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RESUMEN

Setenta y cinco machos adultos de yamu (Brycon siebenthalae) fueron nducidos
hormonalmente con extracto de hipofisis de carpa (EHC) equivalente a 4 mg kg’
de peso corporal para determinar la calidad seminal y ia relacion entre el
espermatocrito (SPCTQO) - densidad espermatica (DE) y la vaniacion estacional de
estas caracteristicas durante la estacion reproductiva de la especie (Febrero a
Mayo) durante los anos 2003 y 2004 EI tiempo de centrifugacion para la
determinacion del espermatocrito fue estandarizado en 5 min a 14000 G de fuerza
centrifuga (n=23 p<0 05) despues de realizar pruebas con tiempos de 1, 3, 5, 7 y
10 min manteniendo constante la fuerza de centnfugacion La densidad
espermatica fue evaluada mediante nemociiometro (camara de Neubauer)
utihizando una dilucidn 1 1200 con solucion salina fisiologica y un MICroscopio
optico La concentracion espermatica fluctuo entre 1 1 x 10°%y 14 2 x 10° sptz/ul_ y
el espermatocrito entre 1 9y 22 4% La relacion entre SPCTO y DE fue positiva y
altamente significativa (n=75, p<0 0001, r* = 079) Se observaron diferencias
estadisticas significativas cuando se compararon todos los meses muestreados
{(p<0 05), sin embargo, no se observaron diferencias al comparar el penodo
comprendido entre Marzo y Mayo para los dos afios De igual forma, se observo
diferencia significativa (p<0 05), al comparar el mes de Abrnl entre los dos afias,
encontrandose valores superiores durante este mes para el afio 2003 Se encontro
tambien que el tempo de activacion, la concentracion espermatica y el
espermatocrito, acumulados y comparados entre aftos son significativamente
mayores para el ano 2003 frente al 2004 El volumen de semen colectada y la

movilidad determinada por microscopio éptico fueron similares para Ios&d{)j anos
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ABSTRACT

Seventy five males aduits of yamu (Brycon siebenthalae) were induced hormonally
with Extract of Hipofisis of Carp (EHC) equivalent to 4 mg kg-' of corporal weight,
to determine the seminal quality and the relation between the spermatocrit
(SPCTQO) - spermatozoa density (DE) and the seasonal vanation of these
characteristics during the reproductive season of the species (February to May)
during the years 2003 and 2004 The time of centrifugation for the determination of
the spermatocrit minutes to 14000 G of centnfugal force (n=23 p<009%) after
making tests with times of 1, 3, 5, 7 and 10 minutes was standardized in 5 minutes
maintaining constant the centnfugation force The spermatozoa density was
evaluated by haemacytometer (Neubauer Counting Chamber) using a dilutton of
1 1200 with phystological saline solution and optical microscope The spermatozoa
concentration fluctuated between 1,1 x 10° and 14,2 10° x sptz/uL and the
spermatocrit between 1,9 and 22 4% The relation between SPCTO and DE was
positive and highly significant (n=75, p<0 0001, r = 0 79} in the period between the
months of February to May of 2003-2004 Statistical significant differences were
observed when all months were compared (p<0 05), although for the penod
between March and May no statistical differences were found for the two years
The statistical differences (P<0 05) were exclusively attnbuted to the April montn,
being superior values during the year of 2003 The time of activation, spermatocrit,
spermatic concentration, accumulated and compared between the two years were
significantly (P<0 05) greater for the year 2003 compared to year 2004 The
volume of semen collected and the mobility determined by optical microscope were

similar for both years



1 INTRODUCCION

En todas las especies animales se realiza |a evaluacion de la calidad espermatica
con el fin de garantizar la inseminacion artificial y para monitorear procesos de
iIndustnalizacion del semen como el almacenamiento en fresco y la
crioconservacion En peces las vanables mas usadas para |la evaluacion de esta
calidad seminal son la mowvilidad y la concentracion espermatica La primera se
evalua por medio de microscopia directa de una gota de semen, previa activacion
con agua, mentras que la densidad es determinada mediante el empleo de una
camara contadora de particulas, como ta de Neubauer Estos procesos, sin
embargo, pueden consumir bastante tiempo, lo cual reduce su practicidad cuando
la concentracion espermatica de varios reproductores debe ser estimada en un
corto periodo de tiempo Para solucionar estos inconvenientes se han buscado
alternativas que ofrezcan la misma confiabiidad de los resultados, pero que sean
realizados en un menor tiempo Por lo anteror, este trabajo busco determinar la
relacion entre el espermatocrito y la concentracion espermatica medida mediante
la camara de Neubauer, ya que esta relacion ha sido evaluada en otras especies
de peces (Pironen, 1985, Ciereszko y Dabrowski, 1993), perc en yamu ios
resultados aun no son concluyentes Se evaluaron tambien caracteristicas como
volumen de semen colectado, movilidad, ttempo de activacion y la vanacion
mensual de estas caracteristicas, junto con las de concentracion espermatica y

espermatocrito durante dos penodos de reproduccion de la especie
11 Descripcion del yamu {(Brycon siebenthalae)

El yamu (Brycon siebenthalae} es una especie ictica oficiaimente reconocida a raiz
de la descripcion realizada por Eingenmann en 1912 Sobre esta especie han sido
realizados numerosos estudios para conocer aspectos tmportantes de su
comportamiento en ambientes naturales (Anias, 1988, Lugo, 1989, Hurtado y




viscosidad (acuoso), esta apreciacion puede ser correlacionada con la

concentracion espermatica
1 3 2 Caractenisticas microscopicas

Segun Cruz-Casalias (2001) estas caracteristicas deben ser determinadas dentro
de los 60 min siguientes a la coleccion del semen Se evaluan parametros como
concentracion espermatica, la cual indica el numerc de espermatozoides por
unidad de volumen, generaimente este resultado es expresado en millones por ulL,
para esto se utiizan diferentes metodos como el uso def hemocitometro, el cual es
empleado en muchas especies (Rakitin, 1999, Cruz-Casallas, 2001) Este metodo
consiste en dilurr una muestra de semen, empleando una pipeta convencional y
posteriormente contando las celulas en la camara de Neubauer, con la ayuda de
un microscopio optico Como diluyente puede utiizarse solucion salina fisiologica o
cualquiera otra que sea isotonica con respecto a las celulas espermaticas
Tambien pueden ser utiizados otros metodos como el espermatocrito {proporcion
de celulas empaquetadas), determinado mediante la utilizacion de tubos de

microhematocrito sometidos a centrifugacion por un tiempo determinado

Algunos autores han reportado relacion positiva y estadisticamente significativa
entre el espermatocrito y la densidad espermatica en diferentes especies de
peces Qncorhynchus mykiss (Bouck y Jacobson, 1976, Baynes y Scout, 1985
Munkittrick y Moccia, 1987, Cicreszno y Dabrowski, 1993), Oncorhynchus kisutch
(Bouck y Jacobson, 1976), Salmo salar (Puronen 1985) Coreogonus clupeaformis
y Perca flavescens (Cicreszno y Dabrowski 1993), y Siganus guttatus (Garcia,
1991) igualmente, ta densidad espermatica ha sido correlacionada con densidad
optica pero no con espermatacrito en Scophthalmus maximus (Suquet ef al, 1992)
0 reportes de que no existe relacion significativa entre la determinacion con
hemaocitometra y espermatocrito en Gadus morhua (Raikitin, 1999) Otro metodo

utiizado es la espectrofotometria, la cual fue utihizada para ia determinacion de la



Useche 1991, citados por Arnas, 2001), siendo esta la especie mas conocida de
los briconidos de los Llanos Qrientales de Colombia Es un caracido de
comportamiento grupal moncespecifico huesped permanente de aguas calidas
con temperatura de 26 a 30°C, oxigeno disuelto (OD) de 4 a 7 ppm y condiciones
de pH de 6 a 7 (Anas, 1996) Tiene comportamiento reproductivo migratono, pero
unicamente realiza desplazamientos cortos previos a la epoca de desove, desde
los canos en los que permanece en verano al 110 donde se desplaza para ia fresa
(Arias, 1995} Es una especie omnivara, prefiriendo el consumo de vegetales,
particularmente frutos y semillas pero con un comportamiento oportunista Desde
1990 el yamu se ha promovido como una especie de alto potencial para la

piscicultura, gracias a su rapido crecimiento y demanda comercial de su came
1 2 Anatomia testicular de los briconidos

Los testiculos son estructuras pares, elongadas y ubicadas dorsolateralmente en
la cavidad abdominal Caudalmente se unen en un ducto espermatico que se abre
al exterior a traves del poro genital ubicado en [a parte posterior del ano, con una
tonahidad que depende del estadio de maduracion sexual (Zanibor, 1988, Arias ef
al, 2002) Externamente se encuentran revestidos por una delgada capa de
mesotelio peritoneal, debajo de la cual se encuentra la tunica albuginea que se
proyecta al interior del organo mediante septos que sostienen los tubulos
seminiferos (Grier y Parenti, 1994, Loir et al, 1995, citados por Arias et al, 2002)

Las celulas germinativas pueden aparecer de manera arslada (espermatogonias
primarias) o en grupos, envueltas por celulas cisticas entrelazadas conformando
cistos, en los cuales pueden dferenciarse espermatogonias secundarias
espermatocitos, espermalides y espermatozoides (Anas et af, 2002)

Zaniboni (1988) describio cinco estadios de maduracion gonadal para Brycon

cephalus, colectados de ambiente natural basado en las caracteristicas



macroscopicas e histologicas Los cinco estadios son estadio A (Inmaduro), peces
gue no han inwiado su primera maduracion sexual, siendo considerados como
juveniles y en los cuales es aun imposible diferenciar el sexo Estadio B (en
maduraclon), Estadio C {maduro), Estadio D (espermiado o desovado, segun el
sexo), Estadio R (reposo) Por su parte Anas et al (2002), describieron 4
estadios basicos de maduracion para yamu (Brycon siebenthalae) criados y
mantenidos en cautiverio inmaduro o reposo, en maduracion, maduro y en
regresion, aclarando que el mayor valor del indice gonadosamatico coincide con €l
mayor porcentaje de la fase y estadio maduro para los meses de Febrero a Junio

de cada afo
1 3 Evaluacion de {a calidad espermatica en peces

Los procedimientos para la evaluacion de {a calidad espermatica en peces han
sido extrapolados de las evaluaciones realizadas en mamiferos e incluyen una
evaluacion de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del mismo Para
ello, imicialmente debe elegirse el metodo de obtencion del semen ya sea por
recoleccion directa en un tubo de ensayo y masaje craneo - caudal del abdomen o
mediante la utiizacion de una sonda de polipropiteno (P 20) introducida en el

conducto espermatico a traves de la papila genital
1 3 1 Caracteristicas macroscopicas

Inmediatamente despues de colectado el semen se registran las vanables de
volumen, color y viscosidad El volumen puede ser medido directamente en el tubo
de ensayo graduado utthzado para la colecta del semen EIl color es una variable
cualitativa utiizada principalmente para evaluar la presencia de sustancias
contaminantes como sangre orina bilis o0 matena fecal La viscosidad es evaiuada

subjetivamente en una escala de 0 a 4 en donde el 0 indica el menor grado de



viscosidad (acuoso) esta aprectacion puede ser correlacionada con la

concentracion espermatica
1 3 2 Caractensticas microscopicas

Segun Cruz-Casallas (2001) estas caracteristicas deben ser determinadas dentro
de los 80 min sigutentes a la coleccion del semen Se evaluan parametros como
concentracion espermatica, la cual indica el numero de espermatozoides por
urudad de volumen, generalmente este resultado es expresado en miliones por pL,
para esto se utilizan diferentes metodos como el uso del hemocitometro, el cual es
empleado en muchas especies (Rakitin, 1999, Cruz-Casallas, 2001) Este metodo
consiste en dilur una muestra de semen, empleando una pipeta convencional y
postenormente contando las celutas en la camara de Neubauer, con la ayuda de
un microscopio optico Como diluyente puede utilizarse solucion salina fisiologica o
cualquiera otra que sea isotonica con respecto a las celulas espermaticas
Tambien pueden ser utiizados otros metodos como el espermatocnto (proporcion
de celulas empaquetadas), determinadc mediante la utiizacion de tubos de

microhematocrito sometidos a centrifugacion por un tiempo determinado

Algunos autores han reportado relacton positiva y estadisticamente significativa
entre el espermatocrito y la densidad espermatica en diferentes especies de
peces Oncorhynchus mykiss (Bouck y Jacobson, 1976, Baynes y Scout, 1985
Munkittrick y Moccia, 1987, Cicreszno y Dabrowski, 1993), Oncorhynchus kisutch
(Bouck y Jacobson, 1976), Safmo salar (Puronen 1985) Coreogonus clupeaformis
y Perca flavescens (Cicreszno y Dabrowski, 1993}, y Sganus guttatus (Garcia,
1991) Igualmente, la densidad espermatica ha sido correlacionada con densidad
optica pero no con espermatocnito en Scophthalmus maximus (Suquet et al, 1992)
0 reportes de que no existe refacion significativa entre la determinacion con
hemocitometro y espermatocrito en Gadus morhua (Rakitin 1999) Otro metodo

utihzado es la espectrofotometria, la cual fue utiizada para la determinacion de la



densidad espermatica por Ciereszko y Dabrowskl (1993) o la utilizacion de
metodos colonmetricos calibrados previamente con hemocitometro, reportado en

pequenos rumiantes por Kafi (2003)

L.a movilidad es evaluada tomando 1 0 a 10 yl de semen dilurdo (1 100) en una
solucion no activadora y colocada en una lamina excavada (100 pum de
profundidad) instalada en un microscopio optico para observacion de 10X a 40X
La activacion de la movilidad es realizada adicionando 100 a 200 pyl de agua
destilada o una solucion activadora como el bicarbonato de sodio (NaHCQ3) al 1%
(Cruz-Casallas, 2001} De igual forma, se recomienda adaptar una camara de
video al microscopio para realizar una evaluacion mas detallada de la mowvilidad y
registrar esta vanable hasta identificar ausencia de movimiento celular
(Lahnsteiner, 1998) La grabacion permite evaluar de forma mas precisa el
porcentaje total de celulas moviies y el porcentaje total de celulas con movimiento
progresivo Con este mismo video se puede evaluar otra caracteristica de la
calidad seminal como lo es el tiempo de activacion, el cual evalua la duracion e
ntensidad del movimiento espermatico, esta caracteristica permite infenr sobre la

capacidad que tienen las celulas estudiadas de fecundar

Cruz - Casallas (2002) determino caracteristicas de calidad seminal para Brycon
siebenthalae a partir de muestras obtenidas de 31 eemplares adultos sin
tratamiento hormonal obteriendo volumenes seminales de 182 £ 025 mL (95%
Cl131a234 mL El90% de las muestras presento color blanco grisaceo no
asociado con la concentracion o densidad espermatica (p>0 05) La concentracion
espermatica fue de 139 +4 0 X 10° espermatozoides por mL y el espermatocrito
de 415 + 108% (95% Cl de 375 a 454%) positivamente asociados vy
moderadamente relacionados (=0 30 P<0 01) Movilidad espermatica del 88 2+
9 5% (Cl 95% de 84 7 a 91 6%) y promedio de duracton de mowvilidad progresiva
de 41 4 +7 2 segundos (95% Cl de 38 8 a 44 02 seg )



Ha sido reportada vanacion en la moviidad espermatica durante la estacion
reproductiva de algunas especies de peces tal como Macrozoarces americanus
{(Wang, 1997) En esta especie se observo un aumento progresivo en la moviiidad
a medida que transcurnio la temporada de apareamiento y un posterior dechve al
finalizar la temporada El autor, argumenta que este efecto pudo deberse a una
variacion en la composicion del plasma seminal, por incremento o reduccion de

algunos electrolitos del mismo

Para la determinacion de! espermatocrito, Rakitin (1993) en Gadus morhua utlizo
tubos capilares de microhematocrito (75 mm longitud v 1 1-1 2 mm de diametro
tnterno) llenos aproximadamente el 70% y centrifugados a 7500 r p m durante 10
minutos, nNo encontrando relacion entre esta caracteristica y la densidad

espermatica determinada por el hemocitometro (r =0 13, p>0 05, n =24)

Cruz — Casallas (2002) en yamu (Brycon siebenthalae) empleo tubos capilares de
rmicrohematocrite (75 mm de largo y 11 mm de diametro interno) llenos
aproximadamente al 80% y centnfugados durante 12 minutos a 5000 rpm,
encontrando una relacion positiva entre espermatocrito y densidad espermatica
pero con un bajo coeficiente de determinacion entre las dos variables (=0 30,
p<0 01) Tvedt (2001) encontro relacion positiva y ailtamente significativa al
comparar concentracion espermatica y espermatocrito (r?=0 89 en Hippoglossus
tuppoglossus) Por sus parte, Munkittrick {(1987) determino la ecuacion para
refacionar la concentracion espermatica y espermatocrito en Salmo gawrdnen con
un (r=0 85, p<0 001) utlizando tubos de hematocrito heparinizados y sometidos a
11500 r p m durante un periodo de 7 min Describio, ademas, una reduccion en el
espermatocrito en el tercer periodeo de su estudio y un incremento en la movilidad
espermatica relacionada con el valor del espermatocrito Por otro lado, encontro
que la relacion entre el espermatocrito y el valumen de semen colectado se reduce

a medida que transcurre el periodo reproductivo para esta especie



Por otra parte, Rakitin (1999) descnbe un incremento en el espermatocrito a
medida que transcurre la epoca de apareamiento en Gadus morhua e indica que
el cambio en el espermatocrito se debe a la vanacion en el numero y no al tamario

de los espermatozaoides en esta especie
1 4 Factores que afectan ta calidad espermatica en peces
1 4 1 Bioquimica del plasma seminal y pH

Stoss (1983, citado por Wang, 1996) suglere que la presion osmotica, el pH y la
composicton jonica del plasma seminal son los factores determinantes de la
movilidad espermatica en peces, lo cual fue corroborado por Wang {(1996) en el
caso del pH para Macrozoarces amerncanus Sin embargo, Williot {2000) encontro
que el pH, la presion osmotica vy el espermatocnto no tienen una influencia
significativa sobre la moviidad espermatica en Acipenser baen Brandt Estos
factores son determinantes para la preparacion de diluyentes gque permitan una
mayor capacidad de mowvilidad espermatica y fertiidad de los huevos, en los

procesos de fertiizacion artificial o asistida
1 4 2 Manejo del ambiente y los ammales

Wilhot (2000) en Acipenser baen Brandt, atnibuye los cambios en la movihdad
espermatica a tres factores principalmente la temperatura del agua durante la
induccion hormonai, el momento de recoleccion del semen con respecto a la
admmistracion de la hormona y el estado de maduracion sexual del pez Con
relacion a la temperatura del agua, el autor observo una reduccion significativa en
la movilidad (de 65% a 40%) ai incrementar la temperatura de 10°C a 17 5°C Por
otra parte, a medida que aumenta el tiempo transcumdo entre el tratamiento
hormonal y la recoleccion del semen la movilidad disminuye gradualmente, dicha

reduccion fue de 70% a 40% cuando se comparo semen colectado a las 36 h y 60



h, respectivamente Finalmente peces en mayor estado de maduracion presentan

semen de mejor calidad que individuos inmaduros o en proceso de maduracion

Algunos autores reportan cambios en el espermatocrito atribuidos a cambios
estacionales en el tamafio de los espermatozoides (Bilard et al, 1995), sin
embargo Rakitin (1999) reporto no haber encontrado correlacion entre el tamano

del espermatozoide y el espermatocrito para Gadus morhiua
1 4 3 Hormona utiizada

Algunos autores reportan que la hormona utihzada para la induccion de los
animales puede tener un efecto sobre la concentracion espermatica y el
espermatocrito (Viverros, 2002) y que puede llegar a reductir el valor de estas dos
variables pero no a alterar la relacion entre las mismas (Tvedt, 2001) Vivewros
(2002) confirmo, que aungue las hormonas utllizadas para la maduracion sexual
de machos (GnRH, mGnRh, Estracto de Pituitaria de Clarias “Clarias PS”, EHC)
en Clanas ganepinus producen incrementos en |0s niveles plasmaticos de LH, el
extracto de hipofisis de carpa (EHC) produce una hidratacion de los testiculos y de
esta forma aumenta el volumen de semen, reduciendo el espermatocrito y la

concentracion espermatica

Estos resultados sugieren que el incremento en el volumen eyaculado no es
causado por elevacion en la LH sino por efecto directo de la EHC sobre los
testiculos Recientes estudios en African catfish mostraron que las vesiculas
seminales expresan altos niveles de receptores de FSH (Bogerd et al, 2001 citado
por Viverros 2002) Desde entonces, el epitelio secretor de las vesiculas
seminales es considerado como el homologo para los receptores de FSH
expresados por fas celulas de Sertoli y que el relativo incremento en el volumen
eyaculado por parte del Extracto de Hipofisis de Carpa (EHC) se deba a un

mcremento en |a hidratacion testicular y a un mcremento en el peso de las



vesiculas seminales, por efecto del EHC al producir activacion en la produccion de

fluido a partir de las celulas de Sertoli y el epiteiio de las vesiculas seminales
1 4 4 Contaminaciéon de las muestras

La contaminacion del semen con orna es comun al momento de colectar el
matenial espermatico, esta produce cambios osmoticos y en el pH que reducen la
movilidad de los espermatozoides (Perchec ef al, 1998), sin embargo algunos
autores (Dreanno et al, 1998), reportan que existe una relacion entre el porcentaje
de contaminacion con orina y el tiempo de incubacion del semen para reducir el

porcentaje de movilidad de los espermatozoides
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2 OBJETIVOS

21 Objetivo General

Determinar la calidad seminal, la relacion entre el espermatocrito y la densidad
espermatica y su posible variacion durante la estacion reproductiva del yamu
(Brycon siebenthalae)

2 2 Objetivos especificos

o Estandanzar un protocolo para la determinacion del espermatocnto en yamu

(Brycon siebenthalae)

o Determinar la relacion entre el espermatocritc y ia densidad espermatica

medida mediante la camara de Neubauer en yamu (Brycon siebenthalae)

o Establecer la eventual vanacion del espermatocrito y de la densidad

espermatica durante la estacion reproductiva del yamu (Brycon siebenthalae)
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3 MATERIALES Y METODOS

3 1 Localizacion

La nvestigacion se llevo a cabo en la Estacion Piscicola del Instituto de
Acuicultura de la Universidad de los Llanos locahzada a 4 Km de la ciudad de
Villavicencio, capital del departamento del Meta El clima esta caracterizado por
una altura sobre el nivel del mar de 418 m, temperatura de 25° C precipitacion

pluvial de 4050 mm y humedad relativa del 75%
3 2 Matenal biologico

Se utihzaron 75 machos adultcs de yamu (Brycon siebenthalae), provenientes del
grupo de reproductores de la especie pertenecientes a la estacion piscicola de la
Universidad de los Llanos Fueron individuos nacidos y criados en cautiverio La
seleccion de los ejemplares se realizo con base en su desarrclio corporal (peso
corporal supernor a 1500 g) y condicion de madurez sexuatl Esta ultima se evaluo
por la presencia de semen en la papila urogenitai despues de un leve masaje

craneo - caudal del abdomen

Antes del mnicio de los experimentos, los ejemptares seleccionados fueron
pescados y trasladados a piletas circulares de manejo, donde permanecieron
durante 48 h con el proposito de habituarios a las condiciones expenmentales,
reducir la intensidad del estres generadoc por la manipulacion y cambio de
ambiente y administrar los tratamientos de induccion de la maduracion final de las
gonadas para propiciar la espermiacion Todos los animales fueron identificados
individualmente, mediante codigos de colores instalados en la aleta caudal y

dorsal, registrando longitud total y peso corporal
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Los reproductores fueron mantenidos en estanques de tierra a una densidad de 1
animal por 2 m?, con recambio de agua diario de aproximadamente el 5% Los
animales fueron alimentados una vez por dia, sels veces por semana, a razon del

3% del peso vivo, con alimento peletizado de 25% de proteina bruta

Todas los procedimientos que implicaron ta manipulacion de los animales, fueron
realizados de conformidad con las normas y procedimientos para el uso de
animales de laboratorio, descritas por el Commuttee on Care and Use of
Laboratory Amimal Resources - National Research Council, USA Aungue |os
procedimientos a emplear no fueron nvasivos, |0s animales siempre fueron
manejados bajo condiciones de tranquilizacion con el proposito de disminuir et
estres y la ansiedad generada por la captura y manipulacion Por otro lado, los
gametos se utilizaron estrictamente para los fines de este proyecto y en ningun

caso se entregaron a terceros

Los muestreos y procedimientos de laboratorio se realizaron en el perodo

comprendido entre el mes de Febrero a Mayo durante los afios 2003-2004
3 3 Obtencion de semen y determinacién de las caracteristicas seminales
3 3 1 Induccion de la maduracion final de las gonadas y obtencion del semen

Para este proposito, a los machos se les administro una wnica inyeccion
intramuscular de extracto de hipofisis de carpa (FHC), equivalente a 4-mg kg ' de
peso corporal y el semen fue recolectado 20 a 24 h despues de la inyeccion de la

hormona

Para la extraccion del semen los animales fueron tranquilizados previamente con
2-fenoxietano! (0,2 mbL por litro - Sigma Chemical Co, St Lows, MO, USA) El
semen se colecto directamente en un tubo de ensayo graduado mediante la

aplicacion de un masaje del abdomen del pez, aplicade en sentido craneo -
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caudal El masaje fue suspendido cuando hubo evidencta de sangre en el semen
En todos los casos, muestras contaminadas con agua, orina materia fecal o

sangre, no fueron procesadas

3 3 2 Estandarizacion del ttempo de centrifugacion Para obtener lecturas
estables del espermatocrito, se efectuo la medicion del volumen celular empacado
despues de 1 3, 5, 7 y 10 minutos de centrifugacion, manteniendo constante fa
fuerza de centnifugacion en 14000 G (12000 r p m, Microcentrifuga EBBA 12,
Alemania) Para este proposito se utlizaron 23 muestras de semen y tubos
microcapilares de 75 0 mm de longitud y 1 1 mm de diametro interno, los cuales
fueron llenados aproximadamente el 90% con semen y uno de los extremos
sellado con plastiina Inmediatamente fue sometido a centrifugacion como descrito

anteriormente
3 3 3 Evaluacion de las caractensticas del semen

Inmediatamente despues de colectada la muestra se registro el volumen, medido
directamente dentro del recipiente de recoleccion y se expreso en ml Dentro de
los 30 minutos siguientes a la coleccion del semen, se evaluaron las siguientes
variables espermatocrito, concentracion espermatica, moviidad y tempo de

activacion

3 3 3 1 Espermatocnito Este se determino llenando tubos microcapilares de 75 0
mm de longitud y 1 1 mm de diametro internc en un 90% de su capacidad con
semen y uno de sus extremos sellado con plastiina e iInmediatamente sometido a
centrifugacion constante de 14000 G (12000 r p m, Microcentnfuga EBBA 12)
durante 5 minutos Las muestras fueron procesadas por duplicado y el promedio

de las dos lecturas utihzado en los analisis estadisticos subsiguientes

3332 Concentracion espermatica Se determinc el numerc de celulas

espermaticas por unidad de volumen y se expreso en miliones por L Para este
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proposito se utilizo el metodo del hemocitometro (camara de Neubauer), el cual ha
sido empleado con exito en muchas especies domesticas (Sorensen, 1992) y en
varias de peces (Kavamoto et al, 1985, Fogl da Silveirra et al 1985 Neira et a/
1992) Este metodo consistio en diluir una muestra de semen 1 1200, empleando
una micropipeta convencional y luego se realizo un conteo individual de los
espermatozoides en la camara de Neubauer Como diluyente se utilizo solucion
sahina fisiologica (Hancock 1957) Tanto la dilucion como el recuento espermatico

se realizaron por duplicado

3333 Movilidad espermatica Se evaluo usando NaHCOs; al 1% como solucion
activadora Para este proposito, una gota de semen previamente diluido (1 100)
con una solucton no activadora (glucosa 55% p v) se coloco en una lamina
excavada (10,0 um de profundidad Fertility Technologies Inc MA, U S A) montada
en un microscopio optico (40X) y activada adicionando NaHCO; al 1% en
proporcion 1 10 La determinacion se realizo subjetivamente en una escala de 1 -
100 de acuerdo a la expernencia del evaluador, ternendo en cuenta el numero de

celulas moviles por campo

3334 Tiempo de activacton Se determino mediante la misma metodologia
utiizada para la evaluacion de la movilidad, utilizando en este caso un cronometro

y observacion constante de las celulas hasta movilidad ¢
3 4 Analisis de la informacion

La nformacion correspondiente a las caracteristicas seminales de los machos
utihizados fue analzada a traves de estadistica descriptiva mediante el programa
INSTAT Los resultados del espermatocnito y la densidad espermatica fueron
sometidos a analisis de regresion, utlizando el software GraphPad version 2 01
(1996) Al 1igual que la vanacion mensual entre estas dos variables El nivel de
significancia se establecia con un p<0 05
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4 RESULTADOS

4 1 Estandanzacion del tiempo de centrifugacion

La duracion de la centrifugacion tuvo un efecto significativo sobre el vaior del
espermatocrito (p<0 05), sin embargo, unicamente el iempo de 1 min presento un
valor celular empacado mayor que los demas tiempos evaluados ya que no se
presentaron diferencias cuando se compararon los valores obteridos con 3, 5, 7 y
10 min (Figura 1) Ef resultado antertor permitio inferir que con ¢inco minutos de
centrifugacion a 14000 G, es suficiente para determinar el porcentaje de celulas
empaquetadas (espermatocnio) en esta especie ya que es el tempo medio

utiizado sin vanacion estadistica significativa
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Figura 1 Efecto del tempo de centrifugacion (14000 G) sobre el Volumen celular
empacado en yamu (B smiebenthalag) Barras con letras no comunes, son

diferentes (p<0 05) Las barras ilustran la media * error estandar (n=23)
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4 2 Relaci6n entre la concentracion espermatica y el espermatocrito

Considerando todas las muestras evaluadas (n=75), la concentracion espermatica
fluctuo entre 11 x 10% y 14 2 x 10° espermatozoides/ul y el espermatocnito entre
19 y 224% La relacion entre estas dos varnables fue positiva y altamente
significativa (n= 75, p<0 0001, r° = 079) (Figura 2), cuando se Incluyeron en
conjunto los datos recolectados durante el periodo comprendido entre los meses
de Febrero a Mayo de 2003-2004

57 'y - 1664+ 0060a
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Espermatociito (%)

Figura 2 Relacion entre espermatocrito (14000 G x 5 min) y densidad

espermatica determinada por medio de camara de Neubauer (n=75, r* 079,
p<0 0001)

4 3 Vanacion mensual en las caracteristicas seminales

Los valores agrupados mensualmente de concentracion espermatica vy
espermatocrito para el 2003 no muestran una diferencia estadistica significativa en
el periodo comprendido entre los meses de Marzo a Mayo Sin embargo los
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valores de concentracion espermatica y espermatocrito para el 2004 maostraron
diferencias significativas en el periodo entre Febrero y Mayo (p<0 05), pero al
comparar los resultados entre los meses de Marzo a Mayo no se presento
diferencia estadistica significativa Al comparar los dos periodos entre anos, se
observo diferencia significativa en los resultados (Tabla 1), sin embargo, al realizar
comparaciones mes a mes, se encontro que Abril de 2003 mostro resultados
significativamente supertores con respecto at mismo mes de! arfio 2004 (Abril de
2003, espermatocrito de 15 1 £ 1 1%, concentracion espermatica 10 9 + 0 68 x 10°
gspermatozoides/ul, Abril 2004, espermatocritc 125 + 07%, concentracion
espermatica 79 + 04 x 10° espermatozoides/uL) y los meses restantes no
presentan las mismas diferencias La Figura 3 muestra los valores agrupados para
los dos afios, sin encontrarse diferencia significativa en el periodo entre Marzo y
Mayo (p<0 05)
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Espermatocrito [ Concentracion

Figura 3 Vanacion mensual del espermatocrito y la concentracion espermatica
medida por medio de camara de Neubauer Barras con (**) muestran diferencias

significativas con respecto a los demas meses (p<0 05)
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Ef volumen de semen colectado y la moviidad espermatica no presentaron
diferencias estadisticas significativas (p>0 05) entre 10s dos afios (89 + 05 mL,
90%, 103 + 09 mL, 85 = 12% para el 2003 y 2004 respectivamente), sin
embargo, el iempo de activacion fue significativamente superior para el afio 2003

en comparacion con el afo 2004 (Tabla 1)

Tabla 1 Caracteristicas seminaies de yamu (Brycon siebenthalae) durante ia

epoca reproductiva (Febrero - Mayo) de ios afos 2003 y 2004

ANOS
VARIABLE 2003 2004 Consohdado
Media SEM Media SEM Media SEM
Volumen (mL) 89 05 103 10 96 07
Movilidad (%) 90 00 85 12 88 05

Tiempo de activacion (seg ) 414" 11 35+ 07 382 09
Concentracion sptzx10° L'  136* 06 111* 08 126 05
Espermatocnto (%) g5* 04 67" 05 84 03

* Medias diferentes estadisticamente (p<0 05)
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5 DISCUSION

Los resultados obtenidos en la estandanzacion del tempo de centrifugacion
utiizando una fuerza centrifuga constante de 14000 G lﬂdngn que puede ser
suficiente un tiempo de centrifugacion entre 3 y 10 min Estos resuitados son
similares a los reportados por Rakitin (1999}, quien utiizo 7500 rp m y un tiempo
de centnfugacion de 10 min en Gadus morhua, y a los reportados por Munkittrick
(1987) en Salmo gairknern, guien utihzo 11500 r p m y un tiempo de centrifugacion

de 7 min

La utihzacion de 14000 G de fuerza ceninfuga constante durante un tiempo de
centrifugacion de 5 min permite obtener resultados mas rapidos e igualmente
conflables a los reportados por Tvedt (2001), quen utihzo en Hippoglossus
hippoglassus una fuerza centrifuga de 5000 G y tiempos de 30 a 60 min sin
encontrar diferencias en la proporcion de celulas empaquetadas Comparando
estos resultados y teniendo en cuenta que lo que se desea es reducir el tempo de
evaluacion de la calidad seminal de los peces, se considera que deben utiizarse
fuerzas centnfugas iguales o mayores a tos 12000 G y reaiizar la estandarizacion

de los tiempos de centrifugacion para cada especie a evaluar

Se ha reportado relacion estadistica significativa entre la concentracion
espermatica y el espermatocrito para otras especies de peces (Boukc y Jacobson
1976, Tvedt et al, 2001, entre otros), sin embargo, trabajos realizados
anteriormente por Cruz-Casallas (2002) en esta misma especie mostraron
coeficientes de determinacion inferiores (r?=0 30, p<0 01) Esto indica que deben
seguirse repiiendo las mismas pruebas durante otros afios para determinar
posible vanacion anual en estas dos caracteristicas Sin embargo un factor a
evaluar en las diferencias encontradas entre Cruz-Casallas (2002} y el presente

trabajo, es el efecto de la induccion hormonal sobre ta relacion espermatocrito y
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concentracion espermatica, ya que este autor no induyjo hormonalmente los
animales para ese afio, y algunos autores (Viveiros, 2002, entre otros) describen
un efecto sobre la reduccion en el espermatocrito y concentracion espermatica al
utiizar EHC pero no aclara si existe variacion en la relacion entre las dos

variables

La relacion encontrada entre las caracteristicas de concentracion espermatica y
espermatocrito (r2=0 79) en el presente trabajo es similar a la reportada por (Tvedt
et al, 1998, r*=089) en Hippoglossus hippoglossus y a la reportada por
Munkittrick (1987) r*=0 72 quien determino la ecuacion para relacionar estas dos

variables en Salmo gairdnen

El efecto en ia reduccion del espermatocrito y concentracion espermatica al utilizar
EHC descrito por Viveiros (2002) se ve reflejado en los datos obtenidos por Cruz-
Casallas (2002) quen obtuvo resultados mayores de concentracion espermatica
(13 944 0 X 10° espermatozoides por mL) y de espermatocrito (41 5£10 8%) en
animales sin induccion hormonal y los obteridos en el presente trabajo
(concentracion espermatica 126205 x 10° espermatozoides por L y

espermatocnto de 8 410 3%) en animales inducidos hormonalmente con EHC

Con base en los resuitados anteriores, debe tenerse en cuenta gque fa ecuacion
para determinacion de la concentracion espermatica a partir del espermatocrito en
yamu, solo es aplicable en animales sobre los cuales se ha utihizado EHC como
hormona para inducrr la maduracion sexual, ya que esta hormona induce una
respuesta en la hidratacion testicular lo que lleva a un incremento en el plasma
seminal por accion directa de la EHC sobre la gonada (Myionas et al 1997, citado
por Viverros 2002), aumentando de esta manera el volumen seminal y
disminuyendo la concentracton espermatica por unidad de volumen e igualmente

el espermatocrito
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Aunque algunos autores reportan variacion estacional en las caracteristicas
seminales (Rakitin et &/, 1999, Munkittrick, 1987), la variacion observada tanto
para el espermatocrito como para la concentracion espermatica no fue
significativamente diferente en el periodo comprendido entre Marzo y Mayo
durante los afios 2003 y 2004 Este resultado puede atribuirse a que esa epoca
corresponde al periodo de mayor actividad reproductiva para ia especie La
diferencia en los valores obtenidos para el mes de Abril al comparar los dos afios
puede deberse posiblemente a que no se utihizaron los mismos gjemplares durante
los dos periodos, a la calidad de la hormona utihzada y/o iempo de colecta, ¢ a
factores de manejo no identificados en el presente trabajo Sin embargo, debe
determinarse si el tamafio de los espermatozoides influye en el valor del
espermatocrito como lo describe (Billard et al, 1995), caracteristica no evaluada

en el presente trabajo

Wang y Crim (1997) reportan variacion estacional en la caracterishica de mowvihdad
espermatica en Macrozoarces amenicanus, sin embargo, 10s resultados obtenidos
en yamu no reflejan vanacion en esta caractenstica durante el penodo de
reproduccion en la especie Cruz-Casallas (2002) reporto en yamu valores
similares de movilildad (en peces no inducidos hormonalmente) a los encontrados
en el presente trabajo, al igual gque los resultados de tempo de activacion
encontrados para el afio 2003, sin embargo para !a reduccion en el tiempo de
activacion para el afo 2004 deben analizarse los resultados en la composicion del
plasma seminal los cuales pueden estar relacionados con esta vanable como o
describe Tan-Fermin et al, (1999)

Se hace necesario 1dentificar el periodo de espermatogenesis en el yamu (Brycon
siebenthalae), para realizar ios muestreos mensuales sobre los mismos animales,
de esta forma se puede llegar a identificar una posible vanacion en |la produccion
de espermatozoides durante la estacion reproductiva para la especie
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obteridos en la determinacion del tiempo de
centrifugacion se puede recomendar la utilizacion de una fuerza centrifuga
constante de 14000 G durante 5 min, siendo el tempo medio utihizado en el

presente proyecto sin variacion estadistica significativa en el espermatocrito

De acuerdo con los resultados obtenidos al relacionar el espermatocrito con la
concentracion eéspermatica (n=75, p<0 0001, r’=079 para el 2003-2004) el
espermatocritc es una buena alternativa para determinar la densidad espermatica
del yamu (Brycon swiebenthalae), sin que esta caracteristica varie
significativamente durante el periodo de reproduccion de la especie, sin embargo,
debe aumentarse el numero de muesireocs a realizar durante los meses de
Febrero y Junio, para considerar postbles variaciones durante el micio y

finalizacion del periodo reproductivo en esta especie

La ecuacion de regresion entre el espermatocnto y la densidad espermatica
obtenida en el presente trabagjo puede utlizarse como alternativa rapida para
determinar la concentracion espermatica en yamu (Brycon siebenthalae) cuando
deban ser trabajadas un numero grande de muestras, reductendo asi el tiempo de

trabajo, conservando resultados confiables en la concentracion espermatica

Con base en los resuitados obtenidos en la calidad seminal evaluada a (o largo de
la estacion reproductiva del yamu podemos inferir que las diferencias en la
ferihdad observada en los procedimientos de reproduccion de la especie en
cautiverio, pueden deberse a factores inherentes a la calidad de los oocitos, a
condiciones de manejo de los gametos o a la calidad del agua durante el proceso
de incubacion
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