controle: sémen in natura, sem
dilui¢do.

Cada tratamento foi mantido em um tubo de
ensaio de 5ml, devidamente identificado e
armazenado na geladeira a 4-6°C. A motilidade
espermatica foi avaliada diariamente até sete dias
apos a diluicdo, conforme descrito para o sémen
recém-coletado.

No experimento 2 foi analisado o efeito de
diferentes meios de congelamento (diluidores +
crioprotetores) sobre a motilidade do sémen
descongelado. O experimento foi conduzido em
um delineamento em blocos ao acaso. O sémen
de cada um dos machos (n=4) foi diluido em
uma das combinagdes de cinco diluidores (NaCl
154mM, NaCl 200mM, Saad, BTS" e glicose
277mM) e de dois crioprotetores a 10%,
dimetilsulfoxido (DMSO) e  metilglicol,
totalizando 10 tratamentos (cinco diluidores x
dois crioprotetores). O sémen diluido foi
envasado em palhetas de 0,5ml (n=3 palhetas por
meio de congelamento por macho), vedadas com
esfera plastica acondicionada em raques e
congeladas em vapor de nitrogénio' por um
periodo de 24 horas. Em seguida, as palhetas
foram transferidas para o nitrogénio liquido e
armazenadas. O descongelamento das palhetas
foi realizado em banho-maria, a 60°C por oito
segundos (Maria et al., 2006). A motilidade
espermatica foi avaliada imediatamente apds o
descongelamento.

]Taylor-Wharton, modelo CP 300 - Theodore, EUA
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No experimento 3 foi analisado o efeito de
diferentes volumes de palhetas (0,25 e 0,5ml) e
temperaturas de descongelamento (50 ¢ 60°C por
oito segundos) sobre a motilidade do sémen
descongelado. O experimento foi conduzido em
um delineamento em blocos ao acaso. O sémen
de cada um dos machos (n=4) foi diluido (1:10)
nos quatro meios de congelamento selecionados
a partir do experimento 2: NaCl 200mM-DMSO,
Saad-DMSO, NaCl 154 mM-metilglicol ¢ BTS®"-
metilglicol. Apdés a diluig¢do, o sémen foi
envasado em palhetas de 0,25ml (n=6 palhetas) e
0,5ml (n=6 palhetas) e congelado de acordo com
a metodologia descrita no experimento anterior.
Trés palhetas de cada volume para cada meio de
congelamento, foram descongeladas em banho-
maria em uma das duas temperaturas testadas (50
ou 60°C) por oito segundos. O arranjo fatorial
utilizado foi 4 x 2 x 2 (quatro meios de
congelamento, dois volumes de palhetas e duas
temperaturas de descongelamento). A motilidade
foi avaliada imediatamente apos 0
descongelamento.

Para os dados observados (taxa de motilidade
espermatica), o residuo de cada modelo foi
testado para distribui¢do normal. Os valores que
nao apresentaram essa distribui¢do foram

transformados em arc seno X para sua
normalizacdo. Os dados foram submetidos a
analise de varidncia e as médias comparadas pelo
teste Scott-Knott a 5% de probabilidade,
utilizando-se o pacote computacional SISVAR
(Ferreira, 1999).

RESULTADOS

O sémen apresentou-se branco, com pouca
viscosidade, volume médio de 7,6+1,Iml e
concentragdo espermatica média de
30,0x10°+5,6x10° espermatozoéides/ml.

Todos os diluidores testados durante o
resfriamento do sémen (experimento 1) foram
capazes de manter a motilidade espermatica
imediatamente apos a dilui¢do, no dia 0 (Tab. 1).
A motilidade espermatica de todas as amostras,
diluidas ou ndo, declinou a medida que o tempo
de armazenamento aumentou. Apos o primeiro
dia de resfriamento, as amostras diluidas em
BTS" apresentaram motilidade espermatica mais
elevada (P<0,05) que as diluidas em NaCl
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154mM, NaCl 200mM e Saad, porém,
semelhante ao sémen in natura, ndo diluido. A
partir do segundo dia de resfriamento até o
sétimo dia, foi observado que amostras de sémen
diluidas em BTS® apresentaram motilidades

espermaticas mais altas (P<0,05), que as do
sémen in natura. As amostras diluidas em BTS"™
apresentaram motilidade espermatica acima de
80% por até trés dias, ndo havendo diferenca
(P>0,05) entre os periodos de resfriamento.

Tabela 1. Motilidade (%; médiatdesvio-padrdo) do sémen de pirapitinga diluido em diferentes solucdes e

armazenado a 4-6°C por até sete dias

Diluidor Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 5 Dia 7

NaCl 154mM 98+5aA 73+15aB 66£13bB  49+15bC 2+2bD 0+0bD
NaCl 200mM 94+5aA 73+£10aB 65£11bC  48+17bD 6+6bE 1+1bE
Saad 96+5aA 81+£8bA 61+14bB  39+19bC 776D 34+2bD
BTS" 98+5aA 98+3aA 91+3aA 88+3aA 70+4aB 48+6aC
Sémen nio diluido  100+0aA  934+3aA 73+3bB 39+£20bC 7+£7bD 2+2bD

Médias seguidas por letras distintas, minusculas na coluna e maitsculas na linha, diferem entre si pelo teste Scott-

Knott (P<0,05).

Saad: NaCl 200mM + Tris; BTS®: Beltsville Thawing Solution, Minitub® com (%): glicose 80; citrato de sodio 12,7;
EDTA 2,7; sulfato de gentamicina 0,5; NaHCOs 2,7 ¢ KCI 1,5.

No experimento 2, foi observou-se efeito
interativo entre diluidor e crioprotetor sobre a
motilidade espermatica (Tab. 2). Dentre as
amostras criopreservadas em meio com DMSO,
o sémen diluido em NaCl 200mM e Saad
apresentaram  taxas de motilidade pods-
descongelamento mais elevadas que as do sémen
diluido em NaCl 154mM, BTS® e glicose
277mM. Dentre as amostras criopreservadas em
metilglicol, os diluidores que proporcionaram as
maiores taxas de motilidade foram NaCl 154mM
e BTS".

No experimento 3, a analise de variancia para
motilidade espermatica mostrou ndo haver
diferenca significativa (P>0,05) entre os dois
volumes de palhetas utilizados no congelamento
(Tab. 3) nem entre as duas temperaturas de
descongelamento (Tab. 4).

Tabela 2. Motilidade (%; médiatdesvio-padrdo)
do sémen de pirapitinga diluido em diferentes
meios de congelamento ¢ de acordo com o

crioprotetor
Diluidor DMSO Metilglicol
NaCl 154mM 51+8bB 68+11aA
NaCl 200mM 68+2aA 57+12bB
Saad 72+7aA 45+9bB
BTS® 39+10cB 72+1aA
Glicose 277mM 32+8cB 49+16bA

Meédias seguidas por letras distintas, minusculas na
coluna e maiusculas na linha diferem entre si, pelo
teste Scott-Knott (P<0,05). )

Saad: NaCl 200 mM + Tris; BTS®: Beltsville Thawing
Solution, Minitub® com (%): glicose 80; citrato de
sodio 12,7, EDTA 2,7; sulfato de gentamicina 0,5;
NaHCO; 2,7 e KCI 1,5. DMSO: dimetilsulfoxido.

Tabela 3. Motilidade (%; média+desvio-padrao) do sémen de pirapitinga congelado em diferentes meios
de congelamento, envasado em palhetas de 0,25 ou 0,5ml, ¢ descongelado a 60°C por oito segundos

Meio de congelamento Palheta (ml)
Diluidor Crioprotetor 0,25 0,5
NaCl 154mM Metilglicol 57+11 51+13
NaCl 200mM DMSO 47+11 56+8
Saad DMSO 59+7 5948
BTS® Metilglicol 67x11 66+11

Nao houve diferenga entre meios de congelamento e entre volumes de palheta (P>0,05) pelo teste F.
Saad: NaCl 200mM + Tris; BTS®: Beltsville Thawing Solution, Minitub® com (%): glicose 80; citrato de sodio 12,7;
EDTA 2,7; sulfato de gentamicina 0,5; NaHCOs 2,7 ¢ KCI 1,5. DMSO: dimetilsulféxido.
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Tabela 4. Motilidade (%; médiatdesvio padrao; n=4 machos) do sémen de pirapitinga, congelado em
diferentes criosolucdes, envasado em palhetas de 0,5ml (n=6 palhetas por meio de congelamento), e

descongelado a 50 ou 60°C por oito segundos

Meio de congelamento

Temperatura de descongelamento (°C)

Diluidor Crioprotetor 50 60

NaCl 154 mM Metilglicol 51+15 57+8
NaCl 200 mM DMSO 53+13 5048
Saad 1 DMSO 62+6 56+8
BTS® 2 Metilglicol 66x11 6719

Nao houve diferenga entre meios de congelamento e entre temperaturas de descongelamento (P>0,05) pelo teste F.
Saad:NaCl 200 mM + Tris; BTS®: Beltsville Thawing Solution, Minitub® com (%): glicose 80; citrato de sddio 12,7;
EDTA 2,7, sulfato de gentamicina 0,5; NaHCOs 2,7 e KCI 1,5. DMSO: dimetilsulfoxido.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A taxa de diluicdo 1:10 (s€men:volume total)
resultou em alta motilidade espermatica durante
a preservagdo do sémen de pirapitinga. Essa
mesma taxa de diluicdo foi utilizada na
preservagdo do sémen de piracanjuba e
proporcionou motilidade espermatica elevada em
relacdo a taxa de diluigdo 1:5, tanto no
resfriamento quanto no congelamento do sémen
(Maria et al., 2000).

Os diluidores testados foram selecionados a
partir de experimentos realizados em preservacao
do sémen de piracanjuba B. orbignyanus por
Maria et al., (2006) ¢ de dourado S. maxillosus
por Oliveira (2006). Em pirapitinga, motilidade
espermatica de 48% foi observada no sémen
diluido em BTS® e preservado a 4-6°C por sete
dias, enquanto que o sémen in natura apresentou
39% de motilidade ainda no terceiro dia de
resfriamento. Em termos de aplicagdo pratica,
amostras de sémen mantidas resfriadas com
motilidade de pelo menos 30% poderiam ser
utilizadas em procedimentos de desova induzida
em laboratorio (Marques, 2001). O diluidor
BTS®, rotineiramente utilizado no resfriamento
de sémen de suino, também tem sido usado com
sucesso na preservacdo de sémen de peixes. Em
piracanjuba, o sémen, anteriormente resfriado em
solugdo de BTS®, por até seis dias, apresentou
63% de motilidade (Murgas et al., 2004). Ainda
em piracanjuba, outros diluidores como
NaCl200mM e Saad, foram capazes de preservar
o sémen a 4-6°C por sete dias, com motilidade
acima de 37% (Maria et al., 2006). A solugdo de
Saad ¢ comumente utilizada como solugdo
imobilizadora de motilidade espermatica do
bagre Europeu (Silurus glanis), superando as
propriedades ativadoras proporcionadas pela
contaminag@o com agua ou urina durante a coleta
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de sémen (Linhart et al., 1993). Em piau-acu
(Leporinus macrocephalus), a maior motilidade
espermatica, 59%, foi observada no sémen
diluido em NaCl200mM, apods dois dias de
resfriamento, quando comparada a outros quatro
diluidores (0 a 33%,; Moraes, 2004). Em
dourado, motilidade espermatica acima de 30%
foi observada no sémen diluido em solucdo de
glicose 277mM e preservado a 4-6°C por dois
dias, enquanto os outros diluidores testados ndo
conseguiram preserva-lo por mais do que um dia
(Oliveira, 2006).

O sémen in natura, nao diluido, de pirapitinga,
pdde ser preservado a 4-6°C por somente trés
dias e a motilidade espermatica foi de 39%,
evidenciando a necessidade do uso de diluidores,
quando resfriado por periodos iguais ou acima de
trés dias. Em piracanjuba, no sémen in natura, a
motilidade espermatica diminui drasticamente,
de 100% para 33%, apdés 24 horas de
resfriamento, sendo necessario o uso de
diluidores para a sua preservagdo (Maria et al.,
2006).

O metilglicol utilizado neste trabalho tem sido
usado como crioprotetor de embrides de bovino
(Takagi et al., 1993). O efeito do metilglicol foi
primeiramente testado na criopreservagdo de
sémen, em um estudo com piracanjuba (Maria et
al., 2006). Nesse estudo, o s€émen congelado em
meio com metilglicol apresentou as maiores
motilidades espermaticas quando comparado
com o congelado em metanol ou DMSO. Em
pirapitinga, entretanto, foi observada interacdo
entre diluidores e crioprotetores. As amostras de
sémen diluidas em NaCl 154mM ou BTS®,
acrescidas de metilglicol ou em NaCl 200mM ou
Saad, acrescidas de DMSO, apresentaram
motilidade espermatica semelhantes (P>0,05) e
acima de 65% (experimento 2), apés o

1513



Oliveira et al.

descongelamento. Entretanto, quando o sémen
foi novamente congelado nesses quatro meios de
congelamento, as  maiores  motilidades
espermaticas (66%) foram observadas no
congelado em BTS®-metilglicol em relagdo ao
congelado em outros meios (experimento 3). O
BTS®, que possui 80% de glicose na sua
composicdo, tem sido cada vez mais utilizado em
criopreservacdo de sémen de peixes nativos. Em
piracanjuba, motilidade espermatica acima de
60% foi observada no sémen congelado em
BTS"-metilglicol (Maria et al., 2006).

A glicose 277mM tem sido utilizada com
sucesso no congelamento de sémen de espécies
nativas tais como piracanjuba (Carolsfeld et al.,
2003; Murgas et al., 2004), matrinxa (Silveira,
2000), pacu (Carolsfeld et al., 2003), curimbata,
piapara e dourado (Carolsfeld et al., 2003). No
entanto, neste estudo, observou-se baixa taxa de
motilidade espermatica quando esse diluidor foi
utilizado em combinagdo com DMSO e com
metilglicol. O sucesso no congelamento do
sémen dessas espécies tem sido obtido mediante
a adicdo de gema de ovo no meio de
congelamento, prevenindo assim os danos na
membrana plasmatica causada pelo
congelamento. As baixas taxas de motilidade
espermatica obtidas nas amostras diluidas em
glicose podem, provavelmente, ser atribuidas a
auséncia da gema de ovo.

Nao foi observada diferenca (P>0,05) na
motilidade do sémen de pirapitinga congelado
em palhetas de 0,25 ou 0,5ml nem do sémen
descongelado em banho-maria a 50 ou 60°C
(experimento 3). Em matrinxa, ndo foi observada
diferenca (P>0,05) entre a taxa de eclosdo do
sémen congelado em palhetas de 0,5 ou 4,0ml
(Silveira, 2000).

Em geral, células congeladas rapidamente, como
em palhetas de 0,5ml, devem ser mais
rapidamente descongeladas quando comparadas
com células congeladas em velocidade mais
lenta, como em criotubos ou macropalhetas que
contém um volume maior de sémen (Viveiros,
2005). Neste estudo, foram testadas duas
temperaturas de banho-maria (50° e 60°C), que
proporcionam um rdpido descongelamento.
Entretanto, ndo foi observada diferenca quanto a
motilidade espermatica apds o descongelamento.
Sémen de piracanjuba congelado em glicose-
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DMSO-gema de ovo apresentou maior
motilidade espermatica quando descongelado a
50°C por 10 segundos, em relacdo ao sémen
descongelado a 60°C por cinco segundos
(Murgas et al, 2003). Possivelmente, neste
estudo, a diferenga pode ter sido causada pelo
menor tempo de imersdo no banho-maria e ndo
pela temperatura de exposi¢do, uma vez que nio
foi observada diferenga na motilidade do sémen
descongelado a 50° ou 60°C, por oito segundos.
No descongelamento do sémen de algumas
espécies de piracemas, tem-se utilizado
temperatura de banho-maria entre 26° ¢ 60°C e
tempo de imersdo entre cinco e 14 segundos
(Silva, 2000; Murgas et al., 2003; Moraes, 2004;
Maria et al., 2006).

No presente estudo, foi observada a velocidade
de congelamento de -37°C/min entre as
temperaturas de +20° e -172°C. Esse valor esta
dentro dos limites recomendados por Harvey e
Carolsfeld (1993), que estdo entre -10° a -
50°C/min. No mesmo modelo de botijdo, foi
registrada velocidade de congelamento de -
45°C/min (Carolsfeld et al.,, 2003) e de -
35,6°C/min (Maria et al., 2006). Alguns fatores
como o estado de conservacdo do botijdo, o
tempo para sua estabilizacdo e a freqiiéncia de
uso podem afetar a taxa de congelamento. O
congelamento do sémen de pirapitinga em
botijdo de vapor de nitrogénio proporcionou bons
resultados. Varios autores tém obtido sucesso
com a utilizagdo desse botijado no congelamento
de sémen de peixes (Ribeiro ¢ Godinho, 2003;
Murgas et al., 2003; Maria et al., 2006; Oliveira,
2006).

Baseado nesses resultados, o sémen de
pirapitinga pode ser resfriado por até sete dias a
4-6°C, quando diluido em BTS® ou congelado
em NaCl 154mM-metilglicol, BTS"-metilglicol,
NaCl 200mM-DMSO e Saad-DMSO, e
apresentar altas taxas de motilidade espermatica.
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