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RESUMO GERAL

Isali, Ziara Aparecida. Populacdo bacteriana, motilidade espermatica e
fertilidade de sémen de piracanjuba Brycon orbignyanus
(VALENCIENNES, 1849) submetido ao resfriamento. 2006. 94 p.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG.

A piracanjuba, Brycon orbignyanus, é uma espécie de peixe migratdria,
encontrada na bacia do rio Grande e ameagada de extingdo, que ndo se reproduz
naturalmente em cativeiro, sendo necessaria a realizagdo de fertilizacao
artificial. Os objetivos deste estudo foram aperfeicoar as técnicas de
resfriamento para sémen de piracanjuba por meio da padronizacdo do pH, uso de
antibiotico e avaliar, quantitativa e qualitativamente, a presenca de
contaminantes bacterianos no s€émen dessa espécie. Inicialmente, foi avaliada a
motilidade espermatica de amostras de sémen diluidas (1:10 v/v) em solugdo de
Saad em diferentes pHs — 7,0; 7,6; 8,2; 8.8 - ¢ comparados com amostras de
sémen ndo diluidas por 7 dias. No experimento seguinte, amostras de sémen,
diluidas em solu¢do de Saad pH 7,6 mantidas entre 4-6°C, foram avaliadas a
cada 48 horas quanto a motilidade espermatica e ao crescimento bacteriano, pela
inoculagdo de amostras em placas de Petri contendo agar soja tripticaseina
(TSA), durante 8 dias. Foram selecionadas colonias bacterianas a cada contagem
de diferentes morfotipos macroscopicos, isoladas e submetidas a teste de triagem
(Gram, catalase e oxidase), teste de sensibilidade in vitro (difusdo de discos) a
cinco antibidticos — penicilina, ampicilina, estreptomicina, gentamicina e
lincomicina — e congeladas para identificagdo posterior. A partir do perfil de
sensibilidade, o sulfato de gentamicina foi selecionado para adi¢do em solugdo
de Saad para dilui¢do do s€émen. Foram escolhidas as concentragdes de 0,01; 0,1;
0,5 e 1,0 mg/mL de gentamicina comparadas ao controle (0 mg/mL), avaliando-
se a motilidade espermatica e o crescimento bacteriano no sémen. Também foi
testada a taxa de fertilizacdo de ovocitos com sé€men diluido nessas
concentragdes. Observou-se que o sémen diluido em solugdo de Saad pH 7,6
conservou a melhor taxa de motilidade espermatica durante resfriamento. Foi
observada, durante os experimentos, uma correlagio negativa significativa
(P<0,01) entre a motilidade e o crescimento bacteriano, demonstrando que a
queda na motilidade foi correlacionada ao aumento no nimero de bactérias no
sémen durante o resfriamento. Houve uma interagdo significativa entre as
concentragdes de gentamicina e o periodo de resfriamento, tendo as maiores
taxas de motilidade espermdtica no 6° dia de armazenamento sido observadas no
sémen diluido em solugdes com concentragdo de gentamicina acima de 0,1
mg/mL. Esta foi a menor concentragdo capaz de inibir completamente a

il



presenca de bactérias no sémen diluido e manter taxas de fertilizagdo dos
ovocitos acima de 80%. Para identificacdo, foram selecionadas 63 colonias de
bactérias. Uma grande diversidade de espécies foi identificada, a maioria bacilos
gram-negativos. Algumas espécies anteriormente observadas em muco de
superficie de peixes e aguas de cultivo, como as Aeromonas sp., um grande
namero de espécies da familia Enterobacteriaceae, como Citrobacter freundii e
Enterobacter sp., além de gram-positivas, como Bacillus sp., Staphylococcus sp.
coagulase negativos e Enterococcus sp. O sémen diluido em solucdo de Saad
com acréscimo de gentamicina em concentragdo acima de 0,1 mg/mL
demonstrou efeito inibitorio desse protocolo de diluicdo sobre a presenca de
bactérias de potencial patogénico, confirmando a importancia da utilizacdo de
um antibidtico de amplo espectro para resfriamento de sémen dessa espécie.

Palavras chaves: sémen, peixe, resfriamento, bactérias, antibidticos, Brycon

*Comité orientador: PhD Ana Teresa de Mendonga Viveiros — UFLA

(orientadora); Dr. Henrique César Pereira Figueiredo — UFLA (co-orientador).
v



Abstract

Isau, Ziara Aparecida. Bacterian population, sperm motility and fertility of
piracanjuba semen Brycon orbignyanus (VALENCIENNES, 1849) under
refrigeration. 2006. 94 p. Dissertation (MSc in Veterinary Sciences) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG.

Piracanjuba, Brycon orbignyanus, is a migratory fish species originated
from the Grande River basin. Piracanjuba is currently an endangered species. As
this species does not breed naturally in captivity, artificial fertilization is
necessary. The aim of this study was to improve the protocols for piracanjuba
semen refrigeration at 4-6° C by pH standardization and antibiotic utilization,
and to assess, quantitative and qualitatively, the presence of bacterial
contamination on the semen. Firstly, sperm motility was evaluated on samples of
semen diluted (1:10 total volume) in Saad solution with the pH adjusted to
different values — 7.0, 7.6, 8.2, 8.8 — for 7 days. Then, samples diluted in Saad
solution pH 7.6 and stored at 4-6°C were daily evaluated for sperm motility, and
every 48h, for bacterial contamination (CFU/mL) by inoculation on tryptcasein
soy agar (TSA), for 8 days. Bacterial colonies of different morphotypes were
selected at each counting step, for isolation, selection test (Gram, catalase and
oxidase), in vitro sensibility test (antibiogram) with five antibiotics — penicillin,
ampicillin, estreptomycin, gentamycin and lincomicin — and frozen for posterior
identification. According to the sensibility test, gentamycin was selected, added
to Saad solution and used as semen extender. Concentrations of 0 (control),
0.01, 0.1, 0.5 and 1.0 mg of gentamycin per mL of Saad solution were tested.
Sperm motility and bacterial growth were evaluated. To check whether
gentamycin would interfere with the fertilization process, semen diluted in Saad
solution containing the same concentrations tested before, was used to fertilize
oocytes. Semen diluted in Saad solution pH 7.6 produced the highest sperm
motility during a 7-day refrigeration period. A negative correlation (P<0.01) was
observed between sperm motility and bacterial growth, which indicates that the
decrease in sperm motility was correlated with the increase in the number of
bacteria present in the semen. There was a significant interaction between
gentamycin concentrations and refrigeration time, with the highest sperm
motility rates being observed after 6 days of storage when gentamycin was
added at 0.1mg/mL. This was the lowest concentration able to inhibit bacterial
growth in diluted semen and keep the fertilization rates above 80%. Sixty-three
bacterial colonies were selected for identification. A large variety of bacterial
species was observed and most of the species were rods and Gram negative.
Some species commonly observed in mucus of fish surfaces and aquatic
environments, such as Aeromonas sp. were also found. Furthermore, a large



number of species from the Enterobacteriaceae family (e.g. Citrobacter freundii
and Enterobacter sp.), Gram positives, such as Bacillus sp., Enterococcus sp.,
and coagulase negative Staphilococcus sp., were found. Gentamycin at 0.1
mg/mL produced an inhibitory effect on potentially pathogenic bacteria, which
confirms the importance of broad-spectrum antibiotic utilization for the
refrigeration of piracanjuba semen.

Keywords: semen, fish, refrigerated, bacteria, antibiotic, Brycon

*Guidance committee: PhD Ana Teresa de Mendonga Viveiros — UFLA
(advisor); Dr. Henrique César Pereira Figueiredo — UFLA (advisor).
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

O Brasil possui a maior concentragdo de agua doce do mundo e uma
ictiofauna vasta e exuberante. Porém, alguns aspectos ambientais, tais como a
construcdo de barragens hidrelétricas, t€ém provocado danos a nossa
biodiversidade aquatica, especialmente um grupo de teledsteos, os peixes
migratorios. Estes teledsteos sdao prejudicados pelas barragens em diversas fases
importantes da sua vida, desde ovo e larva, até¢ adulto para a reprodugdo, como ¢
o caso da piracanjuba teledsteo da Familia Characidae espécie Brycon
orbignyanus (VALENCIENNES, 1849), alvo deste estudo.

Diante dessas circunstincias e do crescimento acelerado da piscicultura
nos ultimos anos, existe uma demanda crescente por técnicas praticas e apuradas
de preservacdo de gametas que facilitem a fertilizagdo artificial desses animais
para repovoamento dos rios e sua criagdo em cativeiro. O armazenamento de
espermatozodides pode ser realizado em curto prazo (horas ou dias), por meio do
resfriamento, a temperaturas entre 4°C-6°C ou em longo prazo, pela
criopreservagdo em nitrogénio liquido a —196°C, mantendo sua viabilidade por
tempo indefinido (meses/anos), que pode variar de acordo com a espécie ¢ o
protocolo utilizados.

O resfriamento tem contribuido para o desenvolvimento e o aprimoramento
da aplicacdo de metodologias que visam ao controle da reprodu¢do, favorecendo a
manipulacdo genética, o melhoramento de plantéis e a redugio do estoque de
machos, por tornar disponiveis os gametas por mais tempo. O resfriamento ¢ um
método pratico e simples para uso na rotina de pisciculturas e programas de
preservagdo de espécies em risco de extingdo, além de facilitar as trocas de materiais
genéticos entre as fazendas produtoras de pescados. No entanto, a técnica ainda ¢é

pouco utilizada.
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O principal fator limitante do uso de sémen resfriado ¢ o seu curto
periodo de armazenamento, evidenciado por baixas taxas de motilidade
espermatica. Estudos realizados no Brasil mostram que existem diferengas entre
as espécies nativas, principalmente quanto ao periodo de estocagem e ao(s)
diluidor(es) que melhor se ajusta(m) ao s€émen. Em estudos realizados com
varias espécies de salmonideos, ciprinideos e esturjoes, tem sido observado
efeito do pH do sémen sobre a motilidade espermatica (Alavi & Cosson, 2005).

Outro ponto relevante no resfriamento, ¢ ainda pouco explorado, é o uso
de antibidticos nos diluidores de sémen de peixe. Alguns trabalhos com sémen
de espécies de peixe de clima temperado tém sugerido o acréscimo de
antibioticos aos diluidores. Recentemente, pesquisadores brasileiros testaram a
adicdo de antibidtico a diluidores de sémen, mas sem avaliar sua eficiéncia no
controle bacteriano (Maria et al., 2006). Este ¢ um fator importante, uma vez que
a presenga de bactérias tem sido citada como uma das possiveis causas do curto
periodo de viabilidade dos espermatozoides submetidos ao resfriamento.

Dessa forma, este trabalho visa: colaborar com o aperfeicoamento das
técnicas de resfriamento para sémen de piracanjuba pela avaliagdo do melhor
valor de pH para armazenamento do sémen; avaliar o padrdo de comportamento
da motilidade espermatica na presenca e auséncia de contaminantes bacterianos
e verificar as taxas de fertilizacdo de ovocitos do sémen em solugdo contendo
antibidtico e o perfil da populacdo bacteriana presente em amostras de sémen

resfriado dessa espécie.



2 OBJETIVOS
2.1 Geral

O objetivo geral deste trabalho foi o aperfeicoamento de protocolo de
resfriamento para s€émen de piracanjuba, pelo uso de uma solucdo diluidora
capaz de manter a motilidade espermatica por, pelo menos, 7 dias, livre de
contaminantes bacterianos que ndo interfiram na viabilidade e na capacidade de
fertilizacdo do sémen. Buscou-se também realizar a avaliacdo do melhor valor
de pH para armazenamento do sémen, avaliar o padrdo de comportamento da
motilidade espermatica na presenga e auséncia de contaminantes bacterianos
através do uso de antibidticos, verificar as taxas de fertilizagdo de ovodcitos do
sémen em solucdo contendo antibidtico e o perfil da populagdo bacteriana

presente em amostras de s€émen resfriado dessa espécie.

2.2 Objetivos especificos

Especificamente, este trabalho buscou:

. determinar o melhor valor de pH para armazenamento de sémen de
piracanjuba durante o resfriamento;

. determinar o nivel de contaminagdo bacteriana do sémen obtido por
leve compressdo da cavidade celomatica, em peixes da espécie piracanjuba
capturados durante a estagdo reprodutiva;

. observar a existéncia de correla¢do entre a contaminagdo bacteriana ¢ a
perda da qualidade espermatica do sémen de piracanjuba, quando mantido
resfriado a 4-6°C;

. testar o uso de antibidticos associados ao protocolo de diluicdo para

resfriamento de s€émen de peixe na inibigdo do crescimento bacteriano;



. testar a capacidade de fertilizagdo do sémen diluido em meio contendo
antibidtico, utilizando-se ovocitos de fémeas de piracanjuba obtidos por meio da
indugdo artificial da desova;

definir uma concentragdo de antibiotico eficiente na inibicao
bacteriana e que ndo interfira na motilidade espermatica nem no processo de

fertilizacao.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A espécie em estudo

Ordem: Characiformes
Familia: Characidae

Género: Brycon

Espécie: Brycon orbignyanus

Nome popular: Piracanjuba

A piracanjuba ¢ encontrada nas bacias dos rios Grande, Paranad e
Paraguai. Esta espécie apresenta corpo fusiforme e comprido e a boca é ampla e
terminal. O dorso é castanho-escuro e apresenta uma grande mancha negra na
base do pedunculo caudal, estendendo-se até os raios caudais medianos. As
nadadeiras apresentam cor vermelha, e a nadadeira caudal apresenta uma faixa
mediana bem escura. Em ambientes naturais, a fémea atinge o comprimento de
80 cm e 8,2 kg de peso, enquanto o macho atinge 68 cm e 3,6 kg (Vaz et al,,
2000).

Prefere ambientes sombreados em aguas claras, sendo encontrada nos

locais em que as arvores se deitam sobre o rio, onde obtém os frutos que lhe



servem de alimento. E uma espécie onivora, podendo se alimentar de plantas,

pequenos peixes e insetos, em ambientes naturais (Vaz et al., 2000).

FIGURA 1. Exemplar adulto de piracanjuba (Brycon orbignyanus)

Prejuizos ao meio ambiente, como a destrui¢do das matas ciliares, pesca
predatéria e atividade pesqueira estritamente extrativista, descarga de dejetos
nos rios, ma utilizagdo dos solos, o represamento dos rios, entre outros, t&ém
ocasionado o desaparecimento dessa espécie de peixe, incluindo-a nas listas de
animais ameacados de extingdo (Vaz et al.,, 2000). Por ser uma espécie de
piracema (reofilica), ¢ muito prejudicada pela construgdo de usinas hidrelétricas
nos rios onde habita em diversas fases importantes da sua vida; uma destas fases
¢ a reproducdo, que vai garantir a perpetuagdo dessas espécies no ambiente. As
barragens constituem barreira intransponivel na sua rota migratoria, reduzindo
ou eliminando sua eficiéncia reprodutiva e o retorno dos alevinos. A piracanjuba
realiza migragdo reprodutiva subindo o rio entre setembro e outubro,
culminando com a desova entre novembro ¢ janeiro. A partir desse momento
realiza a migragdo para a alimentacdo, descendo o rio até a regido onde

permanece de janeiro a agosto. O macho est4 apto para a reproducdo a partir de



dois anos de idade com 20 cm, e a fémea, a partir do terceiro ano com 25 cm de
comprimento (Vaz et al., 2000).

Além do aspecto ecoldgico, a piracanjuba apresenta bom potencial
zootécnico, do ponto de vista do cultivo, como rapido crescimento e ganho de
peso demonstrado em criagdes experimentais e carne de excelente qualidade
(Freato, 2005). A piracanjuba tem despertado grande interesse ¢ ¢ muito
indicada como alternativa para o desenvolvimento da piscicultura de aguas
interiores em diversas regides brasileiras (Moreira et al., 2001), principalmente
porque apresenta carne rosada e saborosa, sendo bastante apreciada e de elevado

valor comercial (Godoy, 1986), mas ndo se reproduz naturalmente em cativeiro.

3.2 Espermatozoides e sémen

Os espermatozodides, em qualquer espécie animal, podem ser
morfologicamente caracterizados em duas partes — cabeca e cauda (flagelo),
sendo esta ultima subdividida em pega intermediaria, pega principal e pega
terminal (Figura 2). Na maioria dos grupos de peixes, falta o acrossoma, que esta
presente nos espermatozoides, em todos os outros grupos de vertebrados
(Nagahama, 1983). Todavia, a caréncia do acrossoma, na maioria dos teledsteos,
¢ compensada pela presenca da micropila (Figura 3), um orificio no cérion do
ovo para a penetracao do espermatozoide (Cosson et al., 1999).

As caracteristicas seminais sdo bastante variadas entre as espécies ¢ a
sua avaliagdo ¢ de grande importancia para o estabelecimento da fertilizacdo
artificial. Para a descrigdo de um perfil espermatico, sdo analisadas
caracteristicas fisicas do sémen (volume, motilidade, vigor e concentragdo) e,
ainda, as caracteristicas morfologicas dos espermatozoides (Fonseca et al.,
1992). E importante o conhecimento desses valores para que se possa avaliar a
qualidade do sémen coletado e, com isso, otimizar sua utilizagcdo no processo de

fertilizacdo artificial (Viveiros, 2005). Valores de volume e concentragdo



espermatica estabelecidos para algumas espécies de peixes nativas sio

apresentados na Tabela 1.

FIGURA 2. Espermatozéide de piracanjuba, Brycon orbignyanus. (Micrografia:
Maria, A.N.)

FIGURA 3. Ovocito com presenga de micropila de piracanjuba, Brycon
orbignyanus. (Micrografia: Maria, A.N.)



O volume do sémen e a concentragdo espermatica encontrados nas
espécies de peixes sdo bastante varidveis. E muito variavel entre as diversas
espécies e dentro de uma mesma espécie, devido a estacdo do ano, ao clima, ao
periodo de repouso sexual e ao método de coleta. O tamanho dos reprodutores,
via de regra, estd intimamente relacionado ao volume de sémen obtido numa

coleta (Shimoda, 1999).

TABELA 1 — Volume e concentragdo espermatica do sémen de algumas
espécies brasileiras de dgua doce

Nome comum e espécie Volume Concentragdo Autores

(mL) espermatica*
Curimata-pacu (Prochilodus ND 19,2a26,6  Godinho & Coser (1995)
marggravii)

8,6 a 28,7 Shimoda et al. (1997)

Curimbata (Prochilodus scrofa) ND 13,3a20,5  Godinho & Coser (1995)
Curimbata (Prochilodus 0,5 a 14,4a20,3  Cruz(2001)
lineatus) 3,0

13,32 20,5 Godinho & Coser (1995)
14,1 2 20,3 Ribeiro (2001)
Dourado (Salminus maxillosus) ND 43a10,8 Godinho & Coéser (1995);

Oliveira (2006)
Matrinxa (Brycon cephalus) 4,0 9,6 Silveira (2000)
Pacu-caranha (Piaractus 7,2 £+ 7,1all,l Godinho & Coser (1995)

mesopotamicus) 4,6
36,6a48,1  Bedore (1999)
31,7a43,1 Shimoda (1999)
Piapara (Leporinus elongatus)  ND 7,0 -16,0 Godinho & Céser (1995)
Piau-acu (Leporinus 0,05-0,2 3,5a7,6 Oliveira et al. (2004)
macrocephalus)
11,2+2,8 Ribeiro (2001)
Pintado (Pseudoplatystoma ND 8,0al6,0 Godinho & Coser (1995)
coruscans)
Piracanjuba (Brycon 14,5 10,0 a2 14,0  Bedore (1999)
orbignyanus)
10a20 39a6,l1 Oliveira et al. (2004)
>15 2,8a10,7 Maria (2005)
Pirapitinga (Brycon nattereri) 76 *+ 30,0+5,6 Oliveira (2006)
1,1

* espermatozoides x 10°/ mL; ND — ndo descrito. Adaptado de Viveiros (2005).



A concentragdo, ou densidade, espermatica expressa a quantidade de
espermatozéides por volume de sémen, podendo ser determinada por meio de
contagem em camaras volumétricas, mediante dilui¢do do esperma. Valores de
concentragdo, assim como suas variacdes de acordo com o peso e idade do
peixe, época do ano, freqiiéncia de coleta e porcdo do ejaculado, foram
estudados por diversos autores. O método mais comum para a determinagdo da
concentragdo espermatica (células espermatica/mL de sémen) é a contagem de
espermatozdides, por meio de uma cdmara hematimétrica (Buyukhatipoglu &
Holtz, 1984). Métodos alternativos t€m sido propostos, podendo-se citar a
espectrofotometria (Ciereszko & Dabrowski, 1993; Silveira et al., 1987;) e o
espermatocrito (Poole & Dillani, 1998; Ribeiro, 2001; Viveiros et al, 2003).

A concentracdo espermatica pode ser estimada em nUmero de
espermatozéide/mL de s€émen, nimero de espermatozodide/kg de peso corporal e
numero de espermatozodide/peixe. O numero de espermatozédides por mL de
sémen ¢ mais apropriado, podendo ser complementado pelo volume total de
sémen (Maria, 2005). Com relagdo a motilidade espermatica, todas as
observacdes sobre motilidade e estudos bioquimicos relatados sdo realizadas
mediante dilui¢do do sémen. Uma vez que a duragdo da motilidade ¢ curta (1-2
minutos para os espermatozoides da maioria das espécies de peixes) e visto que
0 movimento espermatico varia durante a fase de motilidade, a diluicdo é uma
peca chave para a determinacdo da dinamica de ativagdo (Billard & Cosson,
1992). A osmolalidade, ou a pressdo osmoética tem influéncia sobre a motilidade
espermadtica, sendo a ativacdo dos espermatozoides parcial ou totalmente
dependente de iso ou hipotonicidade da solugdo diluente em relagdo ao plasma
seminal (Shimoda, 1999).

A  motilidade espermdtica em peixes ¢ iniciada quando os
espermatozoéides (que sdo imoveis no fluido seminal) sdo liberados no exterior e

entram em contato com a agua. A diferenca existente entre a baixa osmolaridade
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da agua em relagdo aquela do plasma seminal é essencial para a iniciagdo da
motilidade dos espermatozéides em peixes de agua doce. Nos peixes marinhos, a
situagdo ¢ inversa: a motilidade ¢ iniciada quando o espermatozdide entra em
contato com a agua do mar, cuja osmolaridade ¢ muito mais elevada que a do
plasma seminal (Takai & Morisawa, 1995). Uma completa ativagdo da
motilidade pode ser obtida pela dilui¢do em meio com um milimolar de calcio
(Billard & Cosson, 1992). A iniciagdo da motilidade ¢ instantdnea e dependente
da concentragdo i6nica do calcio, com 50% de completo efeito obtido a,
aproximadamente, ] mM Ca'. A energia para a motilidade ¢ o metabolismo
basico do espermatozodide ¢ derivada de uma quebra de nutrientes exdgenos e
endogenos, na presenca ou auséncia de oxigénio (Stoss, 1983).

A diminuicdo da capacidade de natacdo dos espermatozoides ¢
originada, em parte, pela diminuicdo do estoque de energia ocorrida durante o
periodo de motilidade (Billard, 1990; Cosson et al., 1999). Em espermatozoide
de peixes, a fosforilizagdo oxidativa mitocondrial, que é altamente requerida
para produzir energia durante a locomocdo, permanece insuficiente para

sustentar o armazenamento de ATP enddgeno (Cosson et al., 1999).

33 Influéncia do pH do plasma seminal

O pH tem sido descrito como um dos maiores fatores ativadores de
sémen de diversas espécies de peixe (Alavi & Cosson, 2005). Em alguns casos,
tem sido relatado o seu efeito sobre capacidade fertilizante do sémen, como nos
resultados de Cho et al. (1992) e de Saad & Billard (1987), que estudaram o
efeito do pH sobre a capacidade fertilizante em Ciprinus carpio e Epinephelus
malabaricus, respectivamente. Solu¢des diluidoras ndo induziram motilidade em
espermatozdides de truta arco-iris quando o pH foi ajustado a valores abaixo de
7,8 (Baynes et al., 1981). Estudos feitos por Baynes et al. (1981) e por Billard &
Cosson (1988; 1989; 1992) indicam que fons Ca’" e Mg®" podem superar o
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efeito inibitorio do pH. Ao contrario, condi¢des alcalinas, isto ¢, pH similar ou
maior que aqueles do plasma seminal, aparentemente, melhoram a motilidade
espermatica e a habilidade fertilizante dos espermatozéides salmonideos (Billard
1981; Billard et al.,, 1974). O pH do plasma seminal mensurado para
salmonideos ficou entre 7,5 a 8,5. Esses resultados demonstram que existe uma
correlagdo significativa entre pH do plasma seminal e a motilidade espermatica
ou taxas de fertilizacdo (Alavi & Cosson, 2005). Billard (1986) ¢ Gatti et al.
(1990) relataram que o pH interno dos espermatozoides varia em paralelo com o
pH externo e que aquele é cerca de 1 unidade pH abaixo deste. O pH,
provavelmente, influencia a concentracdo protonica intracelular, a qual,
subseqiientemente, afeta o potencial de membrana, bem como o comportamento
da motilidade (Boitano e Omoto, 1992). Billard & Cosson (1988) relataram que
motilidade espermatica 6tima da truta arco-iris Parasalmo gairdneri ¢ em pH 9,
quando a temperatura estd entre 5°C-21°C.

Em ciprinideos, tem sido demonstrado que pH intra e extracelular, bem
como a concentragdo idnica da solucdo ativadora, influencia a ativagdo e a
duragdo da motilidade espermatica (Marian et al., 1997). Lahnsteiner et al.
(1998) relataram uma correlacgao significativa entre o pH do plasma seminal e a
percentagem de espermatozoides potencialmente moveis, a percentagem de
espermatozdides com motilidade linear e a velocidade de natagdo. Esses
resultados sugerem que o pH pode ser uma caracteristica importante do plasma
seminal influenciando o potencial para motilidade em espermatozoides de

ciprinideos (Alavi & Cosson, 2005).

34 Preservacéo do sémen por meio do resfriamento
A preservacao de gametas de peixes por meio do resfriamento tem sido
estudada em algumas espécies de peixes tropicais com resultados satisfatorios.

Os espermatozdides de peixes sio imoveis no plasma seminal. Esta
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caracteristica favorece sua preservacdo a curto prazo, ja que eles ndo requerem
energia para locomogdo. Segundo Carolsfeld & Harvey (1999), uma solucao
diluidora deve ser utilizada no processo de resfriamento, pois a diluicdo diminui
a competicdo dos espermatozoides por oxigénio e espago. O resfriamento € uma
técnica simples, que permite que o sémen esteja disponivel por intervalo de
tempo maior, para a fertilizagdo de ovocitos liberados por fémeas hormonio-
induzidas, o que assegura maior produtividade no processo reprodutivo. Por
facilitar o uso de um grande niimero de machos por fémea, pode ajudar no
progresso do melhoramento genético da prole resultante (Marques & Godinho,
2004).

No Brasil, ainda sdo poucas as publicagdes envolvendo o resfriamento
de sémen de espécies nativas. O sémen de Brycon lundii ou matrinxd, Piaractus
mesopotamicos ou pacu, Leporinus frederici ou curimbatd/piau-trés-pintas,
Leporinus elongatus ou piapara, Prochilodus marggravii ou curimati-pacu,
Pseudoplatystoma coruscans ou surubim/pintado e Brycon orbignyanus ou
piracanjuba foi resfriado por 6-29 horas, apresentando motilidade espermatica
acima de 30% (Marques, 2001). O sémen de piracanjuba foi resfriado por até 7
dias, apresentando motilidade espermética em torno de 40% (Maria, 2005); o de
Salminus maxillosus ou dourado foi resfriado por até 72 horas, com motilidade
de 30% e de Brycon nattereri ou pirapitinga foi resfriado com sucesso por 7
dias, com motilidade de 70% (Oliveira, 2006).

Contudo, o armazenamento prolongado, em condi¢des de resfriamento,
pode afetar profundamente a qualidade das células espermaticas, uma vez que
condi¢des anaerdbicas associadas a contaminagdo microbiana reduzem a
motilidade e a viabilidade espermaticas (Rurangwa et al., 2004). Segundo Stoss
& Donaldson (1982), os fatores mais determinantes do sucesso do resfriamento
sdo redugdo da temperatura, fornecimento e troca de gases, prevengdo do

desenvolvimento bacteriano e prevenc¢do da dessecacao.
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3.5 Contaminagdo do sémen por microrganismos ¢ sua
prevencao
Com a coleta e transporte de gametas de espécies aquaticas, existe um
risco potencial de transferéncia microbiana (bactérias, fungos, micoplasmas,
etc.). A contaminacdo do s€émen pode ocorrer durante a coleta, o processamento,
0 armazenamento ¢ o transporte (Jenkins, 2000a ). Um programa bem planejado
de preservagdo de sémen de espécies aquaticas deve incorporar uma
compreensivel estratégia para coleta e armazenamento de gametas de alta
qualidade, livre de contaminantes patogénicos (Tab 2). Pelo fato de a presenga
de microrganismos em sémen coletado e armazenado para uso em fertilizagao
artificial constituir um risco potencial de transmissdo de doengas, minimizar
essas ameagas ¢ um alvo de um programa de preservacdo bem sucedido
(Jenkins, 2000b). A qualidade do sémen pode ser afetada pela saude do doador
(AFS Fish Health Section, 1997), por técnicas de coleta e pelo método de
manuseio das amostras. O sémen coletado deve estar livre de agua, sangue,
muco ou material fecal (Jenkins, 2000a). Restricdo alimentar anterior a coleta de
sémen tem sido sugerida (Rana, 1995; Saad et al., 1988). As solucdes diluidoras
devem ser armazenadas a 4°C-5°C e serem usadas dentro de uma semana (Rana,
1995) ou congeladas a —20°C ou, preferivelmente, a temperaturas mais baixas.
Uma checagem deve ser feita anteriormente ao uso, para que o esperma nao seja
ativado pelo diluente (Jenkins & Tiersch, 1997). O diluente deve ser esterilizado

por filtro de esterilizacdo (membranas 0,1 pm) ou autoclavado.
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TABELA 2 Alguns microrganismos detectados em sémen de diferentes espécies

de animais

Microrganismos

Animal hospedeiro

Referéncia

Micoplasmas
Mycoplasma meleagridis
M. bovis

M. bovigenitalium
Ureaplasma spp.

Bactérias
Escherichia coli

Streptoccocus spp. B-
hemoliticos

Alcaligenes spp.
Bacillus spp.

Staphiloccocus aureus
Proteus spp.

Klebsiella pneumoniae
Enterobacter spp.
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas spp.
Aeromonas sp.

Klebsiella sp.

Pantoea sp.

Campylobacter fetus subsp.

Venerealis
Leptospira spp.

Peru
Bovino
Bovino
Bovino
Peru
Bovino

Garanhao/galos

Suinos
Garanhao/galos

Suinos
Galos
Galos/suinos

Galos e suinos
Galos/suinos

Garanhao
Suinos
Garanhao/bovinos

Peixes (bagre-do-
canal)

Peixes (bagre-do-
canal)

Peixes (bagre-do-
canal)

Peixes (bagre-do-
canal)

Suinos

Touros

Suinos e touros

Ferrier et al. 1982

Shin et al. 1986

Shin et al. 1986

Shin et al. 1986
Stipkovits et al. 1978
Truscott ¢ Huhnke 1984

Jasko et al., 1993; Sexton
et al., 1980

Thacker et al., 1984
Jasko et al., 1993; Sexton
etal., 1980,

Thacker et al., 1984
Sexton et al., 1980
Sexton et al., 1980,
Thacker et al., 1984
Sexton et al., 1980,
Thacker et al., 1984
Sexton et al., 1980,
Thacker et al., 1984
Jasko et al., 1993
Thacker et al., 1984
Getty e Ellis, 1967; Jasko
etal., 1993,

Eaglesome e Garcia 1995
Jenkins & Tiersch, 1997

Jenkins & Tiersch, 1997
Jenkins & Tiersch, 1997
Jenkins & Tiersch, 1997
Thacker et al., 1984
Van Camp et al., 1992;

Shin et al., 1986
Thacker et al., 1984

Adaptado de Jenkins (2000b)
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Antibidticos em forma de p6 devem ser dissolvidos em agua destilada
estéril. Nao deve haver adi¢do indiscriminada de antibidticos e aqueles

adicionados devem providenciar uma atividade de amplo espectro.

3.6 Uso de antibioticos nos diluidores de sémen resfriado

O uso de antibidticos acrescidos aos componentes dos diluidores de
sémen tem sido pratica comum nos protocolos de resfriamento de diversas
espécies de interesse produtivo. O interesse crescente pela inseminagado artificial
tem levado os pesquisadores a estudarem técnicas que viabilizem a conservagdo
de sémen por longos periodos sem comprometer, no entanto, a sua capacidade
de fertilizacdo.

A redugdo da motilidade e os danos no acrossoma da célula espermaética
de mamiferos podem ser observados, em decorréncia do crescimento bacteriano,
no meio diluidor do sémen (Zagorski et al., 1972). Por este motivo, o uso de
antibidticos (ATBs) nos meios diluidores tem sido uma pratica muito utilizada,
possibilitando o aumento do tempo de estocagem do ejaculado (Poolperm et al.,
1998)n principalmente de suinos, eqiiinos, bovinos ¢ no homem.

Em suinos, a gentamicina ¢ um dos antibioticos mais empregados no
controle do desenvolvimento bacteriano no sémen durante o periodo de
armazenamento in vitro (Sone, 1992), havendo, ja, diluidores comerciais que
trazem este antibidtico em sua composi¢do. Como exemplo podem ser citados o
Beltsville Thawing Solution, ou BTS® (Minitub), que contém sulfato de
gentamicina 0,25% e o M III® 6% - Merck III (Minitub,) que contém sulfato de
gentamicina 0,3%.

No entanto, a aplicacdo dos antibidticos ndo tem sido sistematicamente
investigada para o uso em espécies aquaticas (Jenkins, 2000b). Alguns autores
tém testado a adi¢do de antibidticos ao diluidores para resfriamento com

resultados promissores. Em experimentos conduzidos por Christensen & Tiersch
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(1996), a adi¢do de 1% de um coquetel de antibidticos comercial ao diluidor,
usado em algumas amostras de sémen de bagre do canal Ictalurus punctatus,
prolongou o tempo antes que a diminui¢do da motilidade fosse observada e
prolongou o tempo total de armazenamento do s€men refrigerado. A adigdo de
antimicrobianos na concentragdo adequada pode prolongar o periodo de
armazenamento de sémen resfriado por inibir a contaminagdo bacteriana do
sémen e minimizar a produgdo de toxinas bacterianas, as quais podem danificar
os espermatozoides (Jenkins, 2000b). Segovia et al. (2002), utilizando
concentragdes de gentamicina de 0,75 mg/mL e ampicilina acima de 0,25
mg/mL, respectivamente, observaram redug@o significativa sobre a viabilidade
espermatica e a fun¢do mitocondrial em sémen de tilapia-do-Nilo, Oreochromis
niloticus. Entretanto, concentragdes de 0,5 mg/mL de gentamicina no sémen
tiveram resultados de viabilidade e fun¢do mitocondrial superiores ao controle
sem gentamicina. Dados sobre uso de antibidticos nos diluidores de sémen das
espécies de peixes brasileiras sdo escassos. Maria et al. (2006) utilizaram uma
concentragdo de 0,250 mg/mL de gentamicina associada aos protocolos de
alguns diluidores, além de BTS 5%" e M III 6%" para resfriamento de sémen de
piracanjuba. No entanto, estes mesmos autores ndo obtiveram resultados
significativos com relagdo a um maior periodo de armazenamento do sémen e
melhores percentagens de motilidade espermatica em relacdo aos diluidores sem

antibiotico.

3.7 Exemplos de antibioticos utilizados em diluidores de sémen

Varios sdo os antibidticos utilizados em diluidores de sémen.
Recentemente, alguns trabalhos testaram o uso de antibidticos em sémen de
peixe, entre eles, penicilina e estreptomicina (Christensen & Tiersch, 1996;
Segovia et al., 2000), ampicilina (Segovia et al., 2000) e gentamicina (Segovia et

al., 2000; Maria et al 2006). Um antibiotico comum a diluidores de sémen, mas
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ainda ndo testado em sémen de peixe, ¢ a lincomicina. O uso de lincomicina,
penicilina, estreptomicina e gentamicina tém sido exigido em protocolos de
resfriamento e congelamento de sémen em bovinos e requerida nos meios de
criopreservagdo para a comercializagdo e distribui¢do de gametas bovinos e
bubalinos (Instrugdo Normativa n° 48, 2003).

A penicilina ¢ um antibidtico natural derivado de um fungo Penicillium
chrysogenum (ou P. notatum), descoberta por Alexander Flemming em 1929 e
esta disponivel como farmaco desde 1941. As penicilinas contém um anel beta-
lactam, assim como as cefalosporinas. Todos os antibidticos beta-lactamicos
interferem na sintese da parede celular bacteriana. A penicilina acopla num
receptor dessa parede e interfere na transpeptidagdo que ancora o peptidoglicano
estrutural de forma rigida em volta da bactéria. Como o interior desta ¢
hiperosmético, sem uma parede rigidan hd afluxo de agua do exterior e a
bactéria morre (Wikipedia - Penicilina, 2006b). Existem muitos antibioticos
derivados por métodos quimicos industriais da penicilina, constituindo as
penicilinas semi-sintéticas como, por exemplo, a ampicilina (Figura 4). Estas
penicilinas semi-sintéticas possuem maior espectro de acdo ¢ sdo eficazes contra

mais microrganismos (Wikipedia - Ampicilina, 2006a).
o
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FIGURA 4. Estrutura molecular da ampicilina
Fonte: Farmaco Web (2006)
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Em 1944, o russo Selman A Waksman, estudando alguns fungos do solo,
especialmente o Streptomyces gryseus, observou que este microrganismo
possuia propriedades bactericidas. Com base neste fungo, o cientista
desenvolveu o primeiro aminoglicosideo da histéria: a estreptomicina, pelo que
recebeu, em 1954, o prémio Nobel de Fisiologia e Medicina. Em 1963, o mesmo
pesquisador isolou a gentamicina a partir da Micromonospora sp., um dos
farmacos da familia dos aminoglicosideos mais utilizados.

Os aminoglicosideos sdo antibidticos obtidos do cultivo de
Estreptomyces ou Micronospora. Estes antibioticos contém 1-2 aminoagucares
glicosilados unidos a um nucleo central de hexose. A estreptidina ¢ o nucleo da
estreptomicina e a 2-deoxiestreptamina (Figura 4) é o nucleo central encontrado
na gentamicina (Chambers e Sande, 1997). Com relacdo a sua estrutura, é
importante ressaltar que sdo antibioticos hidrofilicos (polares)m os quais t€ém
algumas implicagdes, como: tém ma absor¢do entérica, md penetracdo pela
barreira hematoencefalica e, por seu carater polar, ttm ma penetracdo em
membranas biologicas (Figura 4) (Chambers e Sande, 1997).

Inicialmente, acreditava-se que sua aglo bactericida consistia,
unicamente, de sua unido a subunidade 30S do ribossoma bacteriano de forma
irreversivel, alterando a sintese protéica bacteriana (Chambers e Sande, 1997).
Porém, estudos mais aprofundados demonstraram que os aminoglicosideos
possuem moléculas catidnicas que se unem a membrana externa bacteriana e
produzem fissuras na mesma, produzindo alguns efeitos. Aumentam a captacao
da droga pela bactéria e favorecem a saida de conteudo celular e, portanto, sua
morte. A administragdo de aminoglicosideos combinados a antibidticos
inibidores da sintese de parede celular bacteriana facilita sua entrada na célula

(Farmaco Web).
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FIGURA 5. Estrutura molecular da gentamicina. Fonte: FArmaco Web (2006)

Os aminoglicosideos sdo ativos in vitro contra um grande nimero de
bactérias, especialmente bacilos gram-negativos, alguns cocos gram-positivos e
algumas micobactérias (Farmaco Web). Com relagdo ao seu mecanismo de agdo,
pode-se concluir que sdo bactericidas, atuam em ambito intracelular e sobre a
membrana celular externa. O efeito bactericida depende da concentracdo: quanto
maior a concentragdo, maior o efeito bactericida. Um efeito pos-antibidtico, ou
seja, a persisténcia de atividade bactericida apds a concentracao sérica ter caido
abaixo da concentragdo inibitoria minima, também ¢ caracteristico da
gentamicina ¢ a duracdo desse efeito depende da concentragdo (Chambers e
Sande, 1997).

A lincomicina, como todo antibidtico da classe dos macrolideos, ¢
similar em estrutura e atividade e interfere na sintese de proteina por ligagdo
reversivel a subunidade 50S do ribossomo. Os macrolideos parecem ligar-se ao
sitio doador, e assim previnem a translocacdo necessaria para manter o
crescimento da cadeia de peptideos. Macrolideos sdo, por isso, considerados
bacteriostaticos e sdo significativamente mais ativos em faixas de pH elevadas
(7,8-8) (Merck, 2006).

Resisténcia aos macrolideos em organismos gram-positivos resulta de
alteragdes na estrutura ribossomal e perda da afinidade do macrolideo. A

resisténcia pode ser intrinseca ou mediada por plasmideo e constitutiva ou
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induzivel. Microrganismos gram-negativos sdo resistentes, provavelmente,
devido ao fato de os macrolideos ndo penetrarem em suas paredes celulares

(Merck, 2006).
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ISAU, Z. A. Efeito do pH, crescimento bacteriano e do uso de gentamicina sobre
a motilidade espermatica do sémen de Brycon orbignyanus, piracanjuba,
durante o resfriamento e o uso de sémen com gentamicina na fertilizagao.
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Efeito do pH, crescimento bacteriano e do uso de gentamicina sobre a
motilidade espermatica do sémen de Brycon orbignyanus, piracanjuba,

durante o resfriamento e o uso de sémen com gentamicina na fertilizacéo

1 RESUMO

O resfriamento de s€émen ¢ um método simples de preservacdo de
gametas. No entanto, o crescimento de bactérias e as mudangas no pH do sémen
parecem ser fatores que comprometem a viabilidade espermatica nessa técnica.
Este estudo teve o objetivo de aperfeigoar um protocolo de resfriamento de
sémen de Brycon orbignyanus, piracanjuba, por meio do controle do pH e de
crescimento bacteriano. Em cada experimento, amostras de sémen foram
diluidas (1:10 volume final) em solu¢dao de Saad (NaCl 200 mM, Tris 30 mM;
Saad et al., 1988) filtradas e armazenadas entre 4°C-6°C. No experimento 1, o
pH da solugdo foi ajustado para 7,0; 7,6; 8,2 ¢ 8,8 ¢ 0o sémen diluido em cada
solugdo. A motilidade espermatica foi avaliada a cada dia, por 7 dias. No
experimento 2, o pH da solucdo foi ajustado para 7,6 e o sémen diluido nessa
solucdo foi avaliado a cada dia, quanto a motilidade espermatica e o crescimento
de bactérias a partir de contagem em placas de Petri (determinagdo de UFC/mL).
No experimento 3, colonias bacterianas isoladas das amostras de sé€men
(experimento 2) foram submetidas a teste de sensibilidade in vitro (discos de
difusdo) com 5 antibiodticos (penicilina, estreptomicina, lincomicina, ampicilina
e gentamicina). Em seguida, a adi¢do de gentamicina em cinco concentragdes, 0;
0,01; 0,1; 0,5 e 1,0 mg/mL, em solugdo de Saad foi testada para a diluicdo do
sémen. A motilidade espermatica e o crescimento de bactérias (experimento 4),
além de uma possivel interferéncia dessas concentragdes de gentamicina sobre
fertilizacdo de ovdcitos (experimento 5) foram determinados. Foi observado que,

quando o pH da solugdo de Saad foi ajustado em 7,6, foram obtidas as maiores
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taxas de motilidade espermatica em relagdo as amostras de sémen diluido em
solucdo com pH ajustado para 7,0; 8,2 ¢ 8,8 ¢ ao sémen nao diluido. No
experimento 2, foi observado um aumento progressivo de bactérias no sémen
durante o resfriamento, acompanhado por uma queda gradativa nas taxas de
motilidade espermatica. Dentre as bactérias isoladas para o teste de
sensibilidade, 92,4% foram sensiveis & gentamicina. Amostras de sémen diluido
em solucdo de Saad contendo gentamicina demonstraram percentual de
motilidade maiores que o controle (0 mg/mL gentamicina) entre o 4° e o 6° dias
de resfriamento (P<0.05). No sexto dia, foi observado que amostras de sémen
diluido em solucdo contendo 0,1 mg/mL de gentamicina mantiveram maiores
taxas de motilidade em relacdo ao controle e & amostra diluida em 0,01 mg/mL
de gentamicina. No entanto, ao 8° dia, todas as amostras apresentaram taxas de
motilidade préoximas a zero. Sémen recém-coletado, diluido em solucdo de Saad
contendo 0,1 mg/ml de gentamicina, também obteve melhor resultado na
fertilizacdo dos ovocitos em relagdo as demais solugdes contendo gentamicina.
Apesar de ndo prolongar o periodo de armazenamento em relacdo ao controle, os
resultados apresentados justificam a utilizacdo da gentamicina na manutencéo do
material genético livre de contaminantes bacterianos e diminuindo o potencial
risco de transferéncia de microrganismos patogé€nicos entre plantéis e entre

instalacoes de finalidade diferenciadas.

Palavras chaves: sémen, resfriamento, bactérias, gentamicina, piracanjuba
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Effect of pH, bacterial growth and use of gentamicin on sperm motility of
Brycon orbignyanus semen under refrigeration and use of semen with

gentamicin on oocytes

2 ABSTRACT

Semen refrigeration is a simple method for sperm preservation.
However, bacterial growth and changes in pH of the refrigerated semen seem to
be factors that decrease sperm viability in this technique. The aim of this study
was to improve protocols of refrigerated piracanjuba, Brycon orbignyanus
semen by pH and bacterial growth controls. Samples of semen were diluted
(1:10 total volume) in filtered Saad solution (NaCl 200 mM, Tris 30 mM; Saad
et al.,, 1988) and stored at 4°-6°C. In the first experiment, the pH of the Saad
solution was adjusted for 7.0, 7.6, 8.2, 8.8, and the semen diluted in all solutions.
The sperm motility was evaluated daily, for 7 days. In the second experiment,
samples diluted in Saad solution pH 7.6 and stored at 4-6°C were evaluated,
daily, for sperm motility, and every 48h, for bacterial contamination (UFC/mL)
by inoculation on tryptcasein soy agar (TSA), for 8 days. In the third
experiment, bacterial colonies isolated in the previous experiment were tested, in
vitro, for sensibility (antibiogram) to five antibiotics (penicillin, streptomycin,
lincomicin, ampicillin, and gentamicin). In the fourth experiment, the addition of
five gentamicin concentrations — 0, 0.01, 0.1, 0.5 and 1.0 mg/mL — in Saad
solution was tested as extenders for semen under refrigeration. Sperm motility
and bacterial growth (fourth experiment) and a possible interference of these
concentrations on oocytes fertilization (fifth experiment) were determined. It
was observed that, when the pH of the Saad solution was adjusted to 7.6, higher
sperm motility rates were obtained compared to samples diluted in solutions

with pH to 7.0, 8.2 e 8.8 and the non-diluted semen. In the second experiment, a
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progressive increase in bacteria number was observed during the refrigeration
period, besides a gradual decrease in sperm motility rate. Ninety-two percent of
the bacteria selected for the sensibility test were sensible to gentamicin. Semen
diluted in Saad solution with gentamicin presented higher motility rates than the
control (0 mg/mL gentamicin), between the fourth and sixth days of refrigeration
(P<0.05). On the sixth day, samples diluted in solution with gentamicin 0.1
mg/mL maintained greater sperm motility rates compared to the control and
samples diluted in 0.01 mg/mL of gentamicin. Nevertheless, all samples
presented motility rates close to zero on the eighth day. Fresh semen diluted in
Saad solution with gentamicin 0.lmg/mL also presented a better result in
oocytes fertilization when compared to the other semen extenders with
gentamicin. Although the storage time was not extended, these results justify the
use of gentamicin in order to keep the genetic material free of bacterial
contamination and decrease the risk of transfer of pathogenic microorganisms

between breeders and tanks with different purposes.

Keywords: semen, refrigerated, bacterias, gentamicin, piracanjuba
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3 INTRODUCAO

A piracanjuba, Brycon orbignyanus (Valenciennes, 1849), é uma espécie
de teledsteo encontrada nas bacias dos rios Grande, Paranaiba e Paraguai
(Godoy, 1975). E uma espécie de peixe migratoria e, devido as modificagdes
ambientais provocadas pelo homem, a populagio dessa espécie esta
desaparecendo, constando na lista das espécies em extingdo em Minas
Gerais/Brasil (Vaz, 2000). A piracanjuba também tem demonstrado
caracteristicas satisfatorias para o cultivo, quanto aos seus rendimentos no
processamento, quando comparadas a outras espécies cultivadas (Freato, 2005).
Para a sua reprodugdo em cativeiro com finalidade de cultivo ou repovoamento
dos rios, ¢ necessario o uso de fertilizacdo artificial.

O resfriamento de sémen ¢ uma técnica de conservacdo de gametas por
curto periodo de tempo, simples e util na fertilizagdo artificial. O s€émen pode ser
estocado refrigerado, por um periodo que varia de poucas horas a dias,
dependendo da espécie de peixe, da taxa de diluigdo e do diluidor utilizado
(DeGraaf & Berlinsky, 2004; Rana, 1995). O resfriamento de gametas de
espécies aquaticas ¢ 1til para inumeras técnicas, incluindo hibridizagdo (Goudie
et al., 1993) e ginogénese (Ihssen et al., 1990), para manter linhagens genéticas,
além de ajudar na recuperagdo de populagdes em extingdo e maximizar a
producdo da aqiiicultura. Métodos para otimizar o armazenamento de sémen por
meio do resfriamento tém sido descritos em diversas espécies, tais como
Oncorhynchus mykiss ou truta-arco-iris (Billard, 1981), Oreochromis niloticus
ou tilapia-do-Nilo (Harvey e Kelley, 1988), Salminus maxillosus ou dourado,
Brycon nattereri ou pirapitinga (Oliveira, 2006), Piaractus mesopotamicos ou
pacu (Marques & Godinho 2004), Leporinus macrocephalus ou piau-agu
(Moraes, 2004), Leporinus elongatus ou piapara (Marques & Godinho, 2004),
Brycon orbignyanus ou piracanjuba (Marques & Godinho, 2004; Maria et al.,

36



2006), dentre outros. No entanto, o periodo de armazenamento do sémen
resfriado parece ser limitado por variagdes no pH e por crescimento bacteriano,
entre outros fatores.

Segundo Boitano ¢ Omoto (1992), o pH, provavelmente, influencia a
concentragdo protonica intracelular, a qual, subseqiientemente, afeta o potencial
de membrana, bem como o comportamento da motilidade espermatica em
peixes.

A presenca de bactérias tem sido correlacionada com a diminui¢@o nas
taxas de fertilidade de sémen de Salmo salar ou salmio-do-atlantico (Stoss e
Refstie, 1983), motilidade e fertilidade de sémen de Cyprinus carpio ou carpa-
comum (Saad et al., 1988) e motilidade do sémen de Ictalurus punctatus ou
bagre-do-canal (Christensen & Tiersch, 1996). Apesar disso, a contaminagao
bacteriana do sémen de peixes tem recebido pouca atencdo. Poucos estudos tém
se destinado a otimizagdo dos protocolos de armazenamento refrigerado do
sémen de peixe pelo uso de antibidticos e, geralmente, ndo ha andlise
bacterioldgica (Jenkins & Tiersch, 1997).

Além da ameaca de transmissdo de doencas, a presenca de
microrganismos nas amostras de s€émen pode colocar em risco germoplasmas
valiosos pela diminui¢do da capacidade fertilizante e pela perda de qualidade e
da viabilidade celular (Jenkins, 2000b). Métodos para prolongar o periodo de
armazenamento de sémen de piracanjuba por meio do uso de antibidtico foram,
inicialmente, descritos numa dissertagdo (Maria, 2005) e, mais tarde, publicados
em forma de artigo, por Maria et al. (2006). Nesse estudo, 0,25 mg de
gentamicina foram adicionados em diversos diluidores de s€émen. Apds sete dias
de armazenamento, entre 4°C-6°C, ndo foi encontrada nenhuma diferenga
significativa na motilidade espermatica entre as amostras de sémen diluidas em
meio contendo gentamicina ou ndo. A analise bacterioldégica do sémen,

entretanto, ndo foi realizada.
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Este estudo foi realizado com o objetivo de prolongar o periodo de
viabilidade espermatica do sémen durante o armazenamento sob resfriamento.
Para tal, foram avaliados o pH do diluidor (experimento 1) e o crescimento
bacteriano no sémen diluido (experimento 2) em relacdo a motilidade
espermadtica; a susceptibilidade de bactérias isoladas em amostras de s€émen a
diferentes antibidticos (experimento 3), e o s€émen diluido em solu¢do de Saad
em diferentes concentracdes de sulfato de gentamicina em relagdo a motilidade
espermatica, ao crescimento bacteriano (experimento 4) e a taxa de fertilizacdo

de ovdcitos (experimento 5).

4 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos cinco experimentos nos meses de novembro de 2005
a janeiro de 2006, durante o periodo reprodutivo (piracema), utilizando-se 17
machos de piracanjuba provenientes da. estacdo de piscicultura da Companhia
Energética de Minas Gerais (CEMIG) em Itutinga, MG.

A espermiacdo foi obtida ap6s indugdo com extrato de hipofise de carpa
(4mg/kg), conforme rotina da estacdo de piscicultura. O s€men foi coletado
individualmente por meio de leve compressao abdominal e colocado em béquer
de vidro limpo (ndo estéril) e seco. Foi verificada, logo apds a coleta, a auséncia
de agua, sangue ou urina no s€émen. Em seguida, o s€émen foi avaliado quanto: a
motilidade espermatica por meioo da ativagdo com solucdo de NaCl 50 mM
(Maria, 2005) em microscopio de luz; ao potencial hidrogeniénico (pH)
(medidor de pH portatil digital, LT Lutron PH — 206) e a concentragdo
espermatica determinada por meio de contagem na camara hematimétrica de
Neubauer.

Apenas amostras com motilidade acima de 80% foram usadas neste
estudo. O sémen foi diluido na concentragdo de 1:10 do volume final em solugdo

de Saad (NaCl 200 mM, Tris 30 mM; Saad et al., 1988), de acordo com
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protocolo j& estabelecido para piracanjuba (Maria 2005) e filtrada com filtro
Millipore® de 0,22 pm. O pH inicial da solugdo diluidora de Saad foi
determinado em torno de 10, o qual foi ajustado de acordo com o experimento
24 horas antes de cada diluicao. As amostras de s€men diluidas foram, entdo,
acondicionadas em caixa de isopor contendo gelo e encaminhadas ao
Laboratorio de Doengas dos Animais Aquaticos (AQUAVET) na Universidade

Federal de Lavras, MG, onde foram conduzidos os experimentos.

Experimento 1. Efeito do pH do diluidor

O experimento foi delineado em blocos (3 machos) com parcela
subdividida em relagdo ao tempo, num fatorial 5 x 8 (5 tratamentos — 4 niveis de
pH e sémen ndo diluido x tempos). Logo apds a coleta, o sémen foi diluido em
quatro solugdes de Saad que tiveram seus pHs ajustados para 7,0; 7,6; 8,2 e §,8.
Uma quinta amostra de sémen foi mantida ndo diluida e utilizada como controle.
Todas as amostras, diluidas ou ndo, foram mantidas em refrigerador em
temperatura de 4°C-6°C em tubos de ensaio 15 x 100 mm de vidro abertos. A

motilidade espermatica e o pH foram avaliados a cada dia, durante 7 dias.

Experimento 2. Correlagdo entre motilidade espermatica e crescimento
bacteriano durante o resfriamento

Esse experimento foi delineado em blocos (6 machos) casualizados. O
sémen de cada macho foi individualmente diluido em solu¢do de Saad, com pH
ajustado em 7,6 e mantido refrigerado (4°C-6°C), por 8 dias. Diariamente, a
motilidade espermatica foi determinada e, a cada dois dias, a presenca de
bactérias foi mensurada. Para quantificar a populacdo bacteriana existente no
sémen, foram utilizados o método de dilui¢do ¢ a semeadura em superficie de
agar (Quinn et al., 1994). Amostras de 500 uLL de sémen diluido em solucao de

Saad foram rediluidas seriadamente em base 10, variando de 10" a 10", em
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solugdo salina estéril (NaCl 0,85%). Aliquotas de 100 pL do s€men rediluido em
concentragdes adequadas foram semeadas em duplicata pelo método spread
plate em placas de Petri contendo agar soja trypticaseina (TSA) (Biolife, Italia)
suplementado com 1.000 UI/ml de Nistatina®(Medley, Brasil), para prevengio
do crescimento de leveduras (Carneiro, 2005). Apds inoculagdo, as placas foram
incubadas a 30°C, por 24 horas. A quantificagdo foi feita por contagem de
colonias nas dilui¢des adequadas (placas que apresentassem entre 30 e 300
colonias) e determinada as unidades formadoras de colonia por mililitro de
sémen (UFC/mL). Para controle da esterilidade na solugdo diluidora de Saad, foi
realizado, antes da diluicdo de cada amostra de sémen, um inoculo da solugdo
pura para se determinar a presenca de bactérias no diluidor. Apenas solugdes

livres de bactérias foram utilizadas para diluir sémen.

Experimento 3. Selecio de antibidticos

O objetivo deste experimento foi avaliar o perfil de resisténcia a
antibidticos de colonias bacterianas selecionadas a partir do experimento 2, em
relagdo a cinco diferentes antibioticos. Cinqiienta e trés colonias de bactérias de
diferentes morfotipos foram selecionadas e, de cada colonia bacteriana, foi
coletada uma porg¢do de massa bacteriana, a qual foi suspensa e homogeneizada
em solugdo salina (NaCl 0,85%). A turbidez da suspensao foi ajustada ao padrao
0,5 da escala de McFarland, para a realizacdo de teste de sensibilidade in vitro,
pelo método de discos de difusdo, utilizando o agar Miieller Hinton (Merck)
(NCCLS, 1997). Os discos foram colocados na superficie do agar, utilizando-se
pingas previamente flambadas. Foram utilizados discos de papel de filtro
(Cecon, Brasil) contendo doses padronizadas de gentamicina 10 pg, ampicilina
30 pg, penicilina G 10 Ul, lincomicina 10 pg e estreptomicina 10 pg. As 53
placas (1 placa por colonia) foram incubadas em estufa bacterioldgica, a 30°C,

durante 24 horas. Apés este periodo, os diametros dos halos de inibi¢ao foram
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medidos e comparados com a tabela de performance padrao para os testes de
sensibilidade a antibidticos. Cada amostra foi classificada como sensivel,

intermediaria ou resistente.

Experimento 4. Efeito da gentamicina na motilidade espermatica, pH e
crescimento bacteriano

Este experimento foi delineado em blocos (8 machos), com parcela
subdividida, num fatorial 5 x 9 (concentragdes x tempos). Foi testada a adicdo de
sulfato de gentamicina (apresentacdo comercial em pd) em cinco diferentes
concentragoes (mg/mL de solu¢do de Saad): 0 (controle); 0,01; 0,1; 0,5 e 1,0.
Sémen de cada macho foi individualmente diluido em cada solugdo e resfriado
por 8 dias. Diariamente, foi avaliada a motilidade espermatica e, a cada dois

dias, o crescimento bacteriano.

Experimento 5. Efeito da gentamicina na taxa de fertilizacdo do sémen

Para checar se a adi¢do do sulfato de gentamicina teria efeito negativo
sobre os ovocitos ou sobre os eventos da fertilizagdo, o sémen fresco de dois
machos foi diluido nas cinco concentra¢des de gentamicina empregadas no
experimento 4 ( 0; 0,01; 0,1; 0,5 e 1,0 mg/mL) e utilizado para fertilizar ovocitos
de uma fémea com duas repeticdes (2x5x2 = 20 parcelas). Para isso, foi
selecionada uma fémea da mesma espécie, que apresentava abdomen abaulado e
liberacdo de ovdcitos sobre leve pressao abdominal. A fémea recebeu inducio
hormonal com uma dose inicial de 0,5 mg/kg de extrato de hipdfise de carpa e
apods 12 horas, uma segunda dose de 5,0 mg/kg. Ap6s um periodo de laténcia de
8 horas, foram coletados ovocitos, conforme rotina da estagdo de piscicultura.
Para fertilizacdo artificial, foram utilizadas duas aliquotas de 100 ul de cada
amostra de sémen diluido e duas aliquotas de 0,2 mg de ovocitos (4 repeticdes

por tratamento). A primeira e a ultima porcao de ovdcitos foram fertilizadas com
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sémen ndo diluido, para controle da qualidade dos ovdcitos (Viveiros et al.,
2000). A ativacdo da motilidade espermatica foi feita com 2 ml de agua do
tanque. Dois minutos apés a ativagdo, os ovos foram hidratados com acréscimo
de 10 ml da mesma agua, por cinco minutos. Depois, os ovos foram transferidos
para incubadoras cilindricas feitas com tubos de PVC e fundo de tela fina, em
tanques com fluxo de agua constante, com uma vazdo suficiente para
movimentar os ovos (Viveiros et al., 2000). A taxa de fertilizagdo foi observada
apos 8 horas e foi expressa em percentagem de ovos fecundados em relagdo ao

numero total de ovos.

Anélise estatistica

Os dados de motilidade espermatica, variacdo de pH e crescimento
bacteriano (experimentos 1 e 4) foram submetidos a andlise de regressdo, pelo
método de polindmio ortogonal de Fisher e a analise de varidncia e médias
comparadas, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Os dados de
motilidade espermatica e UFC/mL (experimento 2) foram avaliados pela analise
de correlacdo de Pearson e submetidos ao teste de significancia T de Student
(Excel — Microsoft Corporation, 2000). Para a analise dos dados de crescimento
bacteriano, os valores em UFC foram transformados em logaritmo. A taxa de
fertilizagdo de ovoécitos observada com uso de diferentes concentracdes de
gentamicina (experimento 5) foi analisada pela analise de regressdo. Com
exce¢do do experimento 2, todos os dados foram analisados utilizando-se o
pacote computacional Sistema de Andlise de Variancia — Sisvar (Ferreira, 1999).

O modelo estatistico utilizado nos experimentos em blocos com parcela

subdividida foi:

Yik =pn+Dj+Bj+ei+ P+ (PDut e
em que:
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Yijx = variavel observada (motilidade, pH, etc) no sémen que recebeu o
tratamento i (pH, gentamicina) no periodo de estocagem k no bloco j;

p =média geral;

D; = efeito do tratamento i (pH, gentamicina);

Bj = efeito do bloco j; comj =1, 2, 3, ... n (animais);

e jj = erro associado a parcela que recebeu o tratamento i (pH,
gentamicina) no bloco j;

P\ = efeito do periodo de estocagem k; com k = 0, 48, 96, 144,192 h

(PD)y = efeito da interag@o entre o tratamento i e o periodo de

estocagem k;

€ (jjly = erro associado a subparcela que recebeu o tratamento i (pH,

gentamicina) no periodo de estocagem k no bloco j.

A equagdo de regressao obtida foi dada pela expressdo:
Y=b+bX'+b X+ +bX +e
1 1
em que:
Y: cada valor observado da variavel dependente, i = 1,2,....,n;
bo: ¢ uma constante referente ao intercepto da reta no eixo Y;

bi: coeficientes de regressdo parciais;

X' representa as concentragdes de gentamicina explicativas que

constituem o modelo;

e : erro associado a cada observagao
1
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5 RESULTADOS

Os animais utilizados possuiam peso médio de 1,3 = 0,2 kg. O volume
médio de s€men coletado foi acima de 20 ml, concentracao espermatica de 4,9 x

10° espermatozoéides/ml e pH médio de 8,2 +0,2.

Experimento 1. Efeito do pH do diluidor

Apés a diluigdo, em solucdo de Saad com pH ajustado em diferentes
valores, todas as amostras de s€émen apresentavam taxas de motilidade acima de
90% (dia 0) (Tabela 1 - dados apresentados a cada dois dias). A partir do dia 2,
as taxas de motilidade espermatica nas amostras de diluidas em solugdo com pH
8,8 e nas amostras de sémen nao diluidas comegaram a cair significativamente
mais rapido do que nas amostras diluidas em pH 7,0; 7,6 e 8,2. As amostras de
sémen diluidas na solu¢do de Saad em pH 7,6 mantiveram taxas de motilidade
maiores (P< 0,05) apds 6 dias, em relagdo ao s€men diluido nas demais solugdes
e no sémen ndo diluido, que apresentou a menor taxa de motilidade espermatica
a partir do dia 2. Durante o experimento, uma oscilacdo significativa no pH, em
todas as solugodes testadas e no pH do sémen ndo diluido, foi observada pelo
teste de médias (Scott Knott P < 0,05) (Tabela 1) e ANAVA de regressao
(P<0,05) (Figura 1). No sémen nao diluido, foi observada uma acidificagdo

acentuada durante o resfriamento.
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TABELA 1. Motilidade (%) (média £ DP, n = 3) do sémen de piracanjuba
diluido (1:10 volume final) em solucdo de Saad ajustada em diferentes pH e
resfriado entre 4°C-6°C, por 7 dias

pH Duragao do resfriamento (dias ) *

Solucdo Saad 0 2 4 6 7

Motilidade espermatica (%)

7.0 93+6* 80£10" 57+12° 47+15° 30+10°
7,6 100+£0°  82+13%  67+6° 63+12° 45+15°
8.2 100+£0°  77+15% 60+£10° 37+12° 27+12°
8,8 95+5% 43+12° 10+£10° 0+0° 0+0°

Sémen ndo diluido 100+0* 33 +6° 74+5° 0+0° 0+0°

Variagdes no pH do sémen

7.0 7,14£0,1% 73+0,1° 75401 75+0,1¢ 7,5+0,1°
7,6 76+01" 75+02"* 7,8+0,1° 7,7+0,1° 7,7+03"
8.2 82+0,1" 82+0,1* 82+0,1"* 81+0,1" 82+0,1"
8.8 87+0,1" 86+01" 85+02°% 84+0¢ 85+0,1°"°

Sémen ndo diluido 8,1+0,1* 76+0% 64+0¢ 63+0¢ 62+0°€

M¢dias seguidas de diferentes sobrescritos mintsculos (coluna) e
maiusculos (linha) sdo significativamente diferentes (Scott Knot; P< 0,05)
* Dados apresentados a cada 2 dias
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FIGURA 1. Motilidade espermatica do sémen de piracanjuba (n = 3) diluido em
solugdo de Saad em diferentes pHs e sémen ndo diluido (controle) durante
resfriamento 4°C-6°C, por 7 dias.

Experimento 2. Correlacdo entre motilidade espermatica e crescimento
bacteriano, durante o resfriamento

Logo apds a diluigdo, o sémen apresentou motilidade espermatica média
de 93% e uma populagdo bacteriana de 1 x 10* UFC/mL. Os valores de pH do
sémen diluido se mantiveram préximos ao valor ajustado para a solu¢ao de Saad
(7,6), com pequenas variagdes que se mantiveram entre 7,7 ¢ 7,9. Foi observada
uma correlagdo negativa (r = -0,76) significativa (P<0,01), pelo teste T, com
relagdo ao aumento progressivo no numero de bactérias (UFC) e queda
acentuada das taxas de motilidade espermatica ao longo do periodo de 8 dias de

resfriamento (Tabela 2 - dados expressos a cada 2 dias) (Figura 2 Anexo B).
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TABELA 2. Variagdo da motilidade espermatica (%) e crescimento bacteriano
(UFCs/ml) do sémen (n = 6 machos) de piracanjuba diluido em solugdo de Saad,
durante 8 dias de armazenamento, a 4°C-6°C (Experimento 2)

Dias de resfriamento

0 2 4 6 8

*Motilidade (%) 93+6 67+12 34+£25 1716 1+2
* 1n° de bactérias UFCs/ml 1,0 x 10* 2,4 x 10° 1,6 x 10° 4,5x 10° 1,1 x 10’

*1=-0,76 (P <0,01).

Experimento 3. Selecao de antibidticos

Das 53 col6nias bacterianas submetidas ao teste de sensibilidade in
vitro, 92,4% foram sensiveis a gentamicina (10 pg), e de 30% a 40% das
colonias foram sensiveis a ampicilina, estreptomicina e penicilina G e

apenas 3,8% sensiveis a lincomicina (Tabela 3).

TABELA 3. Sensibilidade in vitro (testes de discos de difusdo) de 53 coldnias
bacterianas isoladas de s€émen resfriado de piracanjuba (Experimento 3)

Antibidtico n° de linhagens (%)

Sensivel Intermediaria Resistente
Ampicilina (30 pg) 21 (39,6%) 6 (11,3%) 26 (49,0%)
Estreptomicina (10 pg) 15 (28,3%) 2 (3,8%) 36 (67,9%)
Gentamicina (10 pg) 49 (92,4%) 1 (1,9%) 3 (5,6%)
Lincomicina (10 pg) 2 (3,8%) 0 (0%) 51 (96,2%)
Penicilina G (10 Ul) 17 (32,0%) 1 (1,9%) 35 (66,0%)
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Experimento 4. Efeito da gentamicina na motilidade espermética e
crescimento bacteriano

Durante esse experimento, foi avaliada a contaminac¢do bacteriana no
sémen diluido com e sem gentamicina. A concentracdo de 0,Img/ml de
gentamicina foi a menor concentragdo capaz de inibir completamente o
crescimento bacteriano no sémen resfriado de piracanjuba (Tabela 4).
Entretanto, a adicdo de gentamicina na solug@o diluidora de sémen manteve
maiores taxas de motilidade espermatica (P<0,05) apenas no dia 4 de
resfriamento, em rela¢do ao controle. No dia 6, o sémen diluido nas solugdes
contendo 0,1; 0,5 ¢ 1,0 mg/mL de gentamicina apresentou maior taxa de
motilidade (P<0,05) em relacdo ao controle e a solucdo de 0,01 mg/mL (Tabela
4). Apos 8 dias de resfriamento, todas as amostras de sémen diluido em meio
contendo gentamicina ou ndo apresentaram taxas de motilidade abaixo de 10%.
Os dados de motilidade espermatica também foram submetidos a analise de
regressdo. Pela equacdo obtida pelo desdobramento das concentragdes de
gentamicina para o dia 6 (Y = 375,405866 x’ — 593,462608 x* + 228,040706x +
13,768863), foi possivel estimar a motilidade espermatica para concentra¢des

nao testadas (Figura 3. Anexo B).
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TABELA 4. Motilidade (%) e crescimento bacteriano (UFC/ml) do sémen de
piracanjuba (n=8 machos) resfriado em solu¢do de Saad, em diferentes
concentragdoes de sulfato de gentamicina, durante 8 dias de armazenamento
(Experimento 4)

Duragdo do resfriamento 4-6°C (dias)*

Gentamicina 0 > 1 o 2
mg/mL —
Motilidade (%)
0 95+6* 68+10* 26+19° 11+14°P 1+2%¢
0,01 95+6* 56+7°% 36+7* 19+16°° 0+0%P
0,1 96+4* 67+10°% 47+18°C  31+£19°C 10+16°P
0,5 95+6* 69+7%® 40+14°¢ 26+13°° 5+7%D
1,0 95+4* 68478 44+10°¢ 24+14°° 6+12°P
Crescimento bacteriano (UFC/ml)
0 1,4x10* 13x10° 431x10° 4,12x10"°  3,25x 10"
0,01 * 2,3x 10 0 4,79x 10° 3,50 107
0,1 * 0 0 0 0
0,5 * 0 0 0 0
1,0 * 0 0 0 0

Meédias seguidas por diferentes sobrescritos minusculos (coluna) e maitisculos
(linha) diferem significativamente (P< 0,05) (Scott Knott, 1974)
* dados apresentados a cada 2 dias

Experimento 5. Efeito da gentamicina na taxa de fertilizacdo do sémen

Quando os ovocitos foram fertilizados com sémen recém-coletado
diluido em solucdo de Saad com 0 e 0,Img/ml de sulfato de gentamicina, as
taxas de fertilizagdo foram significativamente (P<0,05) maiores do que quando
os ovocitos foram fertilizados com s€émen contendo concentragdes de 0,01; 0,5

e 1,0 mg/ml de gentamicina (Tabela 5).
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TABELA 5. Taxas de fertilizagdo de ovocitos fertilizados com sémen diluido em
solucdo de Saad, em diferentes concentragdes de gentamicina (médias n = 4),
sem armazenamento

Gentamicina mg/ml Taxas de fertilizacdo (%)
0 89+6"
0,01 83+2°?
0,1 85+7°
0,5 69£9°
1,0 57+5°¢

* ° ¢  médias seguidas de sobrescritos diferentes na coluna diferem

significativamente entre si (Scott-Knott, P<0,05).

6 DISCUSSAO

No presente estudo, a motilidade, o pH e a presenga de bactérias no
sémen de piracanjuba foram avaliados durante um periodo de 7 a 8 dias de
resfriamento. O diluidor utilizado foi a solugdo de Saad (NaCl 200 mM, Tris 30
mM, Saad et al., 1988), na propor¢ao 1:10 (volume final), selecionada a partir do
trabalho de preservagdo de sémen de piracanjuba por meio do resfriamento,
desenvolvido por Maria (2005). A solucdo de Saad é comumente utilizada como
solugdo imobilizadora de motilidade espermatica do bagre-europeu (Silurus
glanis), superando as propriedades ativadoras proporcionadas pela contaminagio

com agua ou urina, durante a coleta de sémen (Linhart et al., 1993).

pH da solucéo diluidora

O valor de pH mensurado de sémen de piracanjuba in natura foi, em
média, 8,2 £ 0,2 (n=17). Existem poucos relatos, na literatura, sobre o valor
ideal de pH dos diluidores de sémen. Para a espécie de peixe estudada, o uso de
solugdo de Saad ajustada em pH 7,6, por meio da titulagio com HCI,

demonstrou ser mais eficiente (P<0,05) na manutencdo da motilidade
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espermatica em comparagdo com o s€émen diluido em solugdes com pH 7,0; 8,2
e 8,8 ou, ainda, com o s€men ndo diluido. Além disso, a solu¢do de Saad possui
Tris, que tem agdo tamponante e manteve o pH 7,6 da solugdo com pequenas
oscilagdes entre 7,5 e 7,8, durante o periodo de resfriamento em todos os

experimentos realizados.

Crescimento bacteriano e viabilidade espermatica

Embora o resfriamento de sémen seja um método de preservagdo
utilizado com freqii€ncia em teledsteos, inclusive em espécies tropicais (Maria et
al., 2006; Oliveira, 2006; Marques, 2001; Moraes, 2004;), a limitacdo do
armazenamento sempre foi creditado ao crescimento bacteriano. A
contamina¢do do sémen pode ocorrer durante a coleta, o processamento, o
armazenamento e o transporte (Jenkins, 2000). No presente estudo, a queda da
motilidade espermatica foi negativamente correlacionada ao crescimento
exponencial das unidades formadoras de colonia bacterianas (UFC). Apesar dos
cuidados com a higiene durante a coleta, com os recipientes, diluidores € com o
manuseio do s€émen foi observada, no experimento2, uma contagem inicial (dia
0) de bactérias de 1,0 x 10* UFC/mL de sémen, chegando ao final do periodo de
armazenamento com 1,1 x 10’ UFC/mL de sémen.

No experimento 4, novas amostras de sémen diluidas em solugdo de
Saad também demonstraram uma contagem inicial de 1,4 x 10* UFC/mL,
semelhante a encontrada no experimento 2. Contudo, foi observada uma
populagdo de final de 3,2 x 10", bastante superior & observada no experimento
2. A contagem das UFC foi obtida de amostras de sémen de animais diferentes e
sugere uma variagdo na dindmica populacional de bactérias presentes, o que
reforga a necessidade do uso de antibidticos que sejam eficientes na inibigdo do

crescimento dessas bactérias. Deve-se salientar também que as amostras
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permaneceram em tubos de vidro abertos durante o armazenamento, para
permitir troca de oxigénio.

A presenga de bactérias tem sido associada com a diminuicdo das taxas
de fertilidade de sémen de salmdo-do-atlantico (Stoss e Refstie, 1983), da
motilidade e da fertilidade de sémen de carpa-comum (Saad et al., 1988) e da
motilidade espermatica de sémen do bagre-do-canal (Christensen e Tiersch,
1996). No trabalho de Christensen ¢ Tiersch (1996), a presenca bacteriana, a
microscopia de campo escuro, foi considerada significativa quando o nimero de
bactérias foi estimado ser igual ou maior que o nimero de células espermaticas.
No entanto, em nenhum destes trabalhos foi dada atencdo a quantificagdo e a
identificacdo dos microrganismos presentes. Foi encontrado apenas um registro
de estudo bacteriologico em sémen resfriado de peixe, em Ictalurus punctatu,
bagre-do-canal (Jenkins e Tiersch, 1997). At¢ o momento, além da presente
dissertacdo, ndao ha relatos na literatura sobre bacteriologia em sémen
armazenado de piracanjuba.

A diminui¢do da motilidade do sémen de bagre-do-canal armazenado a
4°C foi associada diretamente com um aumento de populagdes de bactérias
(Jenkins e Tiersch, 1997). Foram observadas também mudancas morfologicas
nos espermatozoides durante o armazenamento, semelhantes a alteragdes
anteriormente descritas para s€émen resfriado de carpa (Saad et al., 1988). De
acordo com Jenkins e Tiersch (1997), diferengas iniciais na motilidade das
amostras de sémen podem ser atribuidas as variabilidades individuais dos
machos e, alternativamente, poderiam ser influenciadas por microrganismos

originarios da flora comensal dos testiculos.
Inibicdo do crescimento bacteriano

Os testes de sensibilidade in vitro (testes de discos de difusdo)

apontaram a gentamicina como o antibidtico mais eficiente contra os
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microrganismos presentes no sémen de piracanjuba em relacdo as demais drogas
testadas. Os antibidticos utilizados no teste foram escolhidos porque ja haviam
sido citados em trabalhos anteriores com resfriamento de sémen de peixe
(Segovia et al., 1999; Christensen & Tiersch, 1996; Degraaf & Berlinsky,
2004; Maria et al., 2006) e outros animais domésticos.

Devido as suas caracteristicas farmacoldgicas ¢ mecanismo de agdo, ¢
comum o uso da associacdo de penicilinas e estreptomicina. Contudo, foi
observado, neste teste de sensibilidade, que 47,2% das amostras testadas
apresentaram resisténcia cruzada a penicilina e a estreptomicina e 32,0% das
amostras testadas foram resistentes a quatro das cinco drogas testadas (Tabela 7
Anexo A).

Este teste de antibiograma ¢ muito util na escolha das melhores bases
terap€uticas para diversas condigdes, sendo um método padronizado por comité
internacional (National Committee For Clinical Laboratory Studies, NCCLS,
1990 e 1997).

A adicdo de 1% de um coquetel de antibioticos comercial ao diluidor
usado em algumas amostras de sémen de bagre-do-canal prolongou o tempo de
armazenamento antes que a diminui¢do da motilidade fosse observada
(Christensen and Tiersch, 1996). A inibicdo do crescimento bacteriano pela
adicdo de antibidticos ao sémen refrigerado tem melhorado a viabilidade e o
periodo de armazenamento de espermatozodides de Cyprinus carpio, ou carpa-
comum; Salmo salar, ou salmio-do-Atlantico e Salmo trutta, ou truta-marrom
(Saad et al., 1988; Stoss, 1983; Stoss ¢ Refstie, 1983, respectivamente).

Segovia et al. (2000) observaram, por meio da citometria de fluxo, que
amostras de sémen de Oreochromis niloticus, ou tilapia-do-Nilo, resfriadas com
adicdo de antibidticos, demonstraram maiores percentagens de viabilidade
espermatica e fun¢do mitocondrial do que amostras controle (sem antibidticos),

durante o armazenamento. Foi encontrada alta correlagdo entre motilidade e
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viabilidade espermatica e fun¢do mitocondrial. Entre os tratamentos utilizados
por esses autores, o percentual de viabilidade espermatica foi menor quando as
amostras foram diluidas em todas as concentragdes de ampicilina (0,75; 0,5 e
0,25 mg/mL), nas mais altas concentracdes de gentamicina (0.75mg/mL) e numa
concentragdo de 50% de um coquetel de antibidticos e antifingico. A funcdo
mitocondrial foi reduzida nas amostras com as maiores concentracdes de cada
antibidtico.

No presente estudo, foi avaliada a variagdo da motilidade espermatica do
sémen diluido em solucdo contendo gentamicina, mediante a auséncia ou a
diminuicdo de uma populacdo bacteriana. A adicdo de gentamicina nas
concentragdes testadas ndo demonstrou alteragdo na motilidade espermatica
inicial em relacdo ao sémen diluido sem adi¢do de gentamicina (Tabela 4).
Diferente do que foi observado por Maria et al. (2006), neste estudo observou-se
que sémen diluido em solugdes contendo gentamicina manteve maiores taxas de
motilidade espermaticas do que amostras diluidas em solugdo de Saad sem
gentamicina, entre os dias 4 e 6. Apds 6 dias de resfriamento, o sémen diluido
em solugdo de Saad contendo 0,1 mg/mL de gentamicina apresentou média de
motilidade espermatica superior ao controle (0 mg/mL gentamicina) e ao s€émen
diluido em solu¢do contendo 0,01lmg/mL de gentamicina. De acordo com a
equagdo de regressdo, poderia ser obtido um valor maximo de motilidade
espermatica de 39,5%, para o 6° dia, utilizando-se uma concentragdo de 0,25
mg/mL de gentamicina. Essa concentragdo foi testada por Maria et al. (2006)
que obtiveram, nesse estudo, média de motilidade esperméatica de 37%, apos 7
dias de resfriamento, a qual foi semelhante em amostras de s€émen diluidas em
solucdo de Saad sem adi¢@o de gentamicina.

Quanto a presenga e ao crescimento de bactérias no s€émen, monitorado
paralelamente, todas as concentragdes de gentamicina testadas foram eficientes

em inibir a proliferagdo das bactérias. Porém, a solu¢do com concentragdo de
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0,01 mg/mL de gentamicina permitiu o aparecimento de algumas populagdes
bacterianas durante o resfriamento (Figura 3, Anexo B). A solu¢do de menor
concentragdo capaz de inibir completamente a presenga de bactérias no sémen
diluido foi 0,1 mg/mL de gentamicina. Além disso, o sémen diluido em solucao
de 0,1 e 0,01 mg/mL de gentamicina demonstrou sucesso na fertilizagdo de
ovocitos. Apesar do efeito positivo do uso de gentamicina sobre a inibi¢do do
crescimento bacteriano e, por conseqiiéncia, um possivel efeito benéfico sobre a
motilidade espermatica, deve-se levar em consideragdo a variabilidade
individual dos machos que sempre ¢ um fator relevante na avaliacdo do sémen
de um reprodutor.

Embora o crescimento bacteriano tenha sido controlado com sucesso
pela adi¢do da gentamicina, a motilidade espermatica continuou a cair € o
periodo de armazenamento ndo ultrapassou oito dias de resfriamento. As
possiveis causas desse curto periodo de viabilidade espermatica podem ser
diversas, como consumo de oxigénio da amostra, déficit de nutrientes e ions (K,
Ca), enzimas e toxinas liberadas pela morte celular (espermatozéides/bactérias),
fatores genéticos relacionados a sobrevida dos espermatozoides (requerimentos
da espécie), etc.

Christensen e Tiersch (1996) testaram o uso de diferentes recipientes e a
adicdo de oxigénio para armazenamento de sémen de bagre-do-canal. Foi
utilizado béquer de plastico de 100 mL, coberto com filme plastico, tubos de
ensaio de 15 mL e saco plastico ZipLoc®, com e sem oxigénio. Amostras em
recipiente com oxigénio tiveram sua motilidade prolongada, retardando a
observacgao de bactérias nas amostras a microscopia de luz. Nao houve diferenga
entre as amostras em béquer e em tubos. No presente estudo, amostras de 6,0
mL de sémen diluido foram mantidas em tubos de vidro de 10 mL abertos para

permitir a entrada de oxigénio.
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Um aporte maior de oxigénio pode exercer uma melhora no
metabolismo e aumentar o periodo de sobrevida das células espermaticas.
Segovia et al. (2000) utilizaram um coquetel de antibiotico e antifingico
comercial, em seus diluidores, para prolongar o periodo de armazenamento do
sémen de tilapia-do-Nilo, durante o resfriamento. Para a realizagdo deste estudo,
optou-se pela suplementagio do meio de cultura com Nistatina®, para que se
evitasse o crescimento de fungos e leveduras nas placas de Petri. Estes
microrganismos se desenvolvem em ambientes aquecidos e com relativa
umidade, competindo com as bactérias pelos nutrientes do meio, mas, apesar de
presentes, provavelmente, nao interfiram na qualidade do sémen resfriado a 4°C-
6°C.

Neste estudo, observou-se que, mesmo sob condi¢des de temperaturas
mais baixas (4°C-6°C), o s€émen contaminado, seja durante a coleta, manuseio
ou armazenamento, permite o crescimento de populacdes bacterianas. As
bactérias capazes de crescer a essas temperaturas podem ser classificadas em
dois grupos: psicrofilos e mesofilos psicrotolerantes. Para os psicréfilos, a
temperatura 6tima de crescimento ¢ de 15°C ou inferior e eles sdo responsaveis
pela deterioragdo de alimentos armazenados por periodo prolongado em
refrigerador. Contudo, morrem rapidamente se expostos a temperatura ambiente.
Bactérias capazes de crescer até a 0°C, mas com crescimento 6timo entre 20°C e
40°C, sdao denominadas mesoéfilas psicrotolerantes ou psicrotroficos. Esta,
provavelmente, € a principal classe de bactérias presentes nas amostras de s€émen
analisadas neste estudo. Estas também sdo as principais classes de bactérias
presentes nos ambientes aquaticos.

A presenca de bactérias compromete a viabilidade do sémen, por
diversos aspectos, como competicdo por oxigénio, consumo de nutrientes do
plasma seminal, producdo de toxinas, etc. No entanto, ndo é o Unico fator

envolvido na queda de motilidade e perda da viabilidade dos espermatozdides de
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piracanjuba durante o resfriamento, uma vez que, mesmo na auséncia de
bactérias ap6s um periodo de armazenamento, os indices de motilidade caem
acentuadamente. A adi¢do de gentamicina em 0,1; 0,5 ¢ 1,0 mg/mL no diluidor
manteve indices de motilidade espermatica mais altos nas amostras testadas em
relagdo ao controle, a partir do dia 4 a concentragdo de 0,01 mg/mL no dia 6. A
concentragdo de 0,1 mg/mL demonstrou ser a menor concentracdo capaz de
inibir efetivamente o crescimento bacteriano e manter bons indices de
fertilizagdo de ovocitos para piracanjuba, nas condigdes do experimento.

Os resultados apresentados com a gentamicina justificam sua utilizacao
na manuten¢do do material genético livre de contaminantes bacterianos e
diminuindo o potencial risco de transferéncia de microrganismos de
patogenicidade desconhecida entre plantéis e entre instalacdes de finalidade
diferenciadas. E importante que se desenvolvam estudos que envolvam a
avaliacdo das bactérias presentes no s€men (capitulo 3 desta dissertacdo) e de
substancias bioativas potencialmente secretadas por estas, que possam provocar
toxicidade nas células espermaticas ¢ modificagdes do plasma seminal, ainda
ndo caracterizado nessa espécie. Além disso, técnicas de citometria de fluxo
podem ser usadas para avaliar indices de apoptose, integridade de membrana

espermatica e funcao mitocondrial.
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ESTUDO BACTERIOLOGICO DO SEMEN DE Brycon orbignyanus,
PIRACANJUBA, SUBMETIDO AO RESFRIAMENTO

1 RESUMO

Este estudo foi realizado no intuito de identificar espécies bacterianas
contaminantes presentes no sémen de piracanjuba, durante um periodo de
armazenamento de 8 dias, a 4°C-6°C. Durante este periodo, aliquotas de 500 puL
de sémen diluido em Saad foram rediluidas seriadamente em solugdo salina
estéril e 100 puL dessas suspensdes de sémen foram inoculadas em placas de
Petri contendo meio de cultura dgar soja tripticaseina (TSA — Difco USA),
suplementado com Nistatina® e incubadas em estufa 30°C, por 24 horas. Foi
observado um aumento progressivo na contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC/mL) nas placas e avaliada a viabilidade espermatica por meio da
motilidade em microscopio de luz. Foram isoladas 154 amostras, de acordo com
caracteristicas morfologicas das colonias que passaram por avaliacdo a
coloragdo de Gram e por testes de triagem (catalase e oxidase). Dentre essas, 63
amostras foram submetidas a testes bioquimicos para a identificagdo da espécie.
Foi observado um predominio de espécies da familia Enterobacteriaceae, sendo
Citrobacter freundii a mais freqiiente. Foram também identificadas diversas
espécies do género Aeromonas, Bacillus e Staphylococcus coagulase negativo. A
origem da contaminagdo pode ser diversa. E necessario que mais pesquisas
sejam feitas para se determinar a origem desses microrganismos oportunistas do
sémen, mas, acredita-se que seja a agua do tanque e ou muco do peixe. E
recomendavel uso de antibidticos para inibir esse crescimento e garantir o

estoque de gametas com maior qualidade sanitaria.

Palavras chaves: sémen, resfriamento, bactérias, piracanjuba
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Bacteriological study of piracanjuba Brycon orbignyanus semen under
refrigeration
2 ABSTRACT

The aim of this study was to identify bacterial species present as
contamination on piracanjuba (Brycon orbignyanus) semen during a
refrigeration time of 8 days, at 4°-6°C. Aliquots of 500 pL semen diluted in
Saad solution were collected and diluted in sterile salt solution. Then, 100 puL of
this dilution were inoculated in tryptcasein soy agar (TSA — Difco USA) with
addition of Nistatin® and cultured at 30°C, for 24h. A progressive increase in
the counts of colony forming units (CFU) was observed during the storage
period and the sperm viability was evaluated by sperm motility, in light
microscope. According to morphology characteristics, 154 isolates were
evaluated by microscopy, Gram staining and selection tests (catalase, oxidase).
Sixty-three isolates were selected and submitted to biochemical tests for species
identification. Species from the family Enterobacteriaceae were predominant
and Citrobacter freundii was the most frequent species. Besides, several species
of the genera Aeromonas, Bacillus and Staphylococcus were identified. There
may be several sources of semen contamination and more studies are necessary
in order to determine these sources. The water of the tank or fish mucus can be
regarded as probable sources of contamination. Using antibiotics in order to
inhibit the presence of these microorganisms and ensure the storage of

spermatozoa with greater quality is advisable.

Keywords: semen, refrigerated, bacterias, piracanjuba
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3 INTRODUCAO

A piracanjuba, Brycon orbignyanus, ¢ uma das espécies de peixe nativa
do Brasil em risco de extingdo, devido a diversas modificacdes ambientais
impostas pelo desenvolvimento humano. O armazenamento de gametas de
espécies aquaticas pode ser usado para manter linhagens genéticas, ajudar na
recuperacdo de espécies em extingdo e maximizar a producdo da piscicultura
(Segovia et al., 2000). O resfriamento ¢ uma técnica de armazenamento e
preservagdo de s€men a curto prazo, podendo ser estocado por um periodo que
varia de poucas horas a meses, dependendo da espécie de peixe (Rana, 1995;
Scott & Baynes 1980).

O uso de sémen resfriado dispensa a necessidade de se manter um
grande numero de machos disponiveis para a fertilizagdo artificial, permitindo o
uso repetido de machos de alta qualidade reprodutiva para a producdo de
alevinos e um manuseio mais rapido e facil do sémen, quando os ovdcitos estdo
disponiveis (Riley, 2002; Christensen & Tiersch, 1996). Dessa forma, o
resfriamento possibilita que os esfor¢os sejam focalizados na manutencdo das
ninhadas de fémeas, desenvolvimento ovariano e aumento da eficiéncia
reprodutiva, durante o processo de fertilizagdo artificial (Riley, 2002). Contudo,
a presenca de microrganismos em amostras de gametas gera um potencial para
transferéncia de agentes de doengas de fontes silvestres e incubadoras (Segovia,
et al.,, 2000). Além disso, a presenca de microrganismos em amostras
armazenadas pode colocar em risco germoplasmas valiosos, pela diminuigdo da
capacidade fertilizante e pela diminuigdo da qualidade e viabilidade celular
(Jenkins, 2000D).

Embora sejam tomados cuidados para minimizar a contaminagdo do
sémen no momento da coleta, alguns autores tém observado a presenga de

bactérias em movimento em amostras de sémen de peixe, quando levadas ao
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microscopio de luz (Christensen & Tiersch, 1996; Riley, 2002). No entanto,
nesses trabalhos, nenhuma atengdo foi dada a classificacdo taxondmica ou a
quantificacdo das bactérias nas amostras. A presenca desses microrganismos
sugere que a duragdo do armazenamento e a qualidade espermatica possam ser
comprometidas pela degradacdo da amostra (Riley, 2002).

O objetivo do presente estudo foi identificar ¢ determinar o perfil de
bactérias presentes em amostras de s€émen de piracanjuba, durante um periodo de

resfriamento de oito dias.

4 MATERIAL DE METODOS

Coleta e diluicdo do sémen

Os experimentos foram conduzidos nos meses de novembro de 2005 a
janeiro de 2006, durante o periodo reprodutivo da espécie. Foi utilizado sémen
de seis peixes da espécie piracanjuba, provenientes de represa da usina
hidrelétrica da Companhia Energética de Minas Gerais (CEMIG) e alojados na
estagdo de piscicultura da unidade de Itutinga, MG.

Para a coleta de sémen, foram utilizados os procedimentos de rotina da
estagdo de piscicultura. Para estimular a espermiacdo, esses animais receberam
inducdo hormonal com extrato de hipofise de carpa (4mg/kg). Apds periodo de
indugdo de 5 horas, os peixes foram retirados do aquario, higienizados e secos
com papel toalha macio. A liberagdo de sémen foi obtida por meio de leve
compressdo abdominal e o sémen foi colocado em béquer de vidro limpo (ndo
estéril) e seco. Foi verificada, logo apds a coleta, a auséncia de contaminantes,
como agua, sangue e urina no sémen. Em seguida, o sémen foi avaliado quanto a
motilidade espermatica, por meio da ativacdo com solugdo de NaCl 50 mM
(Maria et al., 2004) em microscopio de luz 100x. Apenas amostras que

apresentassem, pelo menos, 80% de motilidade foram utilizadas.
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Cada amostra de sémen foi diluida na concentragdo de 1:10 em solugdo
de Saad (NaCl 200 mM, Tris 30 mM; Saad et al., 1988), pH ajustado para 7,6
(cap. 2 dessa dissertagdo) e esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pm
(Millipore® - USA). As amostras de sémen diluidas foram, entdo,
acondicionadas em caixa de isopor contendo gelo e encaminhadas ao
Laboratorio de Doengas dos Animais Aquaticos (AQUAVET) na Universidade
Federal de Lavras, em Lavras, MG, onde foram realizados os experimentos.
Entre a coleta do sémen e a chegada ao laboratério e processamento das
amostras, transcorreram cerca de 3 horas. No laboratorio, durante as analises, as
amostras de s€émen foram mantidas em refrigerador, entre 4°C-6°C em tubos de

ensaio de 15 x 100 mm, abertos.

Determinacéo das espécies de bactérias contaminantes do sémen

Para a deteccdo de bactérias nas amostras de sémen, a populacdo
bacteriana foi quantificada pelo método de diluicdo e semeadura em superficie
de agar (Quinn et al., 1994). Amostras de 500 pL de sémen diluido em Saad
foram rediluidas seriadamente em base 10, variando de 10" a 10", em solucdo
salina estéril (NaCl 0,85%). Aliquotas de 100 pL do sémen diluido em
concentragdes adequadas foram semeadas em duplicata, pelo método spread
plate, em placas de Petri contendo agar soja trypticaseina (TSA, Biolife - Italia)
suplementado com Nistatina®, 1.000 Ul/ml para a prevengdo do crescimento de
leveduras (Carneiro, 2005). Em seguida, as placas foram incubadas a 30°C, por
24 horas. A quantificacdo foi feita por contagem de coldnias nas diluigdes
adequadas (placas que apresentem entre 30 ¢ 300 coldnias). Durante todo o
experimento, o sémen foi armazenamento a temperatura de 4°C-6°C. Neste
periodo, foi também avaliada a viabilidade dos gametas, por meio do percentual

de motilidade espermatica (capitulo 2 desta dissertagdo).
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Amostras bacterianas de diferentes morfotipos presentes no sémen
resfriado foram selecionadas para repique e isolamento. As bactérias isoladas
foram submetidas aos testes de triagem de coloragdo de Gram, provas de
catalase e oxidase. A partir dos testes de triagem, foram selecionadas algumas
bactérias representativas que apresentavam diferentes perfis e congeladas em
caldo soja tripticaseina contendo glicerol 15% (v/v) e armazenadas em freezer a
—70°C, para andlise posterior. Para a identificacdo fenotipica, as amostras
bacterianas previamente congeladas foram submetidas ao descongelamento a
temperatura ambiente e, em seguida, semeadas por estrias em agar soja
tripticaseina (TSA) e incubadas a 30°C, por 24 horas.

Amostras sugestivas de Aeromonas sp. foram submetidas aos seguintes
testes de identificacdo fenotipica: fermentacdo de agucares (arabinose, dextrina,
glicose, manitol, myoinositol, sacarose, salicina, trealose), utilizacdo de
aminoacidos (arginina, lisina, ornitina), hidrolise de esculina e producdo de
acetoina (Voges-Proskauer) (Janda e Abbott, 1998).

Nos testes de utilizagdo de aminoacidos foi empregado o caldo Méeller
descarboxilase (Biolife, Italia), suplementado com os respectivos aminoacidos
na concentragdo de 1% e incubado em estufa, a temperatura de 30°C, por 24-48
horas (Mac Faddin, 1980). A hidrélise de esculina foi avaliada utilizando-se o
caldo base acrescido de esculina (Merck, USA), incubado em estufa a
temperatura de 30°C, durante 5 dias (Quinn, et al., 1994). Para a verificagdo da
producdo de acetoina, foi utilizado o caldo Voges-Proskauer, incubado a
temperatura de 30°C, por 5 dias e, para a revelagdo, foi utilizado KOH 40% e o-
naftol (Mac Faddin, 1980).

Amostras de bactérias gram-negativas foram identificadas pelos kits API
20E, API 20NE (Biomérieux — Franga) ¢ BacTray 1 e 2 (Laborclin — Brasil),
segundo recomendagdes dos fabricantes. Os resultados obtidos foram

interpretados utilizando-se os softwares de identificagdo fenotipica Apiweb e
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BacTray. Bactérias gram-positivas foram, presumivelmente, identificadas pelos
testes de Gram, catalase, oxidase, crescimento em dagar Mac Conkey e

coagulase, utilizando-se plasma de coelho (Quinn, et al., 1994).

5 RESULTADOS

Foi observada uma consideravel diversidade na microbiota examinada,
havendo um predominio de bacilos gram-negativos, catalase positivos, oxidase
negativos. Foram identificadas mais de cinco familias diferentes de
microrganismos, como observado na Tabela 1. Entre 154 amostras isoladas na
triagem, 63 (39,8% do total) amostras consideradas representativas foram
congeladas para posterior identificacdo. No entanto, no momento da reativagao
das amostras congeladas, uma ndo cresceu no meio de cultivo. Foram
identificadas (Tabela 2) algumas bactérias pertencentes aos gé€neros Aeromonas
sp., Bacillus sp., Staphilococcus sp. e diversas espécies da familia

Enterobacteriaceae.

TABELA 1. Caracterizagdo das familias de 154 amostras bacterianas isoladas de
sémen de piracanjuba (n = 6 peixes), durante resfriamento a 4°C-6°C

Morfologia Gram Catalase Oxidase FAMILIA Total
Bacilo N P N Enterobacteriaceae 58
Bacilo N P P Aeromonadaceae/Pseudomonadaceae 40
Bacilo N N P Nao identificada 16
Bacilo P P N Bacillaceae 11
Cocos P P N Micrococcaceae/Staphylococcaceae 21
Cocos P N N Streptococcaceae 8

P = positivo; N = negativo
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TABELA 2. Bactérias identificadas, oriundas de amostras de sémen de
piracanjuba, durante resfriamento a 4°C-6°C.

Espécies identificadas N° de amostras

Aeromonas caviae

Aeromonas eucrenophila
Aeromonas hydrophila/caviae
Aeromonas schubertii

Aeromonas veronii bt sobria
Bacillus sp.

Brevundimonas vesiculares
Burkholderia cepacia
Chryseobacterium indologenes
Chryseobacterium meningosepticum
Citrobacter freundii

Citrobacter kosery

Enterobacter cloacae

Enterobacter sakasakii
Enterococcus sp.

Escherichia fergusoni

Plesiomonas shigelloides
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida

Serratia ficaria

Sphingomonas paucimobilis
Staphilococcus sp. coagulase negativo
Stenotrophomonas maltophilia
Weeksella virosa/Empedobaccter brevis
Yersinia pseudotuberculosis

N — N R J = N = W o = o= o= NN N = = DN O\ e e e e

Naio identificadas
Total

[N
[\
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6 DISCUSSAO

Nao ha dados disponiveis, na literatura, sobre bacteriologia de sémen de
piracanjuba armazenado. H4 apenas um relato sobre estudo bacteriologico em
sémen de peixe, realizado por Jenkins & Tiersch (1997) em bagre-do-canal
(Ictalurus punctatus). No experimento que originou as amostras do presente
trabalho (capitulo 2 desta dissertacdo), foi observada uma significativa
correlagdo negativa (r = -0,76; P<0,01) relacionada a queda progressiva nas
taxas de motilidade espermatica paralela ao aumento significativo nas UFC,
durante o periodo de armazenamento. Foram identificadas diversas espécies da
familia Enterobacteriaceae, conhecidas como bactérias entéricas. A origem
dessas bactérias pode ser o proprio trato intestinal desses peixes. E possivel que
haja contaminacdo no interior do duto espermatico proximo ao seu orificio
externo, devido a sua proximidade com a saida do canal intestinal e, at¢ mesmo,
apos a liberagdo do sémen, uma vez que a papila urogenital por onde ele flui, é
um orificio comum ao trato reprodutivo e a eliminagdo de excrementos para o
ambiente externo.

Jenkins & Tiersch (1997) observaram que a diminui¢cdo da motilidade
espermatica ¢ mudancas morfologicas nos espermatozoides de bagre-do-canal
no sémen, durante o armazenamento a 4°C, foram diretamente associadas ao
aumento da prevaléncia de bactérias. A contaminacdo bacteriana pode prejudicar
o sucesso da espermiacdo artificial em peixes. No estudo realizado com sémen
de bagre-do-canal, de origem intratesticular, foram identificadas diversas
espécies de bactérias (principalmente do género Pseudomonas) e foi sugerido
que a motilidade espermadtica poderia, ainda, ser influenciada precocemente por
microrganismos da microbiota comensal dos testiculos. Contudo, a existéncia de
microbiota comensal em visceras ndo ¢ comum (exceto intestinos),

principalmente em se tratando de uma goénada, onde ocorre todo o processo de
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espermatogénese e as células espermaticas sdo protegidas inclusive das células
do sistema imune. Em um animal saudavel reprodutivamente, em qualquer
espécie, ndo ha relatos de microbiota nos testiculos. A diversidade da populagio
bacteriana identificada no presente estudo, em sémen de uma espécie
neotropical, leva a crer que seria pouco provavel que a origem dessas bactérias
fosse o ambiente testicular.

Uma possivel fonte de contaminagdo estd relacionada a um eventual
contato do sémen com a pele do animal no momento da coleta, além da
qualidade da agua de abastecimento dos tanques e aqudrios. No presente
trabalho, foram identificadas duas espécies do género, P. fluorescens e P. putida,
no entanto, o género observado com maior freqiiéncia foi o Citrobacter, sendo
considerdvel também as presencas de Aeromonas sp., Bacillus sp.,
Staphylococcus sp., Burkholderia cepacia e Stenotrophomonas maltophilia,
entre outras. Essa microbiota ¢ bastante semelhante a observada em 4dguas de
abastecimento e em diversos sistemas de cultivo em ambiente tropical (Dal
Pupo, 2006; Carneiro, 2005). E importante salientar, ainda, que, durante o
armazenamento, as amostras de sémen permaneceram em tubos de ensaio
abertos para possibilitar trocas gasosas pelos espermatozdides, o que também
constitui uma possivel fonte de contaminagao.

Algumas caracteristicas das bactérias que, provavelmente, contribuem
para a redug@o da qualidade espermatica sdo producdo de enzimas proteoliticas,
consumo de nutrientes e oxigénio, e a motilidade das bactérias. No estudo
realizado por Jenkins & Tiersch (1997), foram encontradas, predominantemente,
bactérias do género Pseudomonas (65%), méveis e produtoras de enzimas
proteoliticas. Segundo esses autores, por ocasido da morte e ruptura das células
espermaticas, as proteinas liberadas poderiam providenciar nutrientes para

bactérias e as proteases poderiam degradar outros espermatozoides.
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Em experimentos anteriores (capitulo 2 desta dissertacdo) com sémen de
piracanjuba, a auséncia de bactérias mediante o uso de gentamicina em
concentragoes acima de 0,1 mg/mL no diluidor de s€men prolongou o periodo
de armazenamento observado em relacdo ao controle (sem gentamicina),
mantendo taxas de motilidade espermatica proximas a 30%, por 6 dias (P<0,05).
A diversidade de espécies bacterianas observadas no sémen dessa espécie de
peixe suscita um risco potencial de transmissdo de agentes patogé€nicos para os
ovocitos e entre tanques de cultivo por meio do uso desse tipo de preservacdo de
gametas, além de serem agentes patogénicos também ao homem. Assim, é
recomendavel o uso de antibidticos, em doses adequadas, nos diluidores para o

resfriamento de s€men de peixe.
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CAPITULO 4

CONCLUSAO GERAL
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1. Resfriamento de sémen e fertilizacao artificial

A piracanjuba, Brycon orbignyanus, ¢ encontrada nas bacias dos rios
Grande, Parand e Paraguai. Por ser uma espécie de piracema (reofilica), diversas
fases importantes da sua vida sdo prejudicadas pela construgdo de usinas
hidrelétricas. As barragens constituem barreira intransponivel na sua rota
migratoria, reduzindo ou eliminando sua eficiéncia reprodutiva e o retorno dos
alevinos ao leito dos rios, o que tem ocasionado, entre outros fatores, o
desaparecimento dessa espécie de peixe, incluindo-a nas listas de animais
ameacgados de exting¢do (Vaz et al., 2000). Para melhorar a eficiéncia reprodutiva
dessa espécie e aumentar o repovoamento dos rios, € necessaria a realizacao de
fertilizacdo artificial que, cada vez mais, exige técnicas praticas que facilitem tal
manejo. Nesse breve capitulo, serdo discutidos alguns aspectos abordados nessa
dissertagdo, relativos ao resfriamento de sémen de piracanjuba.

Foi testado resfriamento de sémen diluido (1:10) em solugdo de Saad
(NaCl 200mM, Tris 30mM-Saad et al., 1988; Maria, 2005), em quatro diferentes
pHs, buscando um valor para a solugdo diluidora que nao ativasse a motilidade e
que fosse eficiente na manutengdo da viabilidade das células espermaéticas
durante o armazenamento. Durante esse experimento, foi determinado o pH do
sémen in natura, como sendo 8,2 + 0,2. Embora tenha sido testado o uso de
solucdo diluidora em pH 8,2, a solugdo diluidora que apresentou a melhor
capacidade de manter as células espermaticas viaveis possuia pH ajustado em
7,6. Foi avaliada, quantitativa e qualitativamente, a contaminacdo bacteriana
(contagem em placas contendo agar soja tripticaseina - TSA) nas amostras de
sémen a partir do primeiro dia de resfriamento. Apesar de o sémen ter sido
coletado em boas condigdes de higiene, foi observada uma populagao bacteriana
média inicial de cerca de 1 x 10* UFC/mL de sémen e essa populagio se

manteve crescente.
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Maria et al. (2006) obtiveram maior periodo de viabilidade em seus
experimentos, o que foi atribuido ao maior cuidado com a coleta, que se supde
tratar-se de uma das principais fontes de contaminagdo bacteriana do sémen. Nos
experimentos do presente trabalho, foi observado que, enquanto a populagio
bacteriana aumentava nas amostras de s€émen, houve um declinio acentuado nas
taxas de motilidade espermatica, demonstrando uma correlagdo negativa
significativa entre esses fatores.

Um estudo bacterioldgico de colonias da populagdo bacteriana presente
no sémen foi realizado, tendo sido observada grande diversidade na populagdo
isolada, que foi composta por grande numero de espécies gram-negativas entre
Enterobacteriaceas ¢ Aeromonadaceaes/Pseudomonadaceas, além de cocos
gram-positivos. A populacdo bacteriana identificada foi bastante semelhante a
descrita para a superficie e muco do peixe, por Hirsch (2003) e para agua de
diferentes sistemas de cultivo de peixe, por Carneiro (2005) e Dal Pupo (2006).
A semelhanga na caracterizagdo da populag@o bacteriana entre esses ambientes ¢
o sémen nos leva a crer que o grau de contaminacdo da agua de cultivo e,
conseqiientemente, da superficie e muco dos peixes estd diretamente relacionado
a presenca desses microrganismos no sémen. Essas consideragdes reforcam a
necessidade de um maior cuidado durante a coleta, ndo permitindo que o sémen
escorra pelas nadadeiras e pela superficie do peixe.

O isolamento de colonias bacterianas presentes no sémen durante o
armazenamento foi util também para tracar um perfil de susceptibilidade da
populacdo bacteriana a cinco antibioticos (penicilina, estreptomicina, ampicilina,
lincomicina e gentamicina) comumente utilizados em diluidores de sémen de
mamiferos ¢ ou que foram testados alguma vez em diluidores de sémen de peixe
(Segovia et al., 1999; Christensen e Tiersch, 1996; Degraaf e Berlinsky,
2004; Maria et al., 2006). A partir deste antibiograma, foi observado que

92,4% das amostras testadas foram susceptiveis & gentamicina e muitas foram
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resistentes a mais de um antibidtico. Em uma etapa seguinte, testaram-se quatro
diferentes concentracdes de sulfato de gentamicina (0,01; 0,1; 0,5 e 1,0 mg/mL)
adicionadas ao diluidor de sémen e armazenadas a 4°C-6°C. Observou-se que as
amostras diluidas em solu¢do de Saad contendo 0,Img/mL de sulfato de
gentamicina mantiveram maiores taxas de motilidade em relacdo ao controle
(P<0,05). Esta foi também a menor concentragdo capaz de inibir completamente
o crescimento de bactérias nas amostras de sémen.

Na etapa seguinte, testou-se o uso de sémen diluido em Saad nas
mesmas concentragdes citadas acima para a fertilizacdo de ovoécitos de fémeas
induzidas hormonalmente. Devido & limitagdo de animais e de sémen para a
realizacdo de experimentos no final do periodo reprodutivo foi utilizado sémen
de apenas dois machos diluidos (1:10) nas diferentes solu¢des (0 — controle;
0,01; 0,1; 0,5 e 1,0 mg/mL) e, imediatamente, usados para a fertilizagdo de
ovocitos de uma fémea em duplicata. As amostras de s€émen que apresentaram
melhores taxas de fertilizagdo em relagdo ao controle foram as diluidas em
solugdo de Saad com 0,01 e 0,1mg/mL de gentamicina. Contudo, ¢ importante
que esse experimento seja repetido com maior numero de animais e também
com sémen resfriado.

Conclui-se, a partir destes dados, que ¢ importante o uso de um
antibidtico nos diluidores para sémen resfriado, para manter a qualidade
microbioldgica do material genético e com uma possivel melhora na motilidade
espermatica. Entre os antibidticos testados, o sulfato de gentamicina foi o mais
indicado para uso nos diluidores de sémen dessa espécie por:

e manter maiores taxas de motilidade espermatica durante o
resfriamento;

e ser um antibidtico de amplo espectro ¢ comprovadamente
eficaz na inibicdo do crescimento bacteriano no sémen

resfriado;
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e ndo comprometer a fertilizagdo dos ovocitos quando utilizado

em concentragdes adequadas.
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TABELA 1. Analise de variancia do efeito da solucdo de Saad, em diferentes
pH, sobre a motilidade espermatica do sémen de piracanjuba, durante o
resfriamento (Experimento 1)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
BLOCO 2 2770,850000 1385,425000 8,566 0,0103
TRAT 4 39114,533333 9778,633333 60,464 0,0000
erro 1 8 1293,816667 161,727083

HORAS 7 86450,391667 12350,055952 321,457 0,0000
TRAT*HORAS 28  13822,400000 493,657143 12,849 0,0000
erro 2 70 2689,333333 38,419048

Total corrigido 119 146141,325000

CV1 (%)= 23,92

CV 2 (%)= 11,66

M¢dia geral: 53,1750000  Numero de observagdes: 120

TABELA 2. Tabela de analise de variancia do desdobramento do pH da solucao
(TRAT), dentro de cada nivel de tempo, sobre a motilidade espermatica do

sémen de piracanjuba, durante o resfriamento (Experimento 1)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT /1 4  126,666667  31,666667 0,565 0,6888
TRAT /2 4 610,000000  152,500000 2,722 0,0433
TRAT /3 4 6273,333333  1568,333333 27,989 0,0000
TRAT /4 4 12160,000000 3040,000000 54,252 0,0000
TRAT /5 4 10133,600000 2533,400000 45,211 0,0000
TRAT /6 4  9233,333333  2308,333333 41,195 0,0000
TRAT /7 4  9693,333333 2423333333 43,247 0,0000
TRAT /8 4 4706,666667  1176,666667 20,999 0,0000
Residuo 38 2129,310289 56,034481

Residuo 17 987.239583  58.072917

Codificagdo usada para o desdobramento

cod. TEMPO
1 =0
2 =1
3 =2
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TABELA 3. Analise de regressdo do desdobramento de tempo (dias), em cada
solugdo diluidora do sémen, com diferentes pH e para sémen ndo diluido,
durante resfriamento (Experimento 1)

FV GL SQ QM Fc PrFc

DIAS 7 11066,666667 1580,952381 41,150 0,0000
DIAS 21 7212,500000 1030,357143 26,819 0,0000
DIAS /37 15007,291667  2143,898810 55,803 0,0000
DIAS 4 7 29679,166667  4239,880952 110,359 0,0000
DIAS /5 7 37307,166667  5329,595238 138,723 0,0000
Residuo 70 2689,333333 38,419048

Codificagdo usada para o desdobramento

cod. TRAT
1 =170
2 =176
3 =82
4 =838

5 = sémen nao diluido

TABELA 4. Equagdes de regressdo para calculo estimado da motilidade
espermatica de sémen de piracanjuba, em fun¢do do tempo, durante os dias de
resfriamento (Experimento 1)

Valor de pH Equacdo de regressdo R’
7,0 Y =-0,38x + 96,94 94,84%
7,6 ¥ =-0,31x + 100,41 95,17%
8,2 { =-0,45x + 101,11 98,9%
8,8 Y =0,005%% - 1,40x + 100,14 97,83%
Sémen ndo diluido Y =0,005x>— 1,61x + 108,91 94,42%
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TABELA 5. Analise de varidncia da solugdo de Saad, em diferentes pH, em
relacdo & variagdo de pH do sémen de piracanjuba, durante o resfriamento
(Experimento 1)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

SOLUCAO 4 33,385500 8,346375 996,582 0,0000

BLOCOS 2 0,052167 0,026083 3,114 0,0999
erro 1 8 0,067000 0,008375

TEMPO _ 7 3,409250 0,487036 79,749 0,0000
SOLUCAO*TEMPO_ 28 13,394500 0,478375 78,330 0,0000

erro 2 70 0,427500 0,006107

Total corrigido 119 50,735917

CV1 (%)= 1.18

CV2 (%)= 1.01

Média geral: 7.7641667 Numero de observacoes: 120

TABELA 6. Andlise de variancia do desdobramento de tempo, dentro de cada
nivel de solugdo, para a variagdo de pH no sémen de piracanjuba, durante o
resfriamento (Experimento 1)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

TEMPO _ /17 0,458333 0,065476 10,721 0,0000
TEMPO 217 0,229583 0,032798 5,370  0,0001
TEMPO _ /37 15,432917 2,204702 361,004 0,0000
TEMPO _ 4 7 0,153333 0,021905 3,587 0,0023
TEMPO 5 7 0,529583 0,075655 12,388 0,0000
Residuo 70 0,427500 0,006107

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. SOLUCAO _

1 =7

2 =176

3 =sémen ndo diluido
4 =82

5 =88

Teste Scott-Knott (1974)
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Tabela 7. Percentagem de amostras que apresentaram resisténcia cruzada ou
foram sensiveis a mais de um dos antibioticos testados (total de 53 amostras
testadas) (Experimento 3)

Antibidticos Linhagens resistentes  Linhagens sensiveis
(%) (%)
Pen e Est 25 (47,1 %) 6 (11,3 %)
Pen e Amp 25 (47,1 %) 14 (26,4 %)
Este Amp 17 (32,0 %) 6 (11,3%)
Est e Lin 35 (66,0 %) 1 (1,88 %)
Amp e Lin 26 (49,0 %) 2 (3,7 %)
Pen e Gen 2 (3,7 %) 16 (30,1 %)
Est e Gen 3 (5,6 %) 15 (28,3 %)
Amp e Gen 1 (1,88 %) 19 (35,8)
Lin e Gen 3 (5,6%) 2 (3,7 %)
Pen e Amp e Gen 1 (1,88 %) 13 (24,5 %)
Pen e Est e Gen 2 (3,7 %) 6 (11,3 %)
Este Gen e Lin 2 (3,7 %) 1 (1,88 %)
Pen e Est ¢ Amp 17 (32,0 %) 3 (5,6%)
Pen ¢ Est ¢ Gen e Lin 1 (1,88 %) 1 (1,88 %)
Pen e Est e Amp e Lin 17 (32,0 %) 3 (5,6%)
Pene Este Ampe Line 1 (1,88 %) 3 (5,6%)

Gen

Penicilina = Pen; Estreptomicina = Est; Ampicilina = Amp; Gentamicina = Gen;
Lincomicina = Lin.
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TABELA 8. Analise de variancia do efeito de diferentes concentragdes de
gentamicina na solugdo diluidora de Saad sobre a motilidade espermatica do
sémen de piracanjuba (n= 8), durante resfriamento por 8 dias (Experimento 4)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
BLOCO 7 16535722222  2362,246032 3,641 0,0065
GENTAMICINA 4 6033,427778 1508,356944 2,325 0,0811
erro 1 28  18167,861111 648,852183

HORAS 8  294539,255556 36817,406944 371,188 0,0000
GENT*DIAS 32 4968,522222 155,266319 1,565 0,0310
erro 2 280  27772,666667 99,188095

Total corrigido 359  368017.455556

CV1 (%)= 53,64

CV2 (%)= 26,82

Média geral: 439611111  Numero de observacdes: 360

TABELA 9. Andlise de variancia do efeito do desdobramento de dias em cada
concentragdo de gentamicina sobre a motilidade espermadtica do sémen de
piracanjuba (n= 8), durante resfriamento por 8 dias (Experimento 4)

FV GL SQ QM Fc  Pr>Fc
DIAS /18  76984,500000  9623,062500 97,018 0,0000
DIAS /2 8  56360,250000  7045,031250 71,027 0,0000
DIAS /3 8  51225,527778  6403,190972 64,556 0,0000
DIAS /4 8  56212,000000  7026,500000 70,840 0,0000
DIAS /5 8  58725,500000  7340,687500 74,008 0,0000
Residuo 280  27772,666667 99,188095

Codificagdo usada para o desdobramento

cod. TRATAMENTO

1=0
2 =0,01
3 =0,1
4 =05
5=1

Teste Scott Knott (1974)
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TABELA 10. Analise de regressdo para o desdobramento das concentragdes de
gentamicina, para o 6° dia, em relacdo a motilidade espermatica do sémen de
piracanjuba (n= 8) (Experimento 4)

Causas de variacao G.L. S.Q. Q.M. Fc Prob.<F
bl 1 217,162863 217,162863 1,355 0,247
b2 1 476,652005 476,652005 2,974 0,087
b3 1 961,791642 961,791642 6,001 0,016
Desvio 1 118,543490 118,543490 0,740 0,391
Residuo 120 19231,425926 160,261883
t para

Pardmetro Estimativa SE HO: Par=0  Pr>|t|
b0 13,768863 3,38455572 4,068 0,0001
bl 228,040706 79,12691658 2,882 0,0047
b2 -593,462608 228,45952697 -2,598 0,0106
b3 375,405866 153,24124631 2,450 0,0157

R"2 =93,32%

TABELA 11. Analise de varidncia do efeito dos tratamentos com gentamicina
sobre o crescimento bacteriano em sémen de piracanjuba (n = 8), durante
resfriamento por 8 dias (Experimento 4)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRATAMENTOS 4  661,226667 5,306667 20,605 0,0000
BLOCO 5 40,913333 8,182667 1,020 0,4323
erro 1 20 160,453333 8,022667

DIAS 4 61,293333 15,323333 67,486 0,0000
TRATAMENTOS*DIAS 15 161,706667 10,780444 47,478 0,0000
erro 2 94 21,343730 0,227061

Total corrigido 142 1106.937063

CV1 (%)= 226,28

CV2 (%)= 38,07

Média geral: 1,2517483  Numero de observagdes: 143
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TABELA 12. Analise do desdobramento das concentragdes de gentamicina para
cada dia, em relagdo ao crescimento bacteriano em sémen de piracanjuba (n= 8),
durante 8 dias de resfriamento (Experimento 4)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO /1 3 16,133333 5,377778 2,409 0,0898
TRATAMENTO 2 4 50,533333 12,633333 5,658 0,0022
TRATAMENTO /3 4 120,000000 30,000000 13,436 0,0000
TRATAMENTO /4 4 270,133333 67,533333 30,247 0,0000
TRATAMENTO /5 4 366,133333 91,533333 40,996 0,0000
Residuo 25 55,818190 2,232728

Codificagdo usada para o desdobramento

cod. DIAS
1 =0
2 =2
3 =4
4 =6
5=8

TABELA 13. Analise do desdobramento dos dias para cada concentracdo de
gentamicina sobre o crescimento bacteriano em sémen de piracanjuba (n= 8),
durante 8 dais de resfriamento (Experimento 4)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIAS /1 4 211,466667  52,866667 23,678 0,0000
DIAS 2 4 0,000000 0,000000 0,000 1,0000
DIAS 33 0,000000 0,000000 0,000 1,0000
DIAS /4 4 0,000000 0,000000 0,000 1,0000
DIAS /5 4 11,533333  2,883333 1,291 0,2991
Residuo 25 55818190  2,232728

Codificagdo usada para o desdobramento

cod. TRATAMENTOS

1 =0
2=10
3 =05
4 =0,1
5 =0,01

Teste Scott Knott (1974)
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TABELA 14. Analise de regressao do desdobramento de dias para o tratamento
com 0 mg/mL de gentamicina na solugdo diluidora de Saad, com relagdo ao
crescimento bacteriano no sémen de piracanjuba (n= 8), durante o resfriamento

(Experimento 4)

Causas de variacao G.L. S.Q. Q.M. Fc Prob.<F
bl 1 209,066667 209,066667 867,318 0,000
b2 1 0,190476 0,190476 0,790 0,376
b3 1 1,350000 1,350000 5,601 0,020
Desvio 1 0,859524 0,859524 3,566 0,062
Residuo 95 22,899722 0,241050
t para

Pardmetro Estimativa SE HO: Par=0 Pr>lt|

b0 1,878571  0,19900006 9,440 0,0000

bl 0,300595  0,25311793 1,188 0,2380

b2 0,199405  0,08035352 2,482 0,0148

b3 -0,015625  0,00660247 -2,367 0,0200

R"2 = 99.59%

TABELA 15. Analise de regressdo do desdobramento de dias para o tratamento
com 0,01 mg/mL de gentamicina na solugdo diluidora de Saad, em relacdo ao
crescimento bacteriano no sémen de piracanjuba (n= 8), durante o resfriamento

(Experimento 4)

Causas de variagao G.L. S.Q. Q.M. Fc Prob.<F
bl 1 8,066667 8,066667 33,465 0,000
b2 1 1,714286 1,714286 7,112 0,009
b3 1 0,600000 0,600000 2,489 0,118
Desvio 1 1,152381 1,152381 4,781 0,031
Residuo 95 22,899722  0,241050
t para
Parametro  Estimativa SE HO: Par=0 Pr>|t|
b0 0,152381  0,18863597 0,808 0,4212
bl -0,102381  0,11172704  -0,916 0,3618
b2 0,035714  0,01339225 2,667 0,0090

R"2 = 84,81%
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TABELA 16. Analise de varidncia do efeito de diferentes concentracdes de
gentamicina em sémen diluido em solugdo de Saad sobre a taxa de fertilizagdo
dos ovécitos (Experimento 5)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 4 2710,300000 677,575000 19,431 0,0000
BLOCOS 1 84,050000 84,050000 2,410 0,1428
erro 14 488,200000 34,871429

Total corrigido 19 3282,550000

CV (%)= 7,73

Média geral: 76,3500000  Numero de observagdes: 20
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ANEXO B

FIGURA 1. Variagdo média nos valores de pH observados no sémen de
piracanjuba (n=3) diluido em solu¢do de Saad de diferentes pH,
durante resfriamento a 4°C-6°C, por 7 dias. (Experimento 1).......... 94

FIGURA 2. Correlagdo entre motilidade espermatica e crescimento bacteriano
(r= -0,76), em fun¢do do tempo, em sémen de piracanjuba (n=6)
submetido a resfriamento por 8 dias (Experimento 2) ..................... 94

FIGURA 3. Média de motilidade espermatica observada e estimada (regressao)
para sémen de piracanjuba (n=8) diluido em solucdo de Saad, em
diferentes concentragdes de gentamicina, apds 6 dias de resfriamento
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FIGURA 4. Médias de crescimento bacteriano (log) observadas e estimadas por
equacdo de regressdo, em amostras de sémen de piracanjuba (n=8)
diluidas em solugdo de Saad sem gentamicina (0 mg/mL) e com 0,01
mg/mL de gentamicina, durante o resfriamento por 8 dias.
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FIGURA 1. Variagdo média nos valores de pH observados no sémen de
piracanjuba (n=3) diluido em solucdo de Saad de diferentes pHs, durante
resfriamento 4°C-6°C, por 7 dias (Experimento 1).
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FIGURA 4. Médias de crescimento bacteriano (log) observadas e estimadas. por
equacdo de regressdo. em amostras de sémen de piracanjuba (n=8) diluidas em
solucdo de Saad sem gentamicina (0 mg/mL) e com 0,01 mg/mL de
gentamicina, durante o resfriamento por 8 dias. (Experimento 4)
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