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Criopreservaciao do Sémen de Tilapia-Nilética Oreochromis niloticus, var. Chitralada:
Crioprotetores, Solucdes Ativadoras e Refrigerador Criogénico!

Hugo Pereira Godinho?, Vanessa Marcia da Cunha Amorim?3, Marco Tulio Diniz Peixoto4

RESUMO - Realizaram-se experimentos relativos a crioprotetores, diluentes e solugdes ativadoras pds-descongelamento com o
sémen de tilapia-nildtica Oreochromis niloticus, var. Chitralada. Utilizaram-se solugdes crioprotetoras contendo DMSO ou metanol,
em varias concentragdes. O sémen diluido na solugéo crioprotetora foi envazado em palhetas de 0,5 mL, congelado em botijao de vapor
de nitrogénio liquido e, entdo, armazenado em nitrogénio liquido. A motilidade espermatica do sémen descongelado foi avaliada em
solugdes ativadoras de NaHCO4 119mM, NaCl 25 mM e dgua destilada. As taxas de motilidade espermatica pés-descongelamento obtidas
com sémen criopreservado com metanol (concentragdo final =7,5-12 %) foram de 31-46% e quando o crioprotetor utilizado foi o DMSO
(concentragdo final = 5-8%), de 20-35%. Em ambas as condigdes, o sémen foi ativado com solugdo de NaHCO; 119mM. A diluigdo do
sémen em diferentes proporgdes (1:1 a 1:4; sémen: diluente) ndo produziu diferengas significativas nas taxas de motilidade espermatica
pos-descongelamento.
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Cryopreservation of the Semen of Nile Tilapia Oreochromis niloticus, var. Chitralada:
Cryoprotectants, Spermatozoa Activating Solutions and Cryogenic Refrigerator

ABSTRACT - Experiments were conducted concerning cryoprotectants, extenders, and post thawing activating solutions for the
semen of Nile tilapia Oreochromis niloticus, var. Chitralada. The extender solutions contained DMSO or methanol in various
concentrations. The semen was previously diluted in the extender, drawn into 0.5 mL straws, frozen in the cryogenic shipper and then
stored in liquid nitrogen. Motility of the thawed sperm was evaluated with NaHCO; 119mM, NaCl 25 mM and distilled water. Motility
rate of thawed sperm, cryopreserved with methanol (final concentration = 7.5-12%) and activated with NaHCO; 119mM, was 31-46%.
When DMSO replaced methanol, the motility of frozen/thawed sperm activated, also with NaHCO; 119mM, was 20-35%.
Semen:extender dilutions of 1:1 to 1:4 did not show significant effects on the post-thawing sperm motility rate.

Key Words: sperm cryopreservation, cryoprotectants, semen dilution rate, sperm motility rate, Nile tilapia

Introducao

A reproducdo e a genética seletiva constituem
temas prioritarios de pesquisa voltados para o incre-
mento da producdo comercial de tilapias (Engle,
1997). Nesse contexto, a criopreservaciao de
espermatozodides de tilapias assume papel relevante
para a aqiiicultura e para a conservagdo de seus
recursos genéticos (Rana & McAndrew, 1989). Va-
rias atividades podem ser otimizadas com o uso de
sémen congelado, incluindo sua obtencdo em tempos
e locais diferentes e utilizacdo em programas de
melhoramento genético. Nao obstante os progressos
obtidos na criopreservacdo de sémen de peixes, 0s

resultados praticos obtidos ainda estdo sujeitos a
grandes variagdes, resultando na necessidade do
desenvolvimento de tecnologias adequadas visando a
espécie e a interespecificidade (Piironen, 1993).
Bancos de sémen tém sido montados utilizando-se
técnica simples e facilmente aplicavel em condigdes
de campo. Essa técnica, inicialmente desenvolvida
para programas de conservacao genética do salmao-
do-pacifico (Harvey, 1998), utiliza um refrigerador
criogénico especial, o botijdo de vapor de nitrogénio
liquido, e tem sido empregada para criopreservagao
do sémen de varias espécies nativas sul-americanas
(Harvey, 2000). As taxas de congelamento desse
refrigerador, situadas entre -20 e -40°C/min
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(Mongkonpunya et al., 2000), s@o consideradas ade-
quadas para a criopreservacdo do sémen de peixes
(Harvey & Carolsfeld, 1993). Além de ser de facil
transporte por conter apenas vapor de nitrogénio
liquido, ele mantém a temperatura de criopreservagao
por até trés semanas sem necessidade de reabaste-
cimento o que o torna bastante pratico para trabalhos
de campo (Wayman & Tiersch, 2000).

As tilapias constituem um dos mais importantes
grupos de peixes em termos de producdo mundial
perdendo apenas para carpas e salmonideos. Embora
aproducao brasileira de tilapias venha crescendo, ela
ainda € inexpressiva se comparada a de outros paises
(FAO, 1997). A tilapia-nildtica (Oreochromis
niloticus) var. Chitralada, de origem tailandesa, foi
recentemente introduzida no Brasil e seu cultivo tem-
se difundido rapidamente em varias regides do pais
(Boscolo et al., 2001).

Em vista de os dados obtidos na literatura serem
conflitantes em relagdo a criopreservagdo do sémen
de tilapias, especialmente quanto as taxas de diluicao
do sémen e solugdes ativadoras (Rana & McAndrew,
1989), avaliaram-se, neste trabalho, metodologias de
criopreservagdo a serem utilizadas na montagem de
bancos de sémen de tilapia-nildtica, var. Chitralada.
Assim, foram avaliadas: a) toxicidade de
crioprotetores, b) diferentes taxas de dilui¢do do
sémen e c) solugdes ativadoras da motilidade
espermatica pos-descongelamento. Além disto, o
botijdo de vapor de nitrogénio liquido foi, pela primeira
vez, utilizado como o recipiente criogénico na
criopreservagdo do sémen dessa espécie.

Material e Métodos

Os peixes e coleta do sémen

Utilizou-se sémen de tilapias-nildticas
(Oreochromis niloticus), variedade Chitralada,
pertencentes a uma piscicultura comercial. Os peixes
foram separados por sexo e mantidos em tanque de
argamassa armada com 3,6 m?> de capacidade e com
sistemas de filtragem e recirculagdo da dgua. Diariamen-
te, os animais foram alimentados com ragao extrusada
contendo 28% de proteina bruta, fornecida em 2% da
biomassa, duas vezes ao dia. Os experimentos foram
realizados na esta¢ao de piscicultura comercial de origem
dos peixes, no periodo de setembro a dezembro de 2001.

Os doadores de sémen foram selecionados de
acordo com a coloragdo avermelhada da papila
urogenital e que eliminavam algumas gotas de sémen
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por leve compressao manual da cavidade celomica.
Apos a selecdo, os machos foram pesados (g) e
medidos (cm). Durante a coleta de s€émen, utilizaram-se
toalhas umedecidas para imobilizar os peixes e vendar
seus olhos. A papila urogenital foi seca com toalha de
papel parareduzir orisco de possivel contaminagado com
agua, fezes ou urina. O s€émen foi recolhido em seringas
graduadas (capacidade 1,0 mL) e anotado o volume.

Teste de contaminacdo do sémen

Imediatamente apos a coleta, uma gota de sémen
fresco de cada peixe foi colocada no microscopio de
luz, previamente focalizado em 400x, para exame da
motilidade espermatica. Tendo em vista que os
espermatozdides no sémen fresco, isento de contami-
nagdo, sdo imoveis, considerou-se adequado para os
experimentos o sémen que exibiu taxas de motilidade
espermatica ndo superiores a 1%.

Experimento 1 - Toxicidade de crioprotetores
para o sémen fresco

Para realizacdo deste teste, utilizaram-se os
seguintes crioprotetores: metanol, dimetilsulféxido
(DMSO), etilenoglicol, dimetilacetamida (DMA) e
propanodiol. A cada 10 pL de solug@ode 5, 10e 15%
de cada crioprotetor diluiu-se 1 pL de sémen, tendo
registrado, ao microscopio de luz, a taxa de motilidade
espermatica e o tempo de laténcia. A taxa de motilidade
espermatica foi obtida por meio da avaliagdo subjetiva
feita, imediatamente, ap6s a diluicdo do sémen. O
tempo decorrido entre a mistura de s€émen com o
crioprotetor e o inicio da motilidade espermatica foi
considerado como tempo de laténcia.
Experimento 2 - Efeito sobre a motilidade
espermadtica pos-descongelamento de sémen con-
gelado com diferentes crioprotetores

Emtodos os experimentos de criopreservagao, foram
utilizadas apenas amostras de sémens ndo contaminados
e com motilidade espermatica acima de 80%. O processo
de criopreservagao baseou-se no protocolo de Harvey
(2000), utilizando-se o botijao de vapor de nitrogénio
liquido (Taylor-Wharton, modelo CP 65).

Para este experimento, trés "pools" de sémen
coletado de, respectivamente, 4, 4 ¢ 3 peixes, foram
misturados a solucdes diluentes na proporgao de 1:9
(sémen:diluente) segundo Harvey & Kelley (1988).
As solugdes diluentes continham 5% de glicose, 75%
de aguadestiladae 10% de DMSO ou de etilenoglicol
ou de metanol. Aos diluentes contendo DMSO ou
etilenoglicol, adicionaram-se 10% de gema fresca de
ovo de galinha, ao passo que naquele contendo metanol
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adicionaram-se 10% de leite em pd desnatado, de
acordo com Harvey (1983). O sé€men diluido foi
envasado em palhetas plasticas com capacidade de
0,5 mL (IMV, Franga) e dispostos nos compartimen-
tos superior e inferior de suportes de aluminio. Em
seguida, esses suportes foram imediatamente colo-
cados no botijao de vapor de nitrogé€nio. Decorridas 3
horas, os suportes foram transferidos para botijao de
nitrogénio liquido onde permaneceram até sua utilizagao.

A fim de se estimar a taxa de motilidade
espermatica do sémen descongelado, cada palheta
foiretirada do botijao de nitrogénio liquido, colocada
em banho-maria a 30°C, durante ~6 s e seu conteudo,
ainda pastoso, foi despejado em placas de Petri a
temperatura ambiente (~ 22-25°C). Aliquotas de
~ 2 pL do sémen descongelado foram colocadas em
lamina histologica a qual juntaram-se 10 pL de uma
das solucdes ativadoras da motilidade espermatica a
serem testadas: NaHCO;5 119 mM, NaCl 25 mM e
agua destilada. Apos rapida homogeneizagdo, as
taxas de motilidade espermatica (%) foram estima-
das através de analise subjetiva em microscopio de
luz com 400x de aumento.

Experimento 3 - Efeito da dilui¢do do sémen na
motilidade espermatica pos-descongelamento

Utilizou-se s€men de trés peixes e de um "pool",
para testar dois diluentes contendo diferentes con-
centracdes de crioprotetores. O primeiro continha
10% de DMSO, 10% de gema de ovo , 5% de glicose
e agua destilada (q.s.p. 100%). O segundo diluente
continha 15% de metanol, 15% de leite em po, 5% de
glicose e agua destilada (q.s.p. 100%). As taxas de
dilui¢do do sémen foram: 1:1, 1:2, 1:3 ¢ 1:4
(sémen:diluente, v/v), o que correspondeu as taxas de
concentracgdo final dos crioprotetores de, respectiva-
mente, 7,5;10,0; 11,3 e 12,0% para o metanole 5;6,7;
7,5 e 8,0% para DMSO. O envazamento do sémen
diluido e seu congelamento foram realizados tal como
descrito para o Exp. 2. A estimativa das taxas de
motilidade espermatica pos-descongelamento seguiu o
protocolo do Exp. 1. A duracdo da motilidade
espermatica foi registrada até quando restaram ~20%
de espermatozoides moveis. A ativagdo da motilidade
espermatica foi conduzida tal como indicada no Exp. 2,
utilizando-se NaHCO, 119 mM como solugio ativadora.

Analises estatisticas

Para analise dos testes de toxicidade e de taxa de
motilidade espermatica pos-descongelamento utili-
zou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis,
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nivel de significancia = 0,05%. As variagdes entre
duragdes da motilidade espermatica e entre os tem-
pos de laténcia foram analisadas por meio de ANOVA
(nivel de significancia =0,05%).

Resultados e Discussao

Varias técnicas de coleta de s€émen de peixes
estdo disponiveis na literatura (Yao et al., 2000). No
presente trabalho, a coleta de sémen com seringas de
1 mL foi facilitada emrazao da conformagao anatomica
dapapilaurogenital, embora tenham sido descartadas
cerca de 7% das amostras (6 em 83 coletas) com
suspeita de contaminagdo. A suspeita de contamina-
cdo, possivelmente, por urina decorreu do fato dessas
amostras terem apresentado ao exame microscopico,
realizado a fresco, taxas de motilidade espermatica
superiores a 1%.

Os resultados dos testes de toxicidade dos
crioprotetores do experimento 1 estao na Tabela 1.
Dentre os crioprotetores utilizados, as diferentes
concentragdes de metanol, etilenoglicol e propanodiol
ndo influenciaram significativamente nas taxas de
motilidade espermatica. Todavia, concentragdes de
15% de DMSO e DMA induziram taxas de motilidade
espermatica significativamente mais baixas do que as
de 5% e 10%, especialmente o DMA. A motilidade
espermatica das amostras de sémen diluidas em
metanol e DMA foiimediatamente iniciada (tempo de
laténcia = 0 s). Entretanto, a motilidade espermatica
das amostras de sémen diluidas em DMSO,
etilenoglicol e propanodiol levou um tempo para ter
inicio. Em solugdes de DMSO e de etilenoglicol, o
tempo de laténcia aumentou significativamente nas
concentragdes mais altas (Tabela 1).

Efeitos toxicos de crioprotetores no s€émen de
peixes tém sido observados especialmente quando
utilizados em altas concentragdes (Leung, 1991). Por
essa razdo, os testes de toxicidade deste trabalho
envolveram concentragdes comumente utilizadas em
criopreserva¢cdo. DMSO tem sido utilizado com su-
cesso em diferentes espécies de peixes, tal como em
Macrozoarces americanus (Yao et al., 2000). DMA
¢ pouco utilizado, embora tenha sido empregado com
sucesso no bagre-africano Clarias gariepinus
(Horvath & Urbanyi, 2000). O metanol € considerado
o mais adequado para a criopreservacdo de s€émen de
tilapias (Harvey, 1983; Chao et al., 1987; Harvey &
Kelley, 1988; Rana & McAndrew, 1989). A eficiéncia
crioprotetora aumenta, quando dois crioprotetores
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Tabela 1 - Toxicidade de crioprotetores, avaliada com base na taxa de motilidade espermatica e tempo de laténcia
(média £ dp, n=6) para o sémen fresco de tilapia-nilética (Oreochromis niloticus), var. Chitralada
Table 1 - Cryoprotectant toxicity, evaluated through motility rate and latency time (mean % s.d., n = 6) of fresh sperm of the Nile

tilapia (Oreochromis niloticus), var. Chitralada

Crioprotetor Taxade motilidade Tempo de laténcia
(concentragao, %) Motility rate Latency time
Cryoprotectant (%) (s)
(concentration)
Metanol
Methanol
5 90,0+ 8,920 0,0+0,0%
10 92,5+6,12 0,0+0,02
15 83,3+8,2b 0,0+0,0
DMSO
5 93,3+5,22 0,0+0,02
10 92,5+9,92 3,3+8,22
15 83,3+8,2b 18,7+14,5°
Etilenoglicol
Ethylene glycol
5 90,0+0,0? 16,5+13,32
10 88,3+4,12 40,8+10,6°
15 88,3+4,12 55,0+£22,0¢
DMA
5 76,7+24,22 0,0+0,02
10 81,7+18,32 0,0+0,02
15 52+12,2b 0,0+0,0?
Propanodiol
Propanediol
5 88,3+9,82 0,0+0,02
10 90,0+0,0? 3,7+9,02
15 90,0+0,0? 7,8+12,22

DMSO = dimetilsulféxido; DMA = dimetilacetamida.

a-¢ Médias de um mesmo crioprotetor cujo superscrito contém uma letra igual sdo semelhantes (p<0,05).

DMSO = dimethylsulfoxide; DMA = dimethylacetamide.

€ Means in the same cryoprotectant whose superscript has a same letter are similar (p<.05).

(interno e externo) sdo combinados, por exemplo,
metanol e leite-em-pé6 ou DMSO e gema de ovo
(Harvey, 1983). Gema de ovo (Babiak et al., 1995) e
leite em po (Bartetal., 1998) tém sido utilizados com
sucesso para sémen de peixes. O leite em po elevou
a taxa de motilidade pos-descongelamento quando
combinado com metanol em Sarotherodon
mossambicus (Harvey, 1983). O metanol, quando
associado a gema de ovo, ndo produziu resultados
satisfatorios em Leporinus macrocephalus (Ribeiro,
2001), em razdo de aparentemente nao ter ocorrido
sinergismo entre esses crioprotetores (Harvey, 1983).

As taxas de motilidade espermatica pos-descon-
gelamento do sémen criopreservado em diferentes
crioprotetores encontram-se na Tabela 2. As varias
solugdes ativadoras ndo influenciaram as taxas de
motilidade do s€émen criopreservado nos diferentes
crioprotetores. Metanol e DMSO produziram taxas
de motilidade espermatica similares. Essas taxas, no
entanto, foram significativamente diferentes entre
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metanol e etilenoglicol quando ativados com NaHCO4
119 mM e agua destilada. O mesmo ocorreu com
DMSOeetilenoglicol, quando ativados com NaCl 25 mM
e agua destilada. Diferentes solugdes tém sido
utilizadas para ativar a motilidade espermatica pos-
descongelamento (dgua: Linhart et al., 1993; Otémé
etal., 1996; solugdes salinas: Tsvetkovaetal., 1996).

Embora NaHCO; 119 mM seja solugdo ativadora
amplamente preferida (Stoss & Holtz, 1981; Yao et
al., 2000), ela ndo se mostrou mais eficiente para o
sémen descongelado de tilapia-nildtica do que as
demais empregadas no presente trabalho.

As taxas de motilidade espermatica pos-descon-
gelamento obtidas no presente trabalho foram seme-
lhantes aquelas de Harvey & Kelley (1988), em
S. mossambicus, e mais baixas que as de Harvey
(1983), também em S. mossambicus. Segundo Chao
etal. (1987), motilidade espermatica, em vez de taxa
de fertilizagdo, € o critério mais adequado para ava-
liar-se o sucesso da criopreservagdo do s€émen de
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tilapias. Segundo esses autores, a fertilizagdo artifi-
cial em tilapias ainda carece de indicacdes ("pistas")
mais seguras acerca do momento da fertilizacdo de
sorte que resultados insatisfatorios sdo obtidos mes-
mo com a utilizacdo de sémen fresco.

O efeito das diferentes diluigdes do sémen
criopreservado com metanol (Tabela 3) ou DMSO
(Tabela 4) sobre as taxas de motilidade espermatica
pos-descongelamento nao foi significativo (P>0,05).
Do mesmo modo, aduragdo damotilidade espermatica
do sémen criopreservado com metanol em diferentes
dilui¢des nao se alterou significativamente (P>0,05)
(Tabela 3). Todavia, emrelagdo ao DMSO, adiluigao
de 1:3 permitiu duracdo significativamente mais alta
damotilidade espermatica (P<0,05) (Tabela4). Taxas
de diluicdo do s€men entre 1:1 e 1:3 tém sido
rotineiramente empregadas em varias espécies de
clima de temperado (Lahnsteiner, 2000; Cloud, 2000).
Taxas de dilui¢ao mais altas tém sido utilizadas para
tilapias com resultados satisfatorios (1:5 em
S. mossambicus: Harvey, 1983; 1:9 em O.

mossambicus: Harvey & Kelley, 1988). Chao et al.
(1987) obtiveram 6tima motilidade espermatica com
adiluicao de 1:1 para Oreochromis spp, Tilapia zillii
e hibridos, enquanto Rana & McAndrew (1989)
informaram que a taxa de fertilizagdo nao foi afetada
quando as propor¢oes sémen:diluente variaram de 1:1
a1:20 em O. niloticus, O. aureus € O. mossambicus.

As taxas de congelamento e descongelamento
sdo variaveis criticas em criopreservagdo de sémen
de peixes (Viveiros et al., 2000) embora poucos
trabalhos tém sido feitos em relag@o ao tema (Rana,
1995). Taxas adequadas de congelamento ndo podem
ser generalizadas pois diferentes diluentes, tamanhos
de palhetas e temperaturas tém sido usadas com
sucesso (Lahnsteiner, 2000). No presente trabalho, o
sémen foi resfriado a taxa de 30-40°C/min no botijao
de vapor de nitrogénio liquido (dados ndo publicados).
Taxas de congelamento 6timas foram obtidas a 30°C/min
(Harvey, 1983), entre 5 e 50°C/min (Rana &
McAndrew, 1989) e entre 10 ¢ 80°C/min (Harvey &
Kelley, 1988) para o sémen de tilapias.

Tabela 2 - Taxa de motilidade (%) pds-descongelamento do sémen de tilapia-nilética (Oreochromis niloticus), var.
Chitralada, diluido 1:9 em diferentes solu¢des diluentes e ativado em diferentes solugdes ativadoras
Table 2 - Motility rate (%) of frozen/thawed sperm of Nile tilapia (Oreochromis niloticus), var. Chitralada, diluted to 1:9 in different

diluents and activated in different activating solutions

Solugdo ativadora
Activating solution

Crioprotetor (concentragdo final = 9%)
Cryoprotector (final concentration = 9%)

Metanol DMSO Etilenoglicol

Methanol DMSO Ethylene glycol
NaHCO;119mM 28,3+27,93A 33,5+26,13AB 5,845,038
NaCl25mM 16,4+20,12AB 35,0+ 12,934 5,1+4,92B
Agua destilada 25,0+£28,134 35,018,724 4,8+5,02B
Distilled water

a-b Médias nas colunas com sobrescritos contendo letras mintsculas diferentes sao significativamente diferentes (p>0,05).
A-BMédias nas linhas com sobrescritos contendo letras maitsculas diferentes séo significativamente diferentes (p>0,05).
&b Means within the same column followed by different lowercase superscript are significantly different (p>.05).

AB Means within the same line followed by different uppercase superscript are not significantly different (p>.05).

Tabela 3 - Taxa e duragdo da motilidade espermatica (média + desvio-padréo) do sémen de tildpia-nildtica (Oreochromis
niloticus), var. Chitralada, congelado em diferentes taxas de diluicdo e concentragcées de metanol

Table 3 - Motility rate and lenght (mean % standard deviation) of Nile tilapia (Oreochromis niloticus), var. Chitralada, sperm frozen
in different dilution rates and in different methanol concentrations

Taxadediluicdo  Concentragao final do crioprotetor (%)

Taxa de motilidade (%) Duragédo da motilidade

Dilution rate Cryoprotector final concentration Motility rate Motility lenght
1:1 7,5 31,3+£21,72 110,9+103,12
1:2 10,0 46,3+15,12 203,8+99,32
1:3 11,3 43,3+15,12 241,2+57,32
1:4 12,0 35,0+17,72 155,3+131,82

@Médias com mesmo sobrescrito sdo similares (P>0,05).
@ Means followed by the same superscript are similar (P>.05).
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Tabela 4 - Taxa e duragdo da motilidade espermatica (média + desvio-padréo) do sémen de tilapia-nildtica (Oreochromis
niloticus), var. Chitralada, congelado em diferentes taxas de diluicdo e concentragcbées de DMSO

Table 4 - Motility rate and lenght (mean * standard deviation) of Nile tilapia (Oreochromis niloticus), var. Chitralada sperm frozen
in different dilution rates and in different concentrations of DMSO

Taxadediluicdo  Concentragao final do crioprotetor (%)

Taxa de motilidade (%) Duragédo da motilidade

Dilution rate Cryoprotector final concentration Motility rate Motility lenght
1:1 5,0 35,0+19,32 96,8+£92,3b
1:2 6,7 30,0+18,52 78,6+53,8°¢
1:3 7,5 35,0+£5,58 225,2+63,92
1:4 8,0 20,6+12,12 50,0+69,6°

a-¢ Médias com mesmo sobrescrito sdo similares (P>0,05).
€ Means followed by the same superscript are similar (P>.05).

Conclusoes

A técnica de congelamento de sémen de tilapia-
nilética, var. Chitralada, utilizando-se o botijao de
vapor de nitrogénio liquido como recipiente criogénico,
¢ utilizada pela primeira vez em tilapia-nildtica,
Oreochromis niloticus. O emprego desse botijdo
nos trabalhos de campo foi facilitada em razao de sua
portabilidade, além de originar resultados semelhan-
tes aqueles obtidos por métodos tradicionais de
congelamento. Os diluentes feitos pela combinagao
de DMSO com gema de ovo e de metanol com leite
em po, associados a glicose ¢ agua destilada, mostra-
ram-se igualmente adequados para o congelamento
do sémen dessa espécie. As propor¢des de diluente:
sémen de 1:1-1:4 e 1:9 foram também satisfatorias.
Solugdes de NaHCO3 119 mM, NaCl 25 mM e agua
destilada podem ser utilizadas, com igual sucesso, na
ativagdo da motilidade espermatica do sémen
descongelado.
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