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Resumo

O conhecimento sobre o armazenamento de sémen de peixe vem avancando desde a década de 50.
Neste artigo s@o apresentadas técnicas de processamento e armazenamento de sémen de peixes, abordando sua
importdncia como ferramenta tanto para programas de melhoramento genético de espécies de interesse
econdmico quanto para iniciativas de re-estabelecimento de populacdes em ambientes em recuperacao.
Informacdes sobre as particularidades do sémen das diversas espécies de peixes permitem a padronizacdo da
técnica, definindo com isso os componentes dos crioprotetores e meios diluentes, bem como os procedimentos
adequados para o congelamento e descongelamento. Avangos nessa drea permitem a criagdo de importantes
bancos de sémen de peixes nativos.
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Abstract

The knowledge on fish semen storage has been improved since the beginning of the 1950 decade. This
paper presents techniques on fish semen production and storage, indicating its importance as a tool either for
aquaculture genetic programs or maintenance of genetic diversity of fish populations that are endangered.
Information about particularities on semen of different fish species allow the advance on techniques as
cryoprotectants and extenders determinations, as well as adequate procedures and rates for semen freezing and
thawing. Improvements in this area are of interest to promote the creation of important gene banks for native
fish species.
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Introducao

O primeiro trabalho sobre congelamento de s€men de peixe foi realizado hd mais de 50 anos por Blaxter
(1953) para viabilizar o cruzamento de dois “tipos” de arenque que desovam em épocas diferentes do ano. Desde
entdo, muitas sdo as técnicas de manipulacdo de s€men ja estabelecidas para vdrias espécies de peixes, com
especial destaque para os ciprinidios (Billard et al., 1995), os siluridios (Legendre et al., 1996) e os salmonidios
(Scott e Baynes, 1980). Mesmo assim, com exce¢do para a truta arco-iris e o salmio do Atlantico, ainda ha
muitas questdes bdsicas para serem respondidas no tocante as técnicas de conservacdo de s€émen de muitas
espécies tropicais de interesse econdmico e ambiental (Carolsfeld et al., 2003a).

Sob refrigeracdo, os espermatozéides de peixes podem ser armazenados por algumas horas ou dias,
dependendo da espécie, enquanto que mantidos em temperaturas negativas podem ser estocados por muitos anos
(Billard et al., 2004). A refrigeracdo do s€men possibilita sua estocagem por mais de 10 dias para algumas
espécies nativas de interesse comercial, facilitando os trabalhos de rotina dentro de um laboratério de reprodugdo
induzida e favorecendo a concentracio dos esforgos para o trabalho com as fémeas. Adicionalmente, trata-se de
uma técnica simples e de baixo custo que pode ser implementada nas pisciculturas voltadas a produgdo de
alevinos. A técnica de refrigeracdo possibilita ainda a redug¢do dos custos de manutencdo do plantel de
reprodutores e trocas de material genético entre laboratdrios (Carneiro et al., 2006).

O congelamento do sémen de peixes com nitrogénio liquido apresenta algumas limita¢cdes quanto a sua
utilizacdo para a producdo de alevinos em larga escala em funcio da necessidade de armazenamento de grandes
volumes de s€men. Por outro lado, trata-se de uma técnica muito valiosa para a preserva¢do de material genético
que pode ser utilizado tanto para programas de melhoramento genético de espécies de interesse econdmico
quanto para programas de preservacdo de populacdes nativas com vistas a sua recupera¢do em ambientes que
sofreram degradacdo. Em ambas as situagdes a conservacdo de s€men por longos periodos tem por finalidade
prover a necessidade de genes para aumentar a variabilidade genética de uma determinada populagdo. Da mesma
forma que uma popula¢do natural de peixes depende da alta variabilidade genética para aumentar suas chances
de adaptacdo ao meio onde vive, um plantel de reprodutores precisa dessa variabilidade para diminuir possiveis
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efeitos negativos causados por endocruzamentos e homozigoses (Fauvel et al., 1998; Carolsfeld et al., 2003b).

O presente trabalho visa apresentar as técnicas de processamento e armazenamento de s€men de peixes
e abordar sua importincia como ferramenta na conservacéo dos recursos genéticos da ictiofauna bem como sua
aplicacdo na aqiiicultura.

Por que conservar sémen de peixe?

Sdo muitas as razdes que justificam a importincia do uso de técnicas para o armazenamento de s€men
de peixes, tanto ligadas as questdes ambientais quanto econdmicas. A agressdo sofrida pelo meio ambiente nos
dltimos anos, em especial os ambientes aquéticos, vem afetando diretamente as populacdes de espécies nativas
de peixes. Mesmo antes de uma espécie de peixe entrar para a lista daquelas ameacgadas de extin¢do, muitas de
suas caracteristicas genéticas originais podem ter sido modificadas visando a sua adaptagdo ao ambiente
alterado. Com o passar de algumas poucas geracdes, algumas caracteristicas genéticas podem até serem perdidas.
As estratégias de recuperagcdo da ictiofauna de corpos d’4dgua que passam por periodo de reversdo de um
processo de deterioragdo podem ser grandemente auxiliadas por sémen coletado num periodo anterior e
armazenado sob baixas temperaturas (Rana, 1995).

O tema reveste-se de grande importincia, principalmente em fungdo do notério declinio dos estoques
pesqueiros causado pelas mais diversas razdes como a sobrepesca, a polui¢do, o uso conflitante da dgua, a
construcdo de barragens e reservatdrios, o extrativismo, além da introduc¢do indiscriminada de espécies exéticas.
Adicionalmente, as mudancas climdticas recentemente intensificadas pela emissdo de gases na atmosfera
certamente terdo efeito na perda de algumas populacdes de peixes que ndo sdo adaptdveis as temperaturas mais
quentes das dguas. A reducdo no nimero de individuos de uma determinada populacdo reduz também a sua
variabilidade genética, fazendo com que sua capacidade de adaptacdo a novos ambientes seja diminuida. O
armazenamento de s€émen de peixes por longos periodos de tempo é uma ferramenta importante que possibilita a
manutengdo da variabilidade genética de uma populag@o para uso futuro. Sua utilizagdo numa eventual tentativa
de recuperacdo de uma populagdo de peixes garante uma base genética mais ampla, produzindo individuos com
maior capacidade de adaptag@o e menores chances de sucumbir diante das alteragdes causadas no meio ambiente
(Carolsfeld et al., 2003b).

No tocante a atividade produtiva representada pela piscicultura, hd muitas vantagens no uso de técnicas
de conservacdo de sémen de peixes. Ao rever um pouco a histdéria percebe-se que todas as espécies de animais e
plantas tidas hoje como domesticadas passaram por um processo de cruzamentos iniciado e complementado
continuamente com a participacdo de espécies silvestres. Os parentes silvestres das racas melhoradas tém genes
necessdrios para o melhoramento continuado das espécies domesticadas de interesse econdmico. Em vérios
casos eles oferecem genes para os quais ndo houve previsdo de seu uso imediato, mas que podem ser importantes
para a continuidade da producdo de uma determinada espécie. A manuten¢do de planteis de reprodutores de
peixes com a finalidade de gerar descendentes para a produgdo nas pisciculturas depende da constante renovagao
de seus individuos e atencdo para se evitar os riscos do endocruzamento. Endocruzamento é o acasalamento
entre individuos de parentesco préximo e que leva a homozigose, presenca de apenas uma forma do gene para
uma caracteristica particular. A homozigose ndo é necessariamente um problema, sendo muitos dos caracteres
importantes de animais domésticos dependentes de caracteristicas homozigéticas relacionadas a, por exemplo,
crescimento e producdo de leite. Porém, a homozigose de formas deletérias de genes € prejudicial e o
endocruzamento tem maior tendéncia a acumular esta condicio do que o cruzamento entre individuos sem
parentesco (Tave, 1986).

Em agqiiicultura, problemas de consangiiinidade, por exemplo, podem ocorrer como resultado de
cruzamento seletivo que seleciona genes de interesse particular pelo endocruzamento, reduzindo a diversidade
genética. A montagem de um banco genético com s€émen congelado de peixes € uma forma eficiente de manter o
tamanho efetivo da populacdo sem a manutencdo de um grande nimero de reprodutores. O s€men de muitos
machos conservado num banco genético pode ser utilizado para a fertilizacdo dos ovos de algumas fémeas,
diminuindo grandemente os riscos do endocruzamento sem a necessidade de manutencdo de um grande plantel
de reprodutores (Jorstad e Naevdal, 1996).

Em se tratando ainda das pisciculturas, atualmente as técnicas de congelamento de s€men de peixe t€m
sido utilizadas de forma mais intensa nos processos de manutencio de planteis de reprodutores. Sua aplica¢do na
obtencdo de grandes quantidades de alevinos exige o congelamento e a conservacdo de sémen em maiores
volumes, o que implica no aperfeicoamento da técnica e na necessidade de espacos maiores para o
armazenamento. Porém, sdo inegdveis as grandes vantagens que podem ser obtidas com o estoque de s€men para
utilizacdo durante os procedimentos de reproducdo induzida em laboratério como a redug¢do do tamanho do
plantel de reprodutores, reducio dos gastos com hormonios e melhor atengdo as fémeas durante os preparativos
para a desova. Para esse propdsito, mesmo o uso de técnicas simples de armazenamento de curto prazo sob
refrigeracdo pode ser considerada uma ferramenta importante. S€men de vdrias espécies de peixe apresenta
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caracteristica favordvel ao uso dessa técnica conferindo aos procedimentos de reprodu¢do induzida as vantagens
apresentadas acima (Pepper e Crim, 1996).

Conhecendo melhor o sémen dos peixes

Apesar das grandes diferencas que o s€émen de algumas espécies de peixes pode apresentar, a maioria
das espécies apresenta caracteristicas em comum, sendo a mais importante delas para o objetivo de
armazenamento a ativacdo da motilidade pela dgua. Os espermatozdides ndo apresentam motilidade, isto €, ndo
apresentam movimento quando estdo dentro dos testiculos. A fertilizacdo dos dvulos somente ocorre apds a
ativacdo da motilidade dos espermatozdides que se dard apds seu contato com a dgua. Normalmente a ativacdo é
irreversivel e a motilidade tem duragdo muito curta de tempo, apds o qual o espermatozdide fica incapaz de
fertilizar o dvulo. As reservas energéticas do espermatozdide sdo exauridas rapidamente, sendo importante o
conhecimento desse tempo para a espécie que estd sendo trabalhada. Espermatozéides de salmdo e truta nadam
vigorosamente por menos de um minuto ao passo que outras espécies como tildpias, dourado e a piracanjuba
produzem sémen que apresentam motilidade de alguns minutos. Algumas espécies tropicais nativas de dgua doce
de interesse econdmico como o pintado, o corimbatd, o matrinxa, o piaugu € 0 pacu apresentam tempo muito
curto de motilidade, excedendo pouco mais de um minuto (Marques, 2001).

Durante os procedimentos de desova em laboratério € comum a retirada dos gametas “a seco”, evitando
o contato com a dgua. A adicdo da dgua € feita somente apds a mistura dos gametas, aumentando com isso as
chances dos espermatozdides fertilizarem os 6vulos dentro do curto tempo em que permanecem ativos. Para o
armazenamento do s€men sob baixas temperaturas, portanto, ¢ importante que seu congelamento seja feito sem
que ele seja ativado, sendo imprescindivel evitar seu contato com a 4gua ou mesmo a urina do peixe durante sua
extracdo (Harvey e Carolsfeld, 1993).

Por outro lado, os procedimentos de congelamento necessitam o uso de meios diluentes e agentes
protetores, como veremos adiante, sendo geralmente constituidos de solugdes aquosas. Contudo esta solucdo
deve ser elaborada de modo a ndo ativar o s€émen, sendo mais comumente feita a adicdo de glicose para aumentar
a sua pressdo osmotica e evitar com isso a ativagdo do espermatozéide. Na pratica o desenvolvimento de uma
solucdio dessas para uma determinada espécie de peixe necessita de ensaios para a avaliagdo dos seus eventuais
efeitos téxicos e sua influéncia sobre a integridade e funcionalidade espermatica. Resumidamente, quando
misturado ao meio diluidor, o s€men ndo deve estar movel, mas a sua ativacdo deve continuar sendo possivel
com a adi¢do de dgua no momento da fertilizagdo apds o armazenamento e descongelamento (Ohta e Izawa,
1996).

O congelamento e seus efeitos nas células

O congelamento de um tecido ou célula inicia externamente pela formagdo de gelo. Paralelamente a isso
sdo formadas regides com elevada concentracdo de soluto (Senger, 1986) que da origem a uma exosmose e
desidratag@o necessdria da célula (Smirnov, 1976). Quando o congelamento € feito em ritmo adequado, hd tempo
suficiente para a desidratacdo da célula e a saida da 4dgua, evitando-se com isso a formacdo de cristais em seu
interior. Porém, muitas vezes esse processo ndo ocorre dessa maneira e hd a formacdo de cristais de gelo
intracelulares responsdveis por injdrias irreversiveis na célula. Por outro lado, durante congelamento
excessivamente lento, as células sdo expostas por muito tempo aos chamados “efeitos de solug@o”, isto €, a todas
as caracteristicas de mudangas da solug@o extracelular como, a cristalizacdo do gelo, a concentracdo de sal e
elevacdo da osmolaridade, a alteracdo do pH, as alteragdes das composi¢des das solugdes em conseqiiéncia dos
sais atingirem seu ponto de saturacdo e cristalizacdo, além de todas as implicacdes celulares desses eventos
(Senger, 1986; Watson, 1995).

Diferentemente das hemdcias, células com alta permeabilidade que possibilita rdpida desidratacdo, o
espermatozéide necessita da adicdo de substincias com a¢d@o crioprotetora para o seu congelamento adequado
(Suquet et al., 2000). As substancias adicionadas para exercer funcdo crioprotetora direta sobre a célula
espermatica sdo divididas em crioprotetores intracelulares e extracelulares. O crioprotetor intracelular ¢ uma
substancia quimica ndo téxica capaz de retirar a d4gua da célula e diminuir a temperatura de congelamento no seu
interior, impedindo a formag@o de cristais de gelo internamente. O produto mais conhecido e utilizado em sémen
de peixe é o dimetilsulféxido (DMSO), porém outras substincias como o glicerol e o metanol também tém sido
empregadas para algumas espécies (Suquet et al., 2000). Os crioprotetores extracelulares revestem a célula
externamente e estabilizam sua membrana, diminuindo os danos provocados pelo congelamento. Além de
funcionar como fonte de nutrientes, a gema de ovo também tem agdo crioprotetora por conter dcidos graxos e
antioxidantes que auxiliam na prote¢do e conservacdo do espermatozéide (Carolsfeld et al., 2003b).

O descongelamento é um procedimento inverso ao congelamento, porém que merece a mesma atencao.
A velocidade de descongelamento do s€émen deve ser tal que permita a re-hidratacdo celular, mas ao mesmo
tempo seja breve o suficiente para evitar que pequenos cristais no interior da célula aumentem seus tamanhos
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durante esse processo e prejudiquem a célula. Como hd muitas particularidades entre os s€mens das diferentes
espécies de peixe, tanto a velocidade e temperatura de congelamento quanto de descongelamento devem ser
obtidas pela condug¢do de ensaios experimentais com antecedéncia para uma determinada espécie pouco estudada
(Fauvel et al., 1998; Billard et al., 2004).

A conservacao do sémen
Gelo seco e nitrogénio liquido

O congelamento de células vivas pode ser feito basicamente de duas formas, pelo uso do gelo seco
(neve carbonica ou diéxido de carbono sélido) ou do nitrogénio liquido. O gelo seco mantém as células na
temperatura -79°C enquanto que o nitrogénio liquido permite a manutengdo da temperatura -196°C, sendo esse
ultimo o melhor meio para conservag¢do de s€émen de peixe, e de outros animais, por longos periodos de tempo,
facilitando inclusive sua identifica¢do e diminuindo o risco de contaminacdo do material O congelamento em
gelo seco € feito pela coloca¢do de pequenas porgdes de s€men diluido, previamente resfriadas, diretamente
sobre pequenos pocos feitos no bloco de gelo seco, formando os chamados “pelletes” de sémen. Trata-se de uma
metodologia pouco utilizada atualmente, porém que possibilitou a geracdo de muita informacdo sobre as
particularidades de vdrias espécies anteriormente ao advento do nitrogénio liquido (Blaxter 1953).

Trabalhar com nitrogénio liquido exige cuidados especiais € o conhecimento de duas de suas
propriedades bdsicas, a baixa temperatura e a alta taxa de expansdo. Por estar na forma liquida em -196°C, sao
necessdrios recipientes especiais para evitar grandes perdas por evaporacdo e equipamentos de protecdo
individual para sua manipulagdo como luvas e 6culos. O fato de expandir-se rapidamente e ocupar volumes
muito maiores quando na forma gasosa exige também que o recipiente que vai manté-lo ndo seja lacrado
totalmente. Nota-se portanto que o transporte de recipientes com nitrogénio liquido, normalmente representados
por botijoes especiais de diferentes tamanhos possui regulamentacdes internacionais por tratar de mercadoria
perigosa. Atualmente para o transporte sdo utilizados botijoes menores chamados de “dry shippers” que possuem
material poroso absorvente na parede para reter o nitrogénio liquido, eliminando com isso o perigo de vazamento
(Carolsfeld et al., 2003b).

O congelamento e o descongelamento do sémen de peixe

Teoricamente a velocidade do metabolismo celular € nula a -196°C e o tempo de armazenamento pode
ser ilimitado em condi¢des ideais de estocagem, que inclui basicamente a manuten¢do adequada do nivel do
nitrogénio liquido dentro do botijdo. Porém, existem inimeros detalhes importantes que devem ser observados
para o sucesso no armazenamento do sémen por longos periodos, desde a sua incorpora¢do com a solucio
protetora adequada, seu correto resfriamento anteriormente ao congelamento, seu congelamento propriamente
dito e finalmente seu descongelamento e utilizag@o respeitando suas caracteristicas particulares.

O preparo da solucdo protetora envolve primeiramente a diluicdo do crioprotetor intracelular
(geralmente DMSO, mas também glicerol ou metanol) em concentracdes de 5 a 10% na presenga de glicose,
geralmente em 5% para aumentar a pressdo osmética da solucdio e evitar a ativacdo do espermatozdide. A gema
de ovo participa como um crioprotetor extracelular e geralmente € adicionada logo antes do uso da solugdo. Para
espécies de peixes ainda pouco estudadas sugerem-se ensaios prévios envolvendo a observac¢do da motilidade do
espermatozéide em microscépio (utilizando-se ativadores como NaCl — 0,45% ou NaHCO; — 1%) antes e apds
sua incorporacdo a solucdo protetora. A propor¢do meio diluidor:sémen normalmente utilizada estd entre 3:1 e
10:1 e varia em fun¢do da concentracdo final requerida para a fertilizacdo. Esta por sua vez leva em conta o
nimero de ovos que se deseja fertilizar com cada dose armazenada individualmente. A forma mais adequada
para manipulacdo dessas doses para o armazenamento envolve o emprego de palhetas plasticas de 0,5 mL que,
apds o resfriamento, podem ser acondicionadas organizadamente nos botijdes de nitrogénio liquido. A
organizagdo € importante para se evitar a retirada e possivel descongelamento de palhetas adicionais aquela de
interesse num determinado momento. Para tanto s@o feitas identificacdes individuais nas palhetas que por sua
vez sdo colocadas em “goblets” ou “cassetes” plasticos ou ainda em raques de aluminio e, por fim, armazenadas
nas canecas (ou “canisters”’) em botijoes criobioldgicos (Ohta et al., 1997; Carolsfeld et al., 2003b; Billard et al.,
2004).

A adi¢@o do meio diluidor ao sémen pode ser feita nos proprios tubos graduados utilizados para a sua
coleta, sendo que a homogeneizacio e envase € facilitada utilizando-se tubos de ensaio de 15 mL. O envase pode
ser realizado logo apds a diluicdo a temperatura ambiente ou apds a refrigeracdo. O sémen geralmente é
refrigerado até a temperatura de 5°C em geladeira e em seguida congelado posicionando-se as palhetas em
rampas horizontais e expondo-as inicialmente ao vapor e posteriormente a imersao direta no nitrogénio liquido
para posterior armazenamento. Atualmente tem sido utilizada com muito sucesso em vdrias espécies, a
automatizacdo do processo de refrigeracio e congelacdo (ou congelamento) com grandes vantagens na
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uniformizacio e controle de qualidade do sémen congelado. Muitas dessas etapas podem ser eliminadas ou
simplificadas quando for utilizado o “dry shipper” para algumas espécies, introduzindo-se as palhetas
diretamente nos botijoes. Na vitrificacdo, técnica ainda em fase de desenvolvimento e expansdo na tecnologia de
sémen, sdo utilizadas altas taxas de resfriamento e aquecimento, fundamentalmente removendo-se anteriormente
o maximo possivel de dgua das células através da adicao de elevadas concentragdes de crioprotetores o que induz
a solidificac@o das células e previne a formagdo de cristais de gelo intra e extracelulares. De qualquer forma, o
procedimento para criopreservacido de s€men deve ser padronizado previamente para cada espécie de peixe para
definicao da taxa de resfriamento mais adequada (Ohta e Izawa, 1996; Carolsfeld et al., 2003b).

Da mesma forma € importante também a determinag@o da taxa de descongelamento para uso do s€men
apods o periodo de armazenamento em nitrogénio liquido. O descongelamento do s€men de espécies tropicais é
feito geralmente pela introdugdo rdpida (3-8 segundos) da palheta em dgua quente (45-60°C). O procedimento de
fertilizacdo de ovos que se segue apds o descongelamento do s€émen deve ser bem organizado para que o s€men
descongelado seja rapidamente misturado aos évulos e ativado pela adi¢do de dgua ou solucdo ativadora (Billard
et al., 2004; Suquet et al., 2000).

Consideracoes finais

As técnicas de processamento e armazenamento de s€men de peixes permitem a formacdo de bancos de
genes, ou seja, de locais para estocagem e manutencdo permanente de material genético. Os bancos de genes, por
exigirem investimentos constantes e prazo indeterminado, devem estar diretamente ligados a esfor¢os voltados a
atividades conservacionistas e a cadeia produtiva da piscicultura. Muito ja se sabe sobre os procedimentos para
armazenamento de s€émen de algumas espécies de peixes, porém ainda hé necessidade de estudos adicionais para
muitas espécies nativas importantes para programas de recuperacdo ambiental e outras que apresentam grande
potencial de producio em cativeiro. Nesse sentido, considera-se que as técnicas de produgdo e armazenamento
de s€men de peixes deveriam receber a aten¢do de um maior nimero de instituicdes, empresas e grupos de
pesquisadores que, por sua vez, devem unir esforcos e compartilhar informacdes no intuito de otimizar recursos,
garantir a integridade genética das colegdes e contribuir para a formagdo de bancos de s€émen de peixes nativos
de destaque internacional.
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