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RESUMEN

Introduccion. A pesar de los estudios sobre crioconservacion de gametos y de los
avances obtenidos mediante experimentos de laboratorio a pequefia escala, la
crioconservacion de semen de peces en Colombia no ha logrado los progresos
practicos suficientes que permitan su uso a escala comercial. Uno de los limitantes
ha sido la alta variacion de la fertilidad de los espermatozoides posdescongelacion,
observada incluso entre individuos de la misma especie, a causa de la diferente
capacidad de las células espermaticas de resistir los efectos de la crioconservacion,
la cual parece estar directamente relacionada con la composicién del plasma
seminal de cada individuo. Objetivo. Evaluar diferentes variables de calidad seminal
en yamu y determinar su relacion con la congelabilidad. Materiales y métodos. La
investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Reproduccion de Peces Tropicales del
Instituto de Acuicultura de Los Llanos. Nueve (9), machos sexualmente maduros
(1.18 £ 0,16 kg), fueron inducidos con Extracto de Hipdfisis de Carpa (4 mg/Kg); a
las 18 horas post-induccion el semen con movilidad > 80% fue diluido en proporcion
1:4 en una solucién de glucosa (5.5 %), yema de huevo (12%) y DMSO (10%), luego
conservado en macrotubos de 5 ml en vapores de nitrégeno liquido (30 min.), hasta
-196°C. Se determiné la viabilidad del semen crioconservado y fresco a través de
pruebas de fertilidad empleando dosis de 75000 y 50000 espermatozoides/oocito
respectivamente. Las variables volumen, espermatocrito, concentracion, tiempo de
activacion, concentraciéon de los iones Na+, K+, Cl-, Mg2+, Ca2+, colesterol,
triglicéridos, glucosa y proteinas, fueron evaluados. Se determind la relacién entre

las variables del semen fresco y fertilidad posdescongelacién. Resultados.

Tabla 1. Variables de calidad seminal del semen fresco de yamu (Brycon
amazonicus).



Vol. Tiempo Spcto Conc. Mg?* Cl- K*
(ml) activ. (s) (%) (mill.) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

7,5+1,9 52,3+4,4 13,4+2,3 7,22+4.0 0,6+0,2 75,8+4,4 28,2+4,6

Gluc Colest. Triglic. Prot. Fertil.
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (%)

6,8+04 3,4+19 18,6+4,8 3753453 74,8477

Las correlaciones de Pearson para las variables Mg?* (r=-0,41497), K* (r=-0,00417),
colesterol (r=-0,70947) y proteina (r=-0,08796), relacionadas negativamente con la
fertilidad, mientras que las variables concentraciébn de glucosa (r=0,15636),
triglicéridos (r=0,03887), y tiempo de activaciéon (r=0,15565), presentaron bajas
correlaciones con la fertilidad posdescongelacién. Conclusién. A través de las
variables evaluadas no fue posible explicar la variacion individual de la fertilidad

posdescongelacion en la especie estudiada.

Palabras clave: Semen, bioquimica, iones, congelacion, correlacion



INTRODUCCION

El crecimiento de la piscicultura implica la produccion continua de semilla a través
de la reproduccion. En especies nativas como el yamu, depende de un proceso
continuo de maduracién sexual por parte de los reproductores que ocurre
naturalmente cuando inician su recorrido migratorio con el inicio de la época de
lluvias. EI aumento de la pluviosidad tiene un efecto directo sobre el nivel del agua
de los rios, facilitando el desplazamiento migratorio y contracorriente de los
reproductores con el fin de ofrecer areas y condiciones favorables para el
crecimiento de los huevos y el desarrollo de su descendencia. Durante dicho
recorrido, el fotoperiodo y algunos factores del agua como la temperatura, el pH, el
oxigeno disuelto, la conductividad entre otros, varian estimulando la cascada
hormonal de la reproduccion y por lo tanto la preparacion de las gonadas para el
inicio de la época de apareamiento. De este modo, en regiones tropicales, la
temporada de lluvias desempefia un papel determinante en la reproduccion de los
peces, estimulado la maduracién gonadal y el inicio de la migracién con fines
reproductivos. A los peces con este tipo de comportamiento se les denomina
reofilicos (Landines y Mojica, 2005). En cautiverio, el yamu logra su desarrollo
gonadal, sin embargo, este no es continuo y solo se da cuando aumenta la
pluviosidad. En consecuencia, la disponibilidad de gametos se ha convertido en un
cuello de botella para la industria piscicola, justificando el desarrollo de técnicas que

permitan su conservacion y disponibilidad para las épocas de escasez.

Una de las técnicas empleadas para la conservacion de gametos durante largos
periodos es la crioconservacion seminal (Polge, et al. 1949). La implementacion de
técnicas de crioconservacion en piscicultura, ha permitido el uso de
espermatozoides en momentos en que no hay desarrollo reproductivo de los peces,

facilitando el movimiento de material genético entre productores, asi como, la



utilizacion eficiente de parentales a través de la dilucion seminal (Medina Robles, et
al. 2005). A la fecha, se han realizado importantes avances referentes a la
crioconservacion de peces nativos definiendo protocolos que han permitido el
almacenamiento del semen en grandes pajillas con resultados satisfactorios
(Velasco-Santamaria, Medina-Robles, & Cruz-Casallas, 2006; Ramirez-Merlano,
Velasco-Santamaria, Medina-Robles, & Cruz-Casallas, 2011). Sin embargo, en
Colombia el uso semen crioconservado para la fertilizacién aun tiene que ganar
popularidad ya que no es una practica comun en las producciones comerciales.
Algunos de los factores que limitan el uso de semen crioconservado son: la ausencia
de protocolos de crioconservacion estandarizados para aplicaciones a escala
comercial (Cabrita, Robles, Alvarez, & Herraez, 2001), las lesiones celulares
derivadas del proceso (Muller, Muller, Pincemy, Kurz, & Labbe, 2008; Pefaranda,
Pérez, Gallego, Jover, & Asturiano, 2009), la baja movilidad espermatica y baja
capacidad de fecundacién una vez el semen es descongelado (Lahnsteiner, Berger,
Horvath, Urbanyi, & Weismann, 2000).

La variacion en la capacidad de los espermatozoides para sostener el efecto
criogénico de la congelacion y descongelacion se ha reportado entre individuos de
la misma especie (Babiak, Glogowski, Luczynski, & Luczynski, 1997). La variacion
entre machos plantea un problema donde individuos con esperma de caracteristicas
no Optimas para la crioconservaciéon, pueden tener, no obstante, un alto valor
genético. Los factores que originan estas variaciones no han sido claramente
dilucidados, sin embargo, algunos autores han intentado establecer modelos que
correlacionan algunas caracteristicas del semen con su potencial para la
crioconservacion, por ejemplo, la concentracion espermatica, pH, osmolaridad,
capacidad antioxidante, proteina y actividad antitripsina (Butts, et al.,2011). Los
machos con bajo potencial para la crioconservacion también requieren razones mas

grandes esperma/huevo para compensar la menor calidad. Por lo tanto, adquiere



importancia el establecer las posibles correlaciones entre las caracteristicas
seminales y la aptitud del semen de los peces para soportar el proceso de
congelacion y descongelacion. Diferentes estudios han demostrado que
componentes del plasma seminal (osmolaridad, pH, iones, glucosa, colesterol,
triglicéridos, proteinas, capacidad antioxidante), guardan estrecha relacion con
variables de calidad seminal posdescongelacion (Borges et al., 2005; Alavi, et al.,
2009; Bultts, Litvak, & Trippel, 2010; Butts et al., 2011), en especies como trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), (Lahnsteiner, Berger, Weismann, & Patzner, 1996;
Alavi & Cosson, 2006), Sabaleta (Brycon henni), (Tabares Serna, 2013), Bacalao
del atlantico (Gadus morhua), (Butts et al., 2010; Butts et al., 2011) entre otras.
Para el caso particular del Brycon amazonicus aunque existen diferentes reportes
sobre trabajos en crioconservacion seminal (Cruz-Casallas et al., 2004; Cruz-
Casallas, Lombo-Rodriguez, & Velasco-Santamaria, 2005; Cruz-Casallas, Velasco
Santamaria, & Medina Robles, 2006; Medina-Robles, Velasco-Santamaria, & Cruz-
Casallas, 2007; Cruz Casallas, Medina Robles, & Velasco Santamaria, 2009),
ninguno reporta acerca de la relacion entre las caracteristicas del plasma seminal y

la calidad del semen descongelado.

El proposito de este trabajo fue evaluar la correlacion entre algunas variables de la

calidad seminal con la fertilidad posdescongelacion.



1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo General

Establecer la correlacion entre variables de calidad del semen fresco y la

viabilidad posdescongelacion en el yamu (Brycon amazonicus)

1.2 Objetivos especificos

1.2.1 Determinar las variables de calidad seminal (movilidad, tiempo de activacion,
espermatocrito, concentracion  espermatica, concentracién ionica,
triglicéridos, colesterol, glucosa).

1.2.2 Relacionar las variables de calidad seminal con la movilidad seminal y

fertilidad posdescongelacion.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 ElYamu

El yamua (Brycon amazonicus - Spix y Agassiz, 1829), hace parte de un género de
caracidos ampliamente distribuidos en los rios de América desde México hasta
Argentina (Howes, 1982). Es una especie de pez de agua dulce nativa del rio
Orinoco y su prevalencia en el pais, es mayor en afluentes de los rios Meta, Ariari y
Guaviare (Arias, 1995). Se caracteriza por tener habitos omnivoros y excelentes
cualidades como especie comercial gracias a la calidad de su carne (Cifuentes,
1999), y rapido crecimiento (Clavijo & Arias, 2004). El yamu ha sido objeto de
numerosos estudios enfocados en determinar varios aspectos de su biologia basica
(Arias, 2006), anatomia (Eslava, Suarez, Pardo, Arias, & Cruz, 2001), habitos
alimenticios (L6pez, Vasquez, Arias & Wills, 2004) manipulacion de sus ciclos
reproductivos en cautiverio (Mufioz, Vasquez, & Cruz, 1991; Landines, 1995; Arias,
Zaniboni, Pardo, Vasquez, & Atencio, 2004), entre otros. Desde el punto de vista de
la reproduccién en cautiverio, se han estudiado e implementado protocolos de
inducciéon hormonal con base en extracto de hipdfisis de carpa (Landines y Mojica,
2005). Durante el proceso post-induccion con la hormona hipofisiaria, los
indicadores reproductivos mas importantes son la ovulacion que ocurre a las seis 0
siete horas, después de la ultima aplicacion hormonal, el desove vy la fertilizacion
(Arias, 2002). Trabajos en crioconservacion seminal han sido reportados (Cruz-
Casallas et al., 2004; Cruz-Casallas, Lombo-Rodriguez, & Velasco-Santamaria,
2005; Cruz-Casallas, Velasco Santamaria, & Medina Robles, 2006).



2.2 Fundamentos de crioconservacion espermatica

La crioconservacion de células esperméaticas, es un proceso que consiste en
almacenar células mediante el descenso controlado de temperatura hasta -196°C.
La crioconservacion tiene sus origenes al final de la década del 40 cuando Polge et
al. (1949), descubrieron de manera accidental las propiedades protectoras del

glicerol en los procesos de congelacion espermética.

Durante la congelacion, el espermatozoide es sometido a cambios quimicos y
fisicos extremos como la formacion de cristales de hielo, estrés mecanico, estrés
osmotico y la inestabilidad de las membranas celulares. Dentro del conjunto de

cambios generados por el proceso de congelacion, se pueden citar:

2.2.1 El enfriamiento

Da origen a una transicion de liquido intracelular y del estado fisico de los lipidos
(tornandose mas solidos), alterando la fluidez de la membrana, asi como la
disposicion y funcionamiento de las proteinas transmembranales que son

responsables del movimiento de sustancias entre el interior y exterior celular.

2.2.2 La nucleacion / cristalizacion

Consiste en la formacion de ndcleos de hielo (cristales). Aqui el agua liquida que se
encuentra tanto en el interior como en el exterior de la célula es convertida en hielo
cuando la solucién alcanza temperaturas comprendidas entre -5 y -15°C. Durante
este proceso, la formacién de hielo extracelular puede provocar lesiones y muerte

celular por mecanismos como el incremento de la presion osmoética, el enfriamiento,



y la ruptura mecanica por efecto de los cristales, los cuales afectan a las células en
la solucién acuosa que tiende a congelarse. Al formarse los ndcleos, las membranas
lipidicas de las células pierden flexibilidad debido al enfriamiento, se endurecen y
se resisten a la deformacion, ademas; se da origen a un proceso de deshidratacion
celular debido a las fuerzas osmoticas resultantes de un menor contenido de agua
liquida. La osmolaridad deforma las membranas celulares durante la congelacion, y
en conjunto con las fuerzas mecanicas que ejercen los cristales de hielo que estan
creciendo, se provocan lesiones a causa de un efecto “cuchilla”, principalmente
sobre las membranas lipidicas. Por otra parte, la congelacion intracelular también
ocurre a causa del rapido enfriamiento de la célula y puede tener consecuencias

letales debido a la alteracion de las estructuras de los organelos.

2.2.3 Hiperosmolaridad

La nucleacién causa un incremento de la concentracion de solutos en las fracciones
de agua no congelada, dando origen a la formacién de “canales residuales”. Esto
obliga al agua intracelular a desplazarse hacia el espacio extracelular donde se
congela y, en consecuencia, las células se encogen y deshidratan (Karow, 2001;
Medina-Robles et al., 2005).

2.2.4 Estrés osmotico e inestabilidad de las membranas

Debido a la constante pérdida de agua del interior de la célula hacia el exterior,
generado por el aumento de la osmolaridad extracelular, la compresion del
contenido citoplasmatico aumenta la resistencia de la célula a seguir perdiendo
agua, al excederse esta resistencia fisica propia de la membrana se produciran
cambios irreversibles en su permeabilidad (Gémez, Delgado, Gobmez, Lozano, &
Reguero, 2006).



2.2.5 Liberacion de calor latente

Durante la deshidratacion de la célula, sin que haya congelacion intracelular, la
concentracion de electrolitos, sustratos, cofactores y proteinas celulares aumentan,
asi como lo hace el transporte del agua al medio externo que se encuentra en
proceso de congelacion; este fendmeno genera la liberacion de calor de fusién o
calor latente, que puede producir lisis celular (Gomez et al., 2006).

2.3 Lacrioconservacion del semen en peces

El proceso de crioconservacion seminal se inicia con la evaluacion de la calidad
seminal que comprende dos etapas importantes: 1) Determinacion de las
caracteristicas macroscopicas; 2) Evaluacion de las caracteristicas microscopicas;

3) Dilucion seminal; 4) Congelacion

2.3.1 Determinacion de caracteristicas macroscopicas

2.3.1.1 Volumen

El semen es depositado y evaluado directamente dentro de un tubo de ensayo
aforado en mililitros (Cruz-Casallas & Velasco-Santamaria, 2005). El volumen
seminal depende de muchos factores entre los cuales se encuentran la especie, el
meétodo de induccién hormonal, asi como la habilidad del técnico o profesional que

realiza el procedimiento (Cruz-Casallas, 2001; Fresneda et al., 2004).



2.3.1.2 Color

La evaluacion del color permite determinar la presencia de contaminantes en la
muestra como agua, materia fecal, orina, bilis, sangre (Cruz-Casallas, 2001).
Algunas dietas comerciales contienen carotenoides que pueden dar origen a una

coloracion similar a la de la contaminacion con sangre (Daza, Parra, Ochoa, 2005).

2.3.2 Evaluacion de las caracteristicas microscopicas

La evaluacion microscopica del semen de los peces por lo menos dentro de los 60
minutos siguientes a la coleccién del semen dado que a medida que el tiempo
transcurre, el semen disminuye su calidad. Entre las caracteristicas evaluadas se
encuentran la movilidad espermatica, la concentracién espermatica, la morfologia,
la viabilidad espermética y el tiempo de activacion (Cruz-Casallas, 2001; Cruz-
Casallas & Velasco-Santamaria, 2005).

2.3.2.1 Concentracién Espermatica

La concentracion se define como el nimero de células espermaticas por mililitro
(ml), de semen y es expresado en millones por ml o pl, utilizando el método del
hemocitdmetro o cAmara de Neubauer. Se ha demostrado una alta correlacién del
recuento espermatico con el espermatocrito (Pablo E Cruz-Casallas, Medina-
Robles, & Velasco-Santamaria, 2007), sin embargo, el espermatocrito Unicamente
expresa una relacion porcentual entre el volumen seminal y la fraccion celular del
mismo. La realizacién de esta técnica se basa en el mismo principio que el

hematocrito en hematologia (Hickman, 1958).



2.3.2.2 Espermatocrito

El espermatocrito es un modo alternativo para medir la concentracién espermatica;
varios autores han reportado una relacion positiva y estadisticamente significativa
entre la concentracion espermatica y el espermatocrito. Se puede entender como la
relacion entre el volumen de espermatozoides empaquetados, con respecto al
volumen seminal expresada en porcentaje (vol. espermatozoides / vol. seminal x
100) (Medina-Robles & Velasco-Santamaria, 2006).

2.3.2.3 Movilidad espermatica

Los espermatozoides son inmdoviles en las gbnadas del macho e incluso a la hora
de realizar la espermiacion. La movilidad del espermatozoide es inducida después
de entrar en contacto con un medio acuoso o cuando entra en contacto con el tracto
genital de la hembra. En peces de agua dulce, la movilidad espermatica es iniciada
por soluciones hiposmaticas, asi mismo como soluciones con bajos niveles de K+
(Krasznai, 2000). La movilidad es inducida agregando a una muestra de semen una
gota de una solucion activadora, la cual debe contener una osmolaridad inferior al

plasma seminal como por ejemplo agua o bicarbonato de sodio (NaHCO3 al 1%).

2.3.2.3.1 Movilidad masal

Es un dato subjetivo que tiene como base las ondas que provienen de las células
espermaticas al moverse; para determinarla, la muestra diluida debe observarse
con un aumento de 10x inmediatamente después de adicionar la solucion activadora

(Pablo Emilio Cruz-Casallas & Velasco-Santamaria, 2005).



2.3.2.3.2 Movilidad individual

Para realizar un analisis mas detallado, se puede usar un sistema de analisis
seminal asistido por computador, como el CASA (siglas del inglés: Computer—
Assisted-Sperm-Analysis), (Rurangwa, Kime, Ollevier, & Nash, 2004). Es una
técnica utilizada para la evaluacion de la movilidad espermatica individual, que
permite la visualizacién y digitalizaciobn de imé&genes espermaticas estaticas y
dindmicas para su analisis, se caracteriza una alta capacidad de repeticion y
proporcionar una estimacion mas rigurosa de la movilidad de los espermatozoides
en comparacion con el procedimiento subjetivo por microscopia (Billard & Cosson,
1992). Los parametros mas utilizados para la evaluacion de la motilidad espermética
son: 1) porcentaje con movilidad progresiva rapida, 2) porcentaje con movilidad
progresiva lenta no lineal, 3) porcentaje con movimientos no progresivos, 4)
porcentaje de inmoviles. La velocidad curvilinea (VCL), velocidad en linea recta
(VSL), velocidad a lo largo de un trayecto (VAP), amplitud del desplazamiento lateral
de la cabeza (ALH), linealidad o rectitud (LIN = VSL / VCL o VAP), son evaluados
en los espermatozoides moviles (Rurangwa et al., 2004).

2.3.2.4 Tiempo De Activacion

Es el tiempo que dura el movimiento de las células espermaticas desde el momento
en que es adicionada la solucion activadora hasta que el movimiento cesa, esta
caracteristica difiere bastante entre especies, ademas depende también en gran
medida de las propiedades quimicas de la solucién activadora, por ejemplo, una
solucion activadora de bicarbonato de sodio (NaHCO3) al 1%, aumenta el tiempo de
activacion en Piaractus brachypomus, la temperatura también afecta la movilidad,

se ha comprobado que a temperaturas bajas la movilidad aumenta, pero la



velocidad de las células espermaticas disminuye (Medina-Robles, Velasco-
Santamaria, Cruz-Casallas, 2005). Por otra parte, Fresneda et al., (2004), reportan
gue el tiempo de activacion en semen de Piaractus brachypomus fue mayor cuando
los animales fueron inducidos hormonalmente con Extracto Pituitario de Carpa
(EHC).

2.3.3 Dilucién

Una vez ha culminado el proceso de evaluacion de la calidad seminal y
determinadas las caracteristicas en fresco, se inicia uno de los eventos mas
importantes en el proceso de crioconservacién que consiste en la preparacion del
diluyente del cual depende la Vviabilidad de células espermaticas
posdescongelacion. La composicion del diluyente no es estandar en todas las
especies de peces y varian las cantidades porcentuales de los componentes como

también el crioprotector a utilizar.

En el yamu (Brycon amazonicus), el diluyente es una solucién de agua destilada
estéril de 5.5% (peso : volumen) de glucosa monohidratada, 12% de (volumen :
volumen) de yema de huevo de gallina (preferiblemente criollo) y 10% de Dimetil
Sulfoxido (DMSO) (Medina-Robles & Velasco-Santamaria, 2006). En cachama
blanca el diluyente contiene 5.5% de glucosa monohidratada, 15% de yema de
huevo y 10% de Metanol (Ramirez-Merlano, Velasco-Santamaria., Medina-Robles
& Cruz-Casallas P. (2001). En bagre rayado (Pseudoplatystoma fasciatum), el
diluyente contiene 5.5% de glucosa, 12% de yema de huevo y 12% de metanol
(Ramirez-Merlano & Robles, 2010). EI semen y el diluyente se mezclan
generalmente a temperatura ambiente, en proporcién 1:4 para el caso del yamu es
decir una parte de semen por tres partes de diluyente, esta relacion cambia de

acuerdo con la concentracion espermatica promedio de la especie, posterior a eso



se empacan en pajillas de volumen variable segun la especie (Medina-Robles &
Velasco-Santamaria, 2006) y se destina la muestra al enfriamiento, en una primera
instancia la muestra es almacenada en el dry shipper durante 30 minutos donde
llegara a la temperatura de crioconservacion (-196°C), y luego es llevada durante

tiempo indefinido al termo de almacenamiento.

2.3.4 Fertilidad

La prueba de fertilidad es el ensayo reina que define a un semen de buena calidad.
Para la ejecucidn de ésta se utilizan hembras sexualmente maduras cuya ovulacion
puede es inducida hormonalmente con 5.75 mg.kg-1 de EHC. Fresneda et al.
(2004), en cachama blanca, reportan una ovulacién inducida mediante la aplicacién
de dos dosis de EHC la primera de 0.5 mg.kg-1, y 4.5 mg.kg-1 con un intervalo de
12 horas, donde la ovulacion ocurrioé de 8 a 10 horas después de la aplicaciéon. Los
oocitos son recibidos en un recipiente limpio y se organizan en grupos de 2 a 4 g
para luego ser fertilizados con el semen. La activacion espermatica se realiza con
NaHCOs al 1% y la proporcion a utilizar es de 1200 millones de espermatozoides
por cada gramo de oocitos. Para P. brachypomus y B. amazonicus la evaluacion de
fertilidad debe realizarse después de las 6 a 9 horas de incubacion. El resultado se
expresa en porcentaje, y se determina con la relacion de oocitos fecundados sobre
el nimero de oocitos observados (Cruz-Casallas, 2001)



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion

El proyecto fue realizado en el Laboratorio de Reproduccion de Peces Tropicales
de la Estacion Piscicola del Instituto de Acuicultura de la Universidad de Los Llanos
(IALL), ubicado a 12 km de la Cuidad de Villavicencio (Meta), a una altura
aproximada de 418 msnm, temperatura promedio de 25°C, precipitacién pluvial de

4050 mm y una humedad relativa del 75%

3.2 Material Biolégico

Para el experimento se escogieron 9 ejemplares de yamu (Brycon amazonicus),
sexualmente maduros, con un peso aproximado de 1,19 + 0,16 Kg de peso corporal
(PC). Estos peces fueron criados y mantenidos en estanques de tierra a una
densidad de 1.5 peces.m2. Todos los animales fueron identificados individualmente,
mediante cddigos de colores (chaquiras), instalados en la aleta dorsal. La
estimacion del estado de madurez reproductiva fue realizada en machos por la
presencia de semen en la papila urogenital después de una leve presion en la
cavidad celomica y en hembras mediante la comprobacion del diametro (>1200 pm)
y estado de migracion de la vesicula germinal en oocitos obtenidos por medio de

biopsia ovérica.



3.3 Induccioén reproductiva y extraccion de gametos

Los peces seleccionados fueron mantenidos en tanques circulares de concreto con
aireacion permanente y en un sistema de recirculacién de agua. Los machos fueron
inyectados intramuscularmente con EHC marca Stoller Fisheries®, a razon de 4,0
mg Kg* PC. Las hembras fueron inyectadas con 5,5 mg Kg* PC vy distribuidas en
dos aplicaciones, a las 0 horas (0.5 mg Kg* PC), y de 6 a 7 horas después (5,0 mg
Kg? PC). Para obtener los gametos, los peces fueron anestesiados en una solucién
2-fenoxietanol (300 mg L* Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), La colecta de
semen fue realizada 18 horas después de la inyeccion hormonal en tubos de ensayo
de vidrio (15 mL). Las muestras de semen contaminadas con agua, orina, heces o
sangre fueron descartadas. En el momento de la ovulacion los oocitos fueron
colectados 18 horas después de la ultima inyeccién hormonal. La region abdominal
en cada pez fue cuidadosamente secada para evitar el contacto entre el agua y los

gametos.

3.4 Evaluacion de las caracteristicas seminales

3.4.1 Movilidad masal y tiempo de activacion

La colecta espermatica fue mantenida a temperatura ambiente (25 + 2°C), La
movilidad masal y tiempo de activacién (duracion de la movilidad) fueron evaluados
usando un microscopio de luz (10X), agregando 20ul de semen en una lamina
excavada (1.0-1.2 mm de profundidad, Micro Slides Premiere®, Shangai, China), y
activando la movilidad espermatica con 180 pL de agua destilada. Las muestras con
movilidad masal inferior al 80% de fueron descartadas para el proceso de

crioconservacion. El tiempo de activacion o duracion de la movilidad fue evaluada



inmediatamente después de la adicion de agua, registrando el tiempo hasta que la

movilidad se redujo al 5%.

3.4.2 Concentracion espermética

La concentracion espermatica fue determinada usando dos métodos, el primero
corresponde a una técnica indirecta conocida como espermatocrito, donde el semen
es tomado en tubos microcapilares (75 mm de longitud y 1,1 mm de didmetro
interno) y centrifugado a 14000 g, durante 5 minutos. El método directo se realiza
por medio del método de Hematocitometro, o Camara de Neubauer, el semen es
diluido (1:1200) previamente en una solucion salina fisiologica (0,9% NacCl), el
montaje es mantenido bajo una atmosfera humeda por 10 min, y subsecuentemente
los espermatozoides son contados individualmente en una camara de Neubauer

(Bright Line, Optik Labor, Friedrichshofen, Germany) con un objetivo de 40X.

3.4.3 Evaluacién de la composicion del plasma seminal.

El semen fresco fué centrifugado (14000 gravedades X 15 min, EBBA 12, Hettich,
Tuttlingen, Germany) y el sobrenadante (plasma), fue evaluado para cada
constituyente seminal. El promedio de al menos dos mediciones fue utilizado para
el analisis estadistico

3.4.3.1 Concentracién de proteina, glucosa, colesterol y triglicéridos

Los niveles de proteina, glucosa, colesterol y triglicéridos fueron determinados de
acuerdo con el método de (Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951). La
absorbancia de la muestra serd medida espectrofoto-métricamente a 750 nm.

Albumina bovina sera utilizada como estandar.



3.4.3.2 Concentracion lonica

Las concentraciones de lones presentes en el plasma seminal fueron determinadas
mediante Reflectancia de fibra optica (VITROSDT60II System Chemistry, USA) en
el Laboratorio Clinico de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad Nacional de Colombia con Sede en Bogota.

3.5 Proceso de crioconservacion seminal y condiciones de descongelaciéon

El semen seleccionado para el proceso de crioconservacion fue mezclado y diluido
(1:5), con un diluyente compuesto por glucosa monohidratada como un agente
protector del exterior de la celula (5,5%, Merck, Darmstadt, Germany), yema de
huevo de gallina (12%), que ejerce una funcién tanto para la estabilizacion de la
membrana como para la proteccion del medio intracelular de la célula y un
crioprotector, DMSO 10%, (Sigma Chemical Co.), que junto con los anteriormente
nombrados, garantizan la supervivencia espermatica después del proceso de
crioconservacion. Una vez el semen ha sido diluido, debe verificarse la inexistencia
de espermatozoides moviles en las muestras observadas. Realizada la verificacion,
el esperma diluido fue empacado en macrotubos de 4 mL (280 x 5mm, Minitub,
Abfil-und Labortechnik GmbH, Tiefenbach, Germany). Los macrotubos fueron
congelados por 30 min. mediante vapores de nitrégeno en un en un termo (CP100
Taylor-Wharton, Theodore, AL, USA), pasados los 30 min., todos los tubos fueron
sumergidos y mantenidos en un termo de nitrégeno liquido a -196°C (35 HC, Taylor-

Wharton) hasta su evaluacion.



3.6 Pruebas de fertilidad

Para realizar las pruebas de fertilidad se descongel6 el semen durante 60 segundos,
a una temperatura de 35°C. Una vez descongelado el semen fue activado con
bicarbonato de sodio (1%), en una relacién 1:10 (20 yuL de semen con 180 uL de
bicarbonato de sodio), se evaluaron movilidad masal y tiempo de activacion. Para
la evaluacion de fertilidad se seminaron los oocitos de una hembra inducida
hormonalmente (5.5 mg.kg* EPC), a razén de 75000 espermatozoides/oocito para
el semen congelado y 50000 espermatozoides/oocito para el caso del control
(semen fresco). De cada uno de los 9 machos congelados, asi como del macho
control se realizaron 3 réplicas que fueron distribuidas al azar en 30 incubadoras de
flujo ascendente con capacidad de 2 litros. El porcentaje de fertilidad se determiné
luego de 6 horas de incubacién a partir del promedio de 3 muestras tomadas de
cada incubadora y se calcul6 con base en el numero de oocitos embrionados

(estado de cierre del blastoporo), sobre el total contenido en la muestra.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracteristicas seminales del yamu

La tabla 1 muestra las caracteristicas del semen fresco obtenido del eyaculado de
9 ejemplares de Brycon amazonicus. En todos los casos los machos presentaron
un volumen seminal superior a 5mL con una movilidad espermatica mayor al 90%.
El tiempo de activacion espermatica varié entre los 47 y 60 segundos, por otra parte,
la concentracién estuvo entre 5,22 x 10° y 9,8 x 10° spz.uL?, mientras que el

espermatocrito mostré valores entre el 10% y 15%.

Tabla 1. Caracteristicas del semen fresco de Yamu (Brycon amazonicus), 18 horas
despues de inyeccion intramuscular de Extracto de Hipofisis de Carpa (4.0 mg.kg™)

Volumen Movilidad Tiempo de Spcto. Concen.

(mL) masal activacion (s) (%) (spz/ul)

5 > 90% 52 15 5,82*106

6 > 90% 55 15 6,72*106

8,3 > 90% 47 16 6,54*106

7 >90% 51 13 7,2*10°

11 >90% 52 12 9,8*10°

9,5 > 90% 60 15 7,74*108

7 > 90% 47 15 5,22*106

8 > 90% 50 10 6,54*106

55 > 90% 57 10 5,46*106
Promedio 7,5 52,3 13,4 6,78
DS 1,9 4,4 2,3 1,38

Abreviaturas: S: Segundos, Spcto: espermatocrito, Conteo neub: Conteo camara de Neubauer,
Concent.(spz/uL): Concentracién espermatozoides/microlitro



4.2 Determinacion de fertilidad

La tabla 2 muestra los resultados de las pruebas de fertilidad realizadas a partir del
semen de los 9 individuos congelados y el tratamiento control (semen fresco). El
porcentaje de fertilizacion obtenido con el control fue significativamente mayor

(74,8%), que los resultados obtenidos con el semen congelado (P<0,05)

Tabla 2. Porcentaje de fertilidad Brycon amazonicus, semen fresco vs. semen
congelado

Individuo Media % Desviacioén Control Media % Desviacion

Yamu 1 53,1 21,1 1 74 8,7
Yamu 2 63,3 7,3 2 84,7 4,2
Yamu 3 46,4 21,6 3 76 5,3
Yamu 4 55,3 16,7 4 64 5,3
Yamu 5 47,1 18,1 5 81,3 7
Yamu 6 30,9 9,0 6 68,7 6,1
Yamu 7 64,7 6,2

Yamu 8 46,4 12,4

Yamu 9 49,1 6,7

Promedio: 50,5 74,8

4.3 Composicion del plasma seminal

Latabla 3, muestra las concentraciones de glucosa, colesterol, triglicéridos, proteina
y electrolitos contenidos en el fluido seminal de los 9 individuos evaluados. Se aclara
gue no se reportan resultados para sodio (Na*), dado que el contenido de Na*

presente en la muestra no alteré la sensibilidad del equipo de medicion.



Tabla 3. Variables de calidad seminal del semen fresco de yamu (Brycon amazonicus).

Volume

Conc. Mg?* Cl- K* Glucos Colest. Triglic.

n ;:Ifi\r?p(:) ng;o (millones (mmol/L (mmol/L (mmol/L a (mg/dL  (mg/dL (r:;;i_)
(ml) ' ) ) ) ) (mg/dL) ) )
7,5+£1,9  52,3+4,4 13’312’ 7,22+4.0  0,6%0,2 75,8+4,4 2&:21 6,8+0,4 3,4+1,9 1i’zi 375’3315’

* Los resultados observados en la tabla corresponden al promedio de 9 individuos evaluados



En las graficas se muestra la concentacion idnica del semen en los individuos
evaluados. En el eje de las (X) se muestran los peces que fueron objeto de este
experimento, en el eje de las (Y) se muestran las cantidades en milmoles por litro
(mmol/L) de las variables evaluadas: 1) magnesio (Mg?*), 2) cloruro (CI), 3), potasio
(K*). Para el Mg?*, los datos fluctuaron entre 0,36 y 1,15 mmol/L, en el caso del CI,
entre 69 y 81 mmol/L y para el K* entre 22 y 31 mmol/L. La grafica 2, no muestra
los resultados de los peces 3, 5y 8, debido a que las concentraciones de CI
contenidas en las muestras seminales de estos animales no afectaron la

sensibilidad del equipo de medicion.
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Gréfica 1. Concentracion de Mg?* en plasma seminal de yamu (Brycon
amazonicus). Datos en milimoles por litro (mmol/L)
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Grafica 2. Concentracion de CI- en plasma seminal de yamu (Brycon amazonicus).
Datos en milimoles por litro (mmol/L)
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Gréfica 3. Concentracién de K* en plasma seminal de yamu (Brycon amazonicus).

Datos en milimoles por litro (mmol/L)



En las sigiuientes graficas se presentan los resultados de la evaluacion de la
concentracion de algunas variables bioquimicas del semen en los individuos
evaluados. En el eje de las (X) se muestran los peces que fueron objeto de este
experimento, el eje de las (Y) muesrtra las cantidades en miligramos por decilitro
(mgl/dL) de: 4) glucosa, 5) colesterol, 6) trigliceridos y 7) proteina. Las
concentraciones para la glucosa fluctuaron entre 6 y 7 mg/dL; Colesterol, entre 1y

7 mg/dL, Trigliceridos, entre 14 y 30 mg/dL y proteina, entre 365 y 383 mg/dL.

7,0+

6,8

6,5
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Graéfica 4. Concentracion de glucosa en plasma seminal de yamu (Brycon
amazonicus). Datos en miligramos por decilitro (mg/dL)
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Grafica 5. Concentracion de colesterol en plasma seminal de yamu (Brycon
amazonicus). Datos en miligramos por decilitro (mg/dL)
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Gréfica 6. Concentracion de triglicéridos en plasma seminal de yamu (Brycon
amazonicus). Datos en miligramos por decilitro (mg/dL)
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Gréfica 7. Concentracion de proteina en plasma seminal de yamu (Brycon

amazonicus). Datos en miligramos por decilitro (mg/dL)

Tabla 4. Valores para osmolaridad y pH de los individuos evaluados

Individuo Osmolaridad pH
Yamu 1 249 mOsm/L 8,3
Yamu 2
Yamu 3 266 mOsm/L 7,8
Yamu 4 279 mOsm/L 7,9
Yamu 5 264 mOsm/L 8,2
Yamu 6 271 mOsm/L 8,3
Yamu 7 279 mOsm/L 7,9
Yamu 8 278 mOsm/L 8,1
Yamu 9 302 mOsm/L 8,4

Promedio y Desviacion 273,5+ 15,33 8,0 +£0,22

--- Valor no reportado




La tabla 4 muestra los valores de osmoaridad y pH encontrados en el plasma
seminal de los individuos evaluados, los datos de la osmolaridad tuvieron rangos
entre 249-302 mOsm/L, el dato para el Yamu 2 no se reporta debido al dafio de la

muestra.

En la tabla 5, se muestran las probabilidades y coeficientes de correlacion de las
variables que se evaluaron, los valores resaltados de color azul, indican la
significancia o valor de probabilidad (p), entre las variables involucradas, los valores
resaltados en rojo, indican los coeficientes de correlacion (r). No se demostraron
correlaciones significativas en las variables y la fertilidad, se encontraron relaciones
entre variables, como el i6n CI y la concentracion espermética (-0,98 P<0,01),
siendo una correlacion inversa y altamente significativa, conjunto a ello existe una
correlacion inversamente proporcional entre la concentracion de triglicéridos y el
peso del animal (-0,66 P<0,05).



Tabla 5. Correlaciéon de las variables evaluadas respecto a la fertilidad

- Peso Concent. Esp. Mg?* Cl- K* Gluc. Coles. Trigli. Prot. Fert. Osm.
Peso 1 0,96 0,66 0,97 0,08 0,57 0,54 0,98 0,05 0,15 0,62 0,71
Concent. 0,02 1 0,67 0,9 0.04 0,43 0,36 0,4 0,91 0,74 0,54 0,07
Esp. -0,17 0,18 1 0,13 0,81 0,19 0,55 0,65 0,58 0,72 0,83 0,11
Mg?* -0,02 0,05 -0,55 1 0,63 0,11 0,98 0,65 0,6 0,82 0,74 0,35
Cl- -0,75 -0,98 -0,13 -0,25 1 0,55 0,24 0,15 0,62 0,74 0,68 0,01
K* 0,22 -0,32 0,48 -0,57 0,31 1 0,59 0,69 0,64 0,42 0,13 0,88
Gluc. 0,24 -0,37 0,23 0,01 -0,57 0,21 1 0,42 0,75 0,55 0,1 0,07
Coles. -0,01 -0,35 0,17 -0,18 0,67 0,15 -0,31 1 0,75 0,14 0,29 0,19
Trigli. -0,66 0,05 0,21 -0,2 0,26 0,18 0,12 -0,12 1 0,86 0,19 0,72
Prot. 0,52 0,14 -0,14 -0,09 0,18 0,31 -0,23 0,53 -0,07 1 0,67 0,56
Fert. 0,19 -0,25 -0,08 -0,13 -0,21 0,55 0,59 -0,39 0,48 0,17 1 0,62
Osm. -0,16 -0,72 -0,60 0,38 0,95 0,06 -0,66 0,52 -0,15 0,25 -0,21 1

* Concent= Concentracién; Esp= Espermatocrito; Gluc= Glucosa; Coles= Colesterol; Trigli= Triglicérido Prot= Proteina; Fert= Fertilidad; Osm= Osmolaridad




Concent= Concentracion; Esp= Espermatocrito; Gluc= Glucosa; Coles= Colesterol; Prot= Proteina; Fert= Fertilidad; Osm= Osmolaridad



5. DISCUSION

El volumen seminal encontrado para el presente estudio oscil6 entre 5y 9,5 mL.
Estos valores fueron mayores que los reportados en la misma especie (1,8 - 4 mL);
por Cruz-Casallas et al. (2004), y para otros caracidos como el Brycon henni (0.8 +
2.2 mL) (Tabares et al., 2006); por otra parte, fueron menores a los 13 + 1mL
reportados en la cachama blanca (Piaractus brachypomus), (Ramirez-Merlano et
al., 2011). La concentracién espermatica del yamu en este estudio (6,8 + 1.4 x 10°
esp/mL), resulto ser inferior a la reportada para ella misma 12,8 x 108 esp./uL (Cruz-
Casallas et al, 2004), y en otros caracidos como el Brycon cephalus (9,23 + 1,5 x10°
esp./uL); por Silveira et al., (2006) y Piaractus brachypomus (30 x 10° esp./uL); por
Fresneda et al. (2004).

El tiempo de activacion (52,3 + 4,4 seg.), fue similar a otros reportes generados para
la especie (58+ 3.1), por Cruz-Casallas et al., (2004); de igual manera Mira et al.
(2003), reportaron valores similares de 58 + 15,7 segundos, en el Brycon henni. Es
importante mencionar depende en gran medida de las propiedades quimicas de la
solucién activadora; por ejemplo, una solucién activadora de bicarbonato de sodio
(NaHCOs3) al 1%, aumento el tiempo de activacion en semen fresco de Piaractus
brachypomus (Fresneda et al., 2004) y en el semen fresco de Pseudoplatystoma
fasciatum se triplico (Pinzon et al., 2005). La induccion hormonal puede afectar el
tiempo de activacion en P. brachypomus, siendo este mayor cuando los individuos
fueron inyectados con EHC (Fresneda et al., 2004). La temperatura también puede

afectar la movilidad, se ha comprobado que a temperaturas bajas el tiempo de



movilidad aumenta, pero la velocidad de las células espermaticas disminuye

(Medina -Robles, Velasco-Santamaria, Cruz- Casallas, 2005).

Los resultados de este trabajo demuestran que la crioconservacion afecta los
porcentajes de fertilizacion cuando se compara a la fertilizacion obtenida con semen
fresco. Segun Karow (2001), las células espermaticas experimentan una serie de
fendomenos propios de la crioconservacion que afectan la viabilidad celular y debido
a ello, la capacidad de fertilizacion del semen después del descongelamiento se ve
reducida (Tiersch et al., 1998). En Yamu (B. amazonicus), se reportan porcentajes
de fertilidad con semen congelado por debajo del 45% (Velasco-Santamaria et al.,
2006), esta observacion concuerda con los resultados obtenidos en el presente
estudio 50.5%. En otras especies, los resultados de las pruebas de fertilidad con
semen crioconservado fueron del 71%, como lo reportan Ramirez-Merlano et al.
(2011), en cachama blanca, y de 75% y 81% como lo reportaron Steinberg et al.,
(1995) y Cabrita et al. (2001), respectivamente, para la trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss). Estudios realizados por Bart et al., (1998), en Ictalurus
punctatus, demuestran la importancia de estandarizar y optimizar los protocolos de
crioconservacion para cada especie, ya que en dicho experiimento se reportan

porcentajes de fertilidad con semen crioconservado del 0%.

Las concentraciones de Mg?* reportadas para este estudio fueron inferiores a las
obtenidas por Cruz-Casallas et al., (2004), en B. amazonicus (3,48 mmol/L), y por
Suarez-Martinez et al., (2013), para P. brachypomus (10 + 0,2 mmol/L). No
obstante, fueron similares a las determinadas para P. fasciatum (0,3 + 0,1 mmol/L),
y O. mykiss (0,85 + 0,13 mmol/L), (Glogowski, et al.,2000; Ramirez-Merlano, et al.,
2011).



Por su parte, los valores de CI (75,8 = 4,4 mmol/L), se presentaron mayores que
los reportados por Cruz-Casallas et al., (2004), en B. amazonicus (26,4 mmol/L).
En relacion con P. brachypomus (122,2 £ 6,8 mmol/L); P. fasciatum (118.2 £ 5.3
mmol/L) y Rhamdia quelen (139,4 £ 2,1 mmol/L), los valores de CI- se mostraron
inferiores (Borges et al., 2004; Ramirez-Merlano, et al., 2011 y Suarez-Martinez et
al., 2013).

Las concentraciones de K* determinadas se encuentran entre los rangos reportados
en B. amazonicus y P. brachypomus (21,2 mmol/L y 37,7 = 4,9 mmol/L,
respectivamente), (Cruz-Casallas et al., 2004, Suarez-Martinez et al., 2013); por su
parte en P. fasciatum se reportaron valores de 4,5+1 mmol/L, es decir, por debajo

de lo presentado en este estudio.

El semen se compone del paquete celular (espermatozoides) y el plasma seminal
(Ciereszko et al., 2000), este ultimo tiene su importancia debido a su funcién
principal que es la de mantener la inmovilidad de los espermatozoides dentro de los
ductos espermaticos y ademas de ello ejercer una funcién protectora sobre los
espermatozoides (Cosson et al.,, 1997). El plasma o fluido seminal tiene una
composicién Unica, y la concentracion de sus componentes es especifica para cada
especie, por lo cual los estudios de las caracteristicas seminales son necesarios
para entender los procesos bioquimicos basicos que ocurren en los mecanismos de
activacion de la movilidad espermética y durante el proceso de fertilizacién (Linhart
et al., 1991; Coward et al., 2002; Ingermann et al.,2002; Itoh et al., 2003; Kowalski
et al., 2003; Wojtczak et al., 2003).

Algunos reportes indican que existe una gran variabilidad inter e intraespecie en la
composicién del plasma seminal y espermatozoides de los peces, concordando asi

con los resultados aqui observados y sugiriendo diferencias significativas en la



secrecion testicular entre individuos de la misma especie, asi como en individuos
de especies diferentes (Billard et al., 1995). A diferencia de otros vertebrados, el
fluido seminal de los peces es caracterizado por una baja concentracion de proteina,
conteniendo principalmente iones (Na*, K*, Ca* Mg?*) y una baja concentracion de

otras sustancias organicas como el colesterol, glucosa y lipidos.

Las concentraciones de las variables bioquimicas del plasma seminal evaluadas en
este estudio fueron; glucosa (6,8 £ 0,4 mg/dL), colesterol (3,4 = 1,9 mg/dL),
triglicéridos (18,6 + 4,8 mg/dL) y proteina (375 = 5,3 mg/dL). La concentracién de
glucosa es cercana a los rangos reportados para B. amazonicus (5,4 mg/dL), (Cruz-
Casallas et al., 2004), mientras que en P. brachypomus (19,3 + 3,3 mg/dL), Suarez-
Martinez et al., (2013), reportd valores son superiores a los presentados en este

estudio.

Las concentraciones de colesterol fueron menores a lo mostrado en B. amazonicus
(15,4 mg/dL), (Cruz-Casallas et al., 2004), mientras que las concentraciones de
triglicéridos fueron superiores para R. quelen (10,9 + 0,8 mg/dL), (Borges et al.,
2004).

En la revision realizada para este trabajo no se encontraron reportes relacionados
con valores de proteina seminal en B. amazonicus, sin embargo, en especies como
P. brachypomus los valores para proteina (36,1 + 18,2 mg/dL), se mostraron
superiores, contrastando con los de R. quelen (0,6 + 0,05 mg/dL); donde se

reportaron valores inferiores a los observados en este estudio.

La osmolaridad del plasma seminal de los animales evaluados (n=8) en este estudio
(273,5 =+ 15,33 mOsm/L) se presento inferior a lo reportado para Brycon amazonicus
(314,1 mOsm/L) (Cruz-Casallas, Medina-Robles, Velasco-Santamaria, 2007) y



Oncorhynchus mykiss (322+21,76 mOsm/L) (Glogowski et al., 2000). Los resultados
de osmolaridad se presentaron similares en Rhamdia quelen (274,8 = 11,12
mOsm/L) (Borges et al.,2004) y Esox lucios (283 + 33 mOsm/L) (Alavi et al., 2009),
mientras que en Pseudoplatystoma metaense (259,1_ mOsm/L) (Ramirez-Merlano,
Medina-Robles y Cruz-Casallas. 2011) y Tinca tinca (230 £ 82 mOsm/L) (Linhart et
al., 2003) los valores fueron inferiores en relacion con lo aqui reportado.

Asi como ocurre con la composicion iénica del plasma seminal, la presién osmética
también puede variar entre individuos. Las variaciones en la presién osmotica
observada en la literatura se atribuyen a la induccion hormonal con el propésito de

una espermiacion fuera de la estacion reproductiva (Redondo-Muller et al.,1991).

En el presente experimento se buscaron las posibles relaciones existentes entre
las distintas variables evaluadas y la viabilidad espermatica posdescongelacién a
través de las pruebas de fertilidad. No se encontraron, relaciones que demuestren
la influencia de alguna de las variables respecto a la fertilidad, sin embargo, se
encontraron relaciones entre el ion cloruro (ClI) y concentracibn espermatica
(correlacién negativa y altamente (-0,98; P<0,01)), asi como entre el Cl- y la
osmolaridad (0,95; P<0,01).

Aungue los resultados obtenidos no demuestran una relacion positiva significativa
entre las variables evaluadas y la fertilidad, algunos trabajos reportan correlaciones
significativas entre la concentracion espermatica y calidad seminal (Babiak et al.,
2006), asi mismo, entre la composicion de acidos grasos y la funcionalidad de las

células espermaticas (Asturiano et al., 2001; Lahnsteiner et al., 2009)

Por su parte Tabares et al., (2005), demostraron que variables como el K*, Ca?*y

Mg?*, junto con la osmolaridad son los principales activadores de la movilidad



espermética en Brycon henni, de la misma manera que en Oncorhynchus mykiss se
encontré que el Na*, el Ca?* y el ion hidrogeniéon (H*), son los responsables de la

activacion de la movilidad, siendo el K* su principal inhibidor (Krasznai et al., 2000).

En otros estudios Alavi y Cosson (2006), también demostraron que iones como K*
y Ca?* juegan un papel importante en la movilidad espermatica de salmoénidos y

esturiones.

6. CONCLUSIONES

Aungue se logré determinar la variacion de la calidad y composicion seminal en
términos de movilidad, tiempo de activaciobn, concentracion espermatica,
espermatocrito, concentracion ionica, triglicéridos, colesterol y glucosa no fue
posible explicar aun los resultados de la variacion de la fertilidad posdescongelacién

en la especie estudiada.

No fue posible establecer algun efecto de las variables estudiadas sobre parametros

de calidad seminal como movilidad y fertilidad posdescongelacion



7. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios posteriores en el tema, con el fin de encontrar
relaciones existentes entre las variables estudiadas y la capacidad de fertilizacion
por parte de las células espermaticas. En ese caso seria Optimo realizar mediciones

consecutivas de las variables utilizando un mayor nimero de animales.

Préximas investigaciones deberian orientarse a estudiar la viabilidad en ambientes
comerciales a través del seguimiento y evaluacion de la calidad de la semilla

obtenida a partir del semen crioconservado.
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9. ANEXOS

Fotografia 1. Tanque circular; lugar de mantenimiento de los peces una vez son

pescados




Fotografia 2. Yamu inmovilizado, proceso pre-eyaculacion

Fotografia 3 Desove de una hembra Yamu
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Fotografia 4. Eyaculado de un macho, tras induccién

Fotografia 5. Evaluacion seminal




Fotografia 6. Centrifuga y rotor, usados para determinacion de espermatocrito




Fotografia 7. Distribucion de las incubadoras experimentales en los tratamientos

de evaluacion




Fotografia 8. Oocitos fecundados contenidos en una incubadora experimental




Fotografia 9. Tanques de Nitrégeno liquido (izquierda), Dry Shipper (derecha)




