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Apresentacao

Desde o inicio da década de 1970, ha uma crescente conscientizacdo mundial sobre a
necessidade de preservacao dos recursos genéticos, que sdo essenciais para o
atendimento das demandas por variabilidade dos programas de melhoramento,
principalmente aqueles voltados para alimentacdo humana.

No Brasil, esta necessidade é especialmente importante, uma vez que a maioria dos
cultivos que compdem a base alimentar do pais é de origem exdética. Observa-se, por
exemplo, que cerca de 95% dos acessos de cereais conservados em colecdes do Sistema
Nacional de Pesquisa Agropecudria (SNPA) sdo de espécies exdticas. Portanto, a
manutencao e o enriquecimento continuo da variabilidade genética dessas colecdes sao
prioritarios e estratégicos, considerando, ainda, as atuais restricoes internacionais ao
intercAmbio de germoplasma.

Na década de 1970, a Food and Agriculture Organization (FAO), 6rgdo das Nacoes Unidas,
estimulou o estabelecimento de uma rede mundial de centros para a conservacao de
recursos genéticos situados em regides consideradas de alta variabilidade genética. Em
1974, o Consultative Group for International Agricultural Research (CGIAR) criou o
International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR), hoje transformado no Bioversity
International. No mesmo ano, a Embrapa reconheceu a importancia estratégica dos
recursos genéticos com a criacao do Centro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN),
que mais recentemente adotou a assinatura-sintese Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

A criacdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e a consolidacdo do SNPA
estabeleceram ambiente propicio para a formatacdo da Rede Nacional de Recursos
Genéticos. A partir de entdo, paulatinamente, colecées de germoplasma foram
estruturadas em diferentes Unidades Descentralizadas, predominantemente na area
vegetal.

Em 1993, por intermédio de deliberacdo da Diretoria Executiva, a Embrapa formalizou,
como ferramenta de gestao das colegdes, o Sistema de Curadorias de Germoplasma e
definiu os papéis e as responsabilidades para os diversos atores envolvidos nesse Sistema,
tais como: curadores de colecdes de germoplasma, chefes de Unidades Descentralizadas
que abrigavam as colecoes e a Supervisdo de Curadorias. Os projetos em rede foram
definidos como figuras programatica e operacional, possibilitando o custeio de atividades
de coleta, intercambio, quarentena, caracterizacao, avaliacdao, documentacao, conservacao
e utilizacdo de germoplasma, além da manutencao das colecées. De 1993 até a presente
data, muitas colec6es de germoplasma foram estabelecidas e, atualmente, o Sistema de
Curadorias da Embrapa retine 209 colecgées, incluindo Bancos Ativos de Germoplasma
Vegetal (BAGs), Nucleos de Conservagado Animal, Colecées Biolégicas de Micro-
organismos e Colecbes de Referéncia, as quais abrangem espécies nativas e exdticas. Nas



demais InstituicGes do SNPA, estima-se que sdo mantidos pelo menos outros 243 Bancos
Ativos de Germoplasma Vegetal.

Como duplicata de seguranca dos acessos mantidos nos BAGs, a Embrapa Cenargen
abriga a Colecao de Base (COLBASE) de germoplasma vegetal, projetada para conservar
sementes a temperatura de -20°C por longo periodo de tempo.

Como consequéncia desses 30 anos de atividades relacionadas ao manejo dos recursos
genéticos, os curadores adquiriram uma bagagem de conhecimentos préaticos na area,
conhecimentos estes que foram, em parte, sistematizados e disponibilizados para a
sociedade por intermédio da presente obra: “Manual de Curadores de Germoplasma”.

Esperamos que esta publicacdo em série torne-se um guia para curadores de germoplasma
no Brasil e no exterior, e que contribua efetivamente para o aprimoramento da gestao dos
recursos genéticos deste pais.

Mauro Carneiro
Chefe Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Conservacao ex situ/in vitro
de Sémen de Peixes

Paulo César Falanghe Carneiro
Hymerson Costa Azevedo
Eduardo Gomes Sanches
Alexandre Nizio Maria

Introducéao

A criopreservacao é uma técnica que utiliza temperaturas extremamente baixas para
manter a estrutura e funcionalidade de células e tecidos vivos, conservando-os estrutural e
geneticamente vidveis e temporariamente inativos do ponto de vista metabdlico e
funcional. Essa técnica apresenta diversas vantagens para a conservacao de gametas de
peixes em bancos de germoplasma, tanto para acdes de preservacao de espécies e de
restabelecimento de populacdes em ambientes naturais quanto para programas de manejo
reprodutivo e de melhoramento genético.

Apesar de muitos estudos ja realizados e muitos outros em andamento sobre a
criopreservacao de ovdcitos e embrides de peixes, ainda ndao existem protocolos definidos
e totalmente validados que garantam o uso eficaz dessa técnica em muitas espécies.
Contudo, a criopreservacao de espermatozoides de peixes mostra-se como uma técnica
viadvel e relativamente facil de ser aplicada para a conservagcao do recurso genético contido
nesse material bioldgico.

As técnicas de criopreservacao envolvem o uso do nitrogénio liquido, o que exige cuidados
especiais e o conhecimento de duas de suas propriedades béasicas: a temperatura e a alta
taxa de expansao. Por um lado, a forma liquida a -196°C exige recipientes especiais para
evitar grandes perdas por evaporacao e equipamentos de protecao individual para sua
manipulacao, tais como luvas e 6culos. Adicionalmente, o fato de se expandir rapidamente
e ocupar volumes muito maiores quando na forma gasosa exige, também, que o recipiente
que o mantém nao seja totalmente lacrado.

Ressalta-se, portanto, que o transporte de sémen — por ser realizado usualmente em
botijoes especiais de diferentes tamanhos e por conter nitrogénio liquido, que é
considerado material perigoso — possui regulamentacao internacional. Atualmente, sao
utilizados para o transporte botijoes de tamanho pequeno, conhecidos como “dry
shippers”, que possuem material poroso absorvente entre suas paredes duplas, o qual
serve para reter o nitrogénio liquido e liberar apenas vapor em seu interior, eliminando,
assim, o perigo de vazamento. Botijoes “dry shipper” tém sido utilizados com sucesso,
inclusive para o congelamento do sémen de muitas espécies de peixes.

Teoricamente, a velocidade do metabolismo celular é nula a -196°C. Desse modo, o
tempo de armazenamento pode ser ilimitado em condicdes ideais de estocagem, como a
manutencao adequada do nivel do nitrogénio liquido dentro do botijao e se realizado o
manuseio rapido e cuidadoso do sémen criopreservado. Existem, ainda, inidmeros detalhes
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importantes que devem ser observados para o sucesso no armazenamento do sémen por

longos periodos, desde a sua diluicdo com a solucao protetora adequada, o correto

resfriamento anterior ao congelamento propriamente dito e, finalmente, o

descongelamento e a utilizacao.

Atualmente, ha protocolos de criopreservacdao de sémen definidos para vérias espécies de

peixes, com especial destaque as familias Characidae, Prochilodontidae, Anastomidae,
Pimelodidade, Siluridae, Cyprinidae, Salmonidae, Centropomidae, Epinephelidae e
Lutjanidae. Porém, com excecao da truta arco-iris e do salmao do Atlantico, ainda ha

muitas questdes basicas a serem respondidas no que diz respeito as técnicas de

conservacao de sémen de varias espécies tropicais nativas de interesse econdémico e

ambiental.

O presente manual apresenta um resumo das informacdes sobre a conservacao ex situ/in

vitro de sémen de peixes, com especial destaque as técnicas de criopreservacao.

Descritores

Guardar e organizar toda a informacdo que acompanha as aliquotas de sémen que serao
armazenadas é tdo importante quanto conhecer a técnica de criopreservacao. O conjunto

de informacgdes béasicas que identificam o material biolédgico que seréd conservado é
chamado de descritores. No Brasil, a conservacao ex situ/in vitro é uma atividade
relativamente nova quando se trata de peixes e, para estes animais, ainda nao estao

completamente definidos os descritores minimos que devem acompanhar o material

biolégico a ser armazenado. Porém, apds discussodes recentes com especialistas dessa area

no pais, foi elaborada uma lista com sugestdes de descritores (Tabela 1).

O sémen estocado num banco de germoplasma deve ter seus descritores documentados
em planilha eletrénica e em banco de dados informatizado. A identificacdo do animal
doador por meio de andlise molecular é informacdo importante que também deve ser

registrada. Para que a analise seja realizada, deve-se coletar um pequeno pedaco da
nadadeira (aprox. 1-2 cm?) que pode ser conservado em tubo plastico de 1,5 mL,
contendo etanol 95%, e mantido sob temperatura ambiente previamente a andlise.

Tabela 1. Descritores sugeridos para a conservacao ex situ/in vitro de sémen de peixes.

Nome cientifico e vulgar da
espécie

Identificacdo do local de coleta
(coordenadas geograficas, nome
do corpo d’agua, bacia
hidrogréfica , local de cultivo)
Caracterizacao da origem (espécie
nativa ou exdtica do local de
coleta)

Data de coleta

Data de congelamento

Comprimento total e padréao
Peso

Protocolo de criopreservacao
utilizado (diluidor, proporcéao
sémen Vs meio
diluidor/crioprotetor, curva de
congelamento e tipo de
envase)

Local (instituicdo, propriedade
ou outra localidade) onde foi
feito o
congelamento/armazenamento
Foto do doador

Volume de sémen coletado
Ndmero de doses
armazenadas

Motilidade espermatica do
sémen fresco in natura

Concentracdo espermatica
do sémen fresco in natura
Motilidade espermatica do
sémen descongelado

Morfologia espermatica

Temperatura, pH e
salinidade da agua
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Manejo dos peixes para a coleta de sémen

E fundamental o conhecimento do ciclo reprodutivo da espécie que serd submetida a
coleta, pois muitas espécies apenas liberam sémen durante um periodo especifico do ano,
que pode compreender poucas semanas ou meses. Em se tratando de coleta no ambiente
natural (rios, lagos, mangues, ambientes costeiros ou recifais, etc.), os preparativos sao
mais complexos, pois muitos procedimentos sao realizados dentro de uma embarcacao ou
as margens de um corpo d’adgua. Ademais, muitos dos animais podem nao estar
fisiologicamente maduros para liberar s€men em quantidade e qualidade adequadas para
ser congelado.

O trabalho é facilitado quando a coleta é realizada em peixes de um plantel de
reprodutores em uma piscicultura. No caso de espécies reofilicas, ou seja, aquelas que
dependem do processo migratério para finalizar sua maturacdo gonadal, h4 a necessidade
de inducdo hormonal prévia para facilitar a coleta de sémen em maior quantidade. Esses
procedimentos e os tipos de hormdnios utilizados variam de espécie para espécie, porém
hé muita informacao disponivel para véarias das espécies de peixes nativos de interesse
comercial e ambiental.

Em todos os casos, para a coleta de sémen, o macho deve ser retirado da agua e ter a
regidao abdominal limpa e seca com papel toalha. O abdome deve ser massageado no
sentido cranio-caudal e o sémen coletado em tubos de vidro ou seringas, evitando
qualquer contato com a agua (Figura 1). Quando o volume de sémen é grande (> 5 mL),
deve-se recolher o ejaculado em dois ou trés recipientes para evitar contaminacao da
amostra com urina, fezes ou sangue. Ocorrendo contaminacao a aliquota deve ser
descartada. Os tubos ou seringas com o material colhido devem ser colocados em uma
caixa de isopor com gelo, evitando-se sempre o contato direto do gelo com o recipiente
que contém o sémen.

Analises de qualidade do sémen antes e apds o
congelamento

A qualidade seminal pode ser avaliada em microscépio com aumento de 400x de acordo
com a motilidade e viabilidade espermaticas. Antes das avaliagdes, coloca-se uma gota de
sémen em uma lamina de vidro para confirmar que os espermatozoides estdao imdveis e
que nao houve contaminacdo. Qualquer movimento sugere contaminacdo, e a amostra
deve ser descartada. Para a avaliacdo da motilidade, ativa-se o movimento espermatico por
meio da adicdo de cinco gotas de bicarbonato a 1,0% ou 35% a gota do sémen de peixes
de dgua doce ou salgada, respectivamente. A avaliacdao da motilidade deve ser realizada de
forma subjetiva. A motilidade pode ser subjetivamente medida de forma percentual (O a
100%) ou com um escore arbitrario (1 = intensidade de batimento de flagelo muito lento
a b = natacdo rapida). Apenas amostras de sémen fresco in natura com pelo menos 70%
das células em movimento ou escore entre 4 e 5 tém sido recomendadas para
criopreservacao.

A avaliacdo da viabilidade espermatica é feita com corante a base de eosina-nigrosina, que
diferencia as células viaveis das nao viaveis. Para tanto, deve-se colocar uma gota de
sémen e duas gotas do corante, separadas, em uma lamina de vidro. Apds a mistura do
sémen ao corante, deve-se fazer um esfregaco com outra Id&mina de vidro, completando
toda a operacao em, no maximo, um minuto. A leitura da [dmina corada é feita em
microscopio 6ptico com objetiva de imersao (100x). Os espermatozoides ndo viaveis
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coram-se de vermelho-réseo, enquanto que os viadveis permanecem nao corados. Para cada
amostra, devem ser contadas cerca de trezentas células. Recomenda-se que somente
amostras de sémen com pelo menos 70% de células viadveis devem ser utilizadas para a
criopreservacao.

Meios diluidores e crioprotetores

O preparo do meio envolve, primeiramente, a diluicdo de um ou mais crioprotetores, a
exemplo do dimetilsulféxido (DMSO) e metilglicol (éter metilico do etilenoglicol), em
concentracoes de 5 a 10%. A solucdo deve conter glicose para aumentar a sua
osmolaridade e, com isso, evitar a ativacdo do espermatozoide. Gema de ovo também é
comumente utilizada como integrante da solucao crioprotetora, em concentracdes que
variam entre 5 a 10%. No caso de peixes de dgua salgada ou estuarina, torna-se
necessdria a utilizacao de diluidores com composi¢cdao quimica adequada a espécie e a
adicdao de DMSO, também em concentracao de 5 a 10%. Para algumas espécies nativas,
ja existem informacdes publicadas sobre protocolos de criopreservacao mais adequados;
porém, para espécies de peixes ainda pouco estudadas, sugerem-se ensaios prévios
envolvendo a observacdao da motilidade e viabilidade espermatica, antes e apds a diluicao
do sémen a solucdo crioprotetora.

Recipientes para o envasamento de sémen

Sao vdérias as opcoes de recipientes utilizados para envasar sémen de peixes, tais como
tubos ou palhetas plasticas e ampolas de vidro. As vérias formas e materiais resultam em
diferentes propriedades de transferéncia de calor durante o congelamento e o
descongelamento. Mesmo entre recipientes de mesmo modelo, mas de diferentes
fabricantes, podem existir variacoes na taxa de congelamento e descongelamento.
Portanto, é necessério padronizar o método de congelamento adequado para o recipiente
que sera utilizado, a fim de garantir que os protocolos sejam replicados de forma similar
em distintos laboratdrios.

A forma mais utilizada para o envasamento do sémen é o emprego de palhetas plasticas
de 0,5 mL, que podem ser facilmente organizadas em botijoes criogénicos. Esse tipo de
recipiente apresenta uma série de vantagens, como: enchimento e vedacdo manual ou
automatizado; identificacéo individual da amostra com uso de canetas de ponta fina;
impressao de rétulos alfanuméricos e cddigo de barras; facilidade de transporte,
racionalizacdao de espaco e padronizacao de todo o processo.

A organizacdo no armazenamento é importante para evitar a retirada e o possivel
descongelamento equivocado de amostras. Para tanto, além da identificacao individual das
palhetas, estas sdo colocadas em globetes ou cassetes plasticos; ou, ainda, em raques de
aluminio e, por fim, armazenadas em canecas (ou canisters) dentro dos botijdes com
nitrogénio liquido.

Congelamento ou criopreservacao de sémen

A adicao da solucao crioprotetora ao sémen deve ser realizada suavemente e pode ser
feita nos préprios tubos graduados utilizados para a coleta, sendo que a homogeneizacao e
o envasamento sao facilitados com a utilizacdo de tubos de ensaio de 15 mL. A proporcao
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sémen:diluidor normalmente utilizada esta entre 1:3 e 1:10, e 0o envasamento pode ser
realizado logo apds a diluicdo. Em peixes marinhos, os melhores resultados tém sido
obtidos com proporcoes entre 1:1 e 1:3.

Em geral, as doses de sémen podem ser refrigeradas, inicialmente, até a temperatura
média de 5°C, em gelo ou em geladeira. Em seguida, o sémen deve ser congelado,
posicionando-se as palhetas em bandejas horizontais expostas ao vapor de nitrogénio
liguido para, posteriormente, serem imersas no nitrogénio liquido, onde ficarao
armazenadas. Atualmente, o “dry shipper” tem sido utilizado para o congelamento do
sémen de muitas espécies tropicais, introduzindo-se as palhetas contendo o sémen diluido
diretamente nesse tipo de botijado, sem a necessidade do uso do vapor de nitrogénio
liquido. De qualquer forma, o procedimento para criopreservacao de sémen deve ser
previamente padronizado, a fim de que sejam definidas as taxas de resfriamento e
congelamento mais adequadas para cada espécie de peixe.

Métodos de descongelamento de sémen

E importante, também, a determinacdo da taxa de descongelamento do sémen armazenado
em nitrogénio liquido. As doses congeladas em palhetas de 0,5 mL devem ser imersas
rapidamente em dgua quente (de 3 a 8 segundos, sob temperatura de 45 a 60°C) para
que o sémen seja descongelado uniformemente. O descongelamento torna-se mais dificil
com macropalhetas ou criotubos maiores, porque o processo pode nao ser uniforme, ou
seja, os espermatozoides localizados na superficie descongelam mais rapidamente do que
aqueles na porcdo central, o que demanda ajustes na temperatura e/ou no tempo de
descongelamento. O procedimento de fertilizacdo que se segue apds o descongelamento
deve ser bem organizado para que os espermatozoides sejam rapidamente misturados aos
ovdécitos, e os espermatozoides pela adicdo de dgua ou solucao ativadora.

Consideracdes finais

As informacdes contidas neste manual sdo generalizadas, considerando resultados de
trabalhos cientificos com muitas espécies de peixes. Sua utilizacdo visa orientar trabalhos
que busquem a definicao de protocolos mais adequados para cada espécie, buscando o
desenvolvimento de metodologias de criopreservacao do sémen como ferramenta de
conservacao ex situ/in vitro de recursos genéticos de peixes.
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Figura 1. llustracédo do roteiro utilizado durante a coleta, processamento, congelamento e descongelamento de
sémen de peixes até o momento da sua mistura com ovécitos para fertilizacdo. (A) Inducdo hormonal. (B-C)
Coleta do sémen dos machos em frascos limpos e secos. (D) Manutencao do sémen sob refrigeracédo (4-6°C) até
o processamento das amostras para o congelamento. (E) Verificacdo da qualidade do sémen em microscépio. (F)
Diluicdo do sémen na solucdo crioprotetora. (G) Palhetas e criotubos para criopreservacédo do sémen. (H)
Congelamento do sémen em bandejas horizontais. (I) Congelamento do sémen em “dry shipper”. (J)
Transferéncia e armazenamento das doses de sémen em botijées com nitrogénio liquido. (K) Descongelamento

em banho-maria. (L) Adicdo de sémen descongelado a ovécitos para fertilizacéo.
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Anexo. Lista de materiais utilizados na conservacéao ex situ/in vitro de recursos genéticos de peixes.

Inducdo hormonal

Extrato de hipéfise de carpa (EHC),
LH-RHa

Hidratacdo testicular para facilitar a
espermiacdo e coleta do sémen

Cadinho e pistilo

Maceracao do EHC

Solucéo fisiolégica 0,9%

Veiculo para aplicacdo do EHC e do LH-
RHa

Seringa e agulha

Aplicacdo intramuscular ou
intraperitoneal do EHC ou do LH-RHa

Puca

Captura e contencao do peixe

Coleta e
envasamento do
sémen

Anestésico (eugenol, benzocaina)

Manipulacdo dos peixes

Papel toalha

Secagem das areas adjacentes ao poro
urogenital

Tubos de vidro ou seringas

Recipientes para coleta do sémen

Caixa de isopor com gelo

Manutencdo do sémen refrigerado

Avaliacdo do
sémen

Solucdo de eosina-nigrosina

Avaliacdo da viabilidade espermatica

Solucdo de bicarbonato de sédio a
1,0% ou agua salgada (35%o)

Ativacdo da motilidade espermatica

Microscépio e laminas

Congelamento do
sémen
(criopreservacao)

Solucdo glicosada a 5% estéril
(Glicose 5%)

Gema de ovo

DMSO (dimetilsulféxido), metanol,
metilglicol ~ (Eter  metilico  do
etilenoglicol).

Diluente para sémen de peixes
marinhos

Avaliacdo a motilidade e viabilidade
espermatica

Diluicdo do sémen

Palhetas de 0,5 mL ou criotubos,
tubos de vidro, béquer e proveta

Preparo e mistura das solugdes de
congelamento e diluicdo e envasamento
de sémen

Alcool polivinilico, esferas metalicas
ou seladores térmicos

Fechamento das palhetas ou criotubos
com sémen

Nitrogénio liquido (N2L)

Botijdo de vapor de NzL
shipper”)

(“dry

Botijdo criobioldgico

Pinca, luvas

Congelamento e armazenamento do
sémen

Descongelamento
do sémen

Banho-maria com agua aquecida 45 a
60°C

Descongelamento das
criotubos

palhetas ou

Tesoura, papel toalha e recipiente de
vidro ou plastico

Retirada do sémen descongelado das
palhetas
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