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INTRODUCCION

La cachama blanca (Praractus brachypomus Cuvier 1818) es un caracido de
interes en la investigacion, debido a que es la especie nativa mas importante de la
piscicultura colombiana Sin embargo la mayonia de las investigaciones han sido
realizadas en especles foraneas, principalmente en tilapia roja (Oreochromis spp),
tlapia nilotica (Oreochromis nifoticus) (Castillo et al 2003} y trucha arco ins

(Oncorhynchus mykiss)

Estudios revelan que el numero minimo requendo de espermatozoides (sptz) por
oocito varia dependiendo de la especie y de sus estrategias reproductivas (Suquet
et a/ 1993) Existen algunas aproximaciones al conocimiento del numero de
espermatozoides necesario para fertilizar eficientemente un volumen conocido de
huevos en especies tropicales (Cruz-Casallas et al, 2003, 2004), pero no pueden

extrapolarse para todas las especies

En la cachama blanca (Piaractus brachypomus), una proporcion de 50 000 sptz
moviles por oocito con semen cnoconservado son suficientes para realizar
eficientemente el proceso de seminacion artificial donde un gramo (g) contiene
entre 1000 y 1600 oocitos en esta especie (Bohorquez et al 2006) faciitando la
preparacton y crioconservacion de la dosis de semen ajustada a la fecundidad de
esta especie para usarlo a escala comercial en las granjas, permitiendo asi un uso

eficiente de los recursos geneticos existentes en la region

La crioconservacion de semen de peces en Colombia es un campo relativamente
nuevo, en el cual todavia no se han logrado muchos progresos practicos y apenas
unos pocos experimentos han sido realizados con imitado exito (Neira et al 1992,
Cruz-Casallas ef a/ 1999, Navarro - Poveda et al 2000 por lo que aun se recure
con frecuencia a ejemplares mantenidos en cautivenio o extraidos del medio

ambiente
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En consecuencia, el objetivo de este trabajo fue evaluar de la utilizacion de semen
crioconservado en los procesos de reproduccion artificial a escala comercial de la

cachama blanca (Praractus brachypomus cuvier 1818)

El Instituto de Acuicultura de los Llanos {IALL) desde hace varios afios ha venido
estandanzando protocolos para la crioconservacion de semen de especies
tropicales para ser utilizado en practicas de inseminacion artificial (I1A) la cual
imphca una mayor eficiencia en la utiizacion de los recursos disponibles siendo la
calidad y la cantidad de los gametos utilizados factores claves en este proceso

para cualquier especie

La cachama blanca (Praractus brachypomus) es importante como recurso genetico
por su rusticidad habifos alimenticios y, ademas, por la aceptacion en nuestra
dreta almenticla como parte de la segundad almentana que el pais esta
implementando Por lo tanto es de interes generalizar las tecnicas que permitan
romper la estacionalidad reproductiva caracteristica de esta especie Ictica
tropical implementando la utiizacion de macropajillas de semen crioconservado,
con el fin de disponer tanto de material genetico como de alevinos para su cultivo
Para este proposito, el trabajo conjunto con las granjas y productores permite
implementar esta tecnologla a escala comercial haciendo un mejor
aprovechamiento de los recursos geneticos existentes y fortaleciendo la

apropliacion de conocimiento por la comunidad academica nacional
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1 OBJETIVOS

11 General

Evaluar la utihzacion de semen crioconservado en los procesos de reproduccion
artificial a escala comercial de cachama blanca (Praractus brachypomus Cuvier,
1818)

1 2 Especificos

a Evaluar el efecto de la utilizacion de semen crioconservadc sobre la
fertihdad de oocitos de Cachama blanca (Praractus brachypomus) en

procesos de reproduccion artificial a escala comercial

b Evaluar el efecto de la utiizacion de semen crioconservado sobre el
porcentaje de eclosion de oocitos de Cachama blanca (Praractus

brachypomus), en procesos de reproduccion artificial a escala comercial

¢ Venficar la eficcencia de la dosis seminante en semen fresco vy
crioconservado calculadas bajo condiciones de laboratorio, para el proceso

de seminacion artificial en Cachama blanca {Praractus brachypomus)

12



2 MARCO TEORICO

2 1 Taxonomia (Segun Cuvier, 1818)

NOMBRE COMUN Cachama blanca
FAMILIA Characidae
SUBFAMILIA Serrasalminae
GENERO Praractus
ESPECIE brachypomus

2 2 Generalidades de la especie

La cachama blanca (P brachypomus) es un pez de escama, nativo de los Llanos
Orientales, que por sus habitos alimenticios omnivoros rapido crecimiento, calidad
y aceptacion comercial de su carne es una especie ampllamente cultivada en los
Llanos Orientales de Colombia (Arias y Vasquez 1988, Hernandez et al 1996)
Durante la epoca de lluvias los adultos acumulan mportantes cantidades de grasa
en su cavidad corporal, la cual es utilizada durante la epoca de verano para los
procesos de maduracion gonadal (Novoa y Ramos 1982 Anas y Vasquez 1988,
Goulding y Carvalho 1992)

Actualmente la cachama blanca (P brachypomus Cuvier) es la especie Ictica
nativa mas importante de la piscicultura continental de Colombia (Vasquez, 2004)
Como la mayoria de las especies reofiiicas la cachama blanca no se reproduce
en cautiverio siendo necesana la administracion exogena de hormonas para
inducir la ovulacion y la espermiacion dos eventos imprescindibles para la

produccion comercial de alevinos (Fresneda et a/ 2004)

Estudios realizados por Silva y Acufa (1997) han permitido determinar que bajo
condiciones de cautiverio la cachama alcanza el maximo desarrollo gonadal
durante la epoca que coincide con el pertodo de maxima precipitacion pluvial en {a

region la cual ocurre de Abril a Julio
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2 3 Condiciones de cultivo

La cachama blanca crece satisfactorramente en cuerpos de agua con temperatura
de 24 -29°C,pH de 6 5 -85 concentraciones de oxigeno de 4 ppm y alcalinidad

y dureza superiores a 20 mg |
2 4 Generalidades de espermatozoides y oocitos

Los espermatozoides de los peces tienen una estructura simpie de tipo primitivo
(Andrade et al 2001) Fundamentalmente, en peces pueden distinguirse dos tipos
de espermatozoides aquaespermatozoides (fertiizacion externa con o sin
acrosoma, uniflagelados o biflagelados) e introespermatozoides (fertilizacion
interna con 0 sin acrosoma, uniflagelados o biflagelados) (Jamieson y Leung
1991) Por su parte, 1a forma de la cabeza del espermatozoide varna amplamente

entre las especies de peces (Billard, 1990)

La carencia de acrosoma en la mayoria de los sptz de teleosteos es compensada
con la presencia del aparato micropilar el cual es un orificio en el corion del oocito

que permite la entrada del sptz (Cosson et al 1899),

Velasco-Santamaria ef al (2003) reporto que los oocitos de yamu (Brycon
amazonicus) una especie nativa de los Llanos Orientales pierden rapidamente su
fertiidad cuando son sometidos a bajas temperaturas Bohorquez-Paez (2006)
reporta de igual manera en la cachama blanca (P Brachypomus) la directa
intervencion de las bajas temperaturas que se ve reflejado en la dosis seminante
para semen crioconservado la cual es mayor comparada con la de semen fresco
Otros estudios realizados reportan que un gramo puede contener
aproximadamente entre 1000 (Fresneda et al 2004) y 1600 (Ramirez ef al 2005)

oocitos
2 5 Dosis seminante

En estudios realizados por Velasco-Santamana et alf (2004b) en yamu (B
amazonicus), reportaron una dosis seminante de 50000 y 75000 sptz

moviles/oocito para semen fresco y crioconservado, respectivamente
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Estudios realizados por Bohorquez-Paez (2006) en cachama blanca (P
brachypomus), reportaron una dosis seminante de 2 000 y 50 000 sptz moviles/

oocito para semen fresco y crioconservado respectivamente

Algunos reportes aun no pueden extrapolarse a escala comercial por tal motivo
dicha vanable ha sido objeto de vanos estudios ntentando optimizar los

procedimientos a nivel productivo (Suquet et al 1995)
2 6 Caractenisticas seminales

Los sptz son inmoviles en los testiculos en la mayona de las especies de peces
estudiadas por tal razon se les debe agregar una solucion activadora que
desencadena la movildad del sptz Experencias con semen fresco y
crioconservado en  cachama blanca (P Brachypomus) muestran que [a
temperatura, la composicion de la solucion activadora, la calidad de agua y las
sustancias crioprotectoras en el caso de semen crnoconservado disminuyen la

movilidad espermatica (Bohorquez-Paez 2006)
2 6 1 Activacion espermatica

El volumen a adicionar de solucion activadora, debe conservar la proporcion 1 3
(oocitos-semen solucion activadora) Una solucion de bicarbonato de sodio
(NaHCQO3) al 1% aumento el tempo de activacion de sptz de yamu (B
amazonicus) y cachama blanca (P brachypomus) (Navarro-Poveda et af 2000)
siendo especialmente utll para activar la movihdad espermatica de semen

crioconservado (Cruz-Casallas ef alf 2004)
2 7 Evaluacion de la fertilidad

Las hembras deben estar sexualmente maduras presentando oocitos con
predominancia de sus nucleos o vesiculas germinativas en posicion intermedia
entre el centro y la penferia del oocito (Bruzska 1979) En la mayona de las
especies tropicales de agua dulce, 1a ovulacion puede inducirse hormonalmente
con extracto de hipofisis de carpa (EHC) administrado segun los protocolos

establecidos para cada especie Poe ejemplo para cachama blanca (Piaractus
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brachypomus), se ha utilizado con exito 5,75 mg de EHC repartida en tres
Inyecciones a intervalos de 24 y 12 h (Vasquez, 2004)

La medrcion de la fertiidad debe efectuarse despues de 6 a 7 horas de incubacion
para yamu (B amazomicus) y cachama blanca (P  brachypomus)
respectivamente ya que este momento coincide con el cierre de! blastoporo en
estas especies Un oocito fertihizado se caracteriza por ser esfernico, translucido y
por contener en su interior un embrion en estado de cierre del blastoporo y los no
fertihzados se muestran opacos, blanquecinos y con un contenido rregular en su

intenor (Cruz-Casallas et a/ 2005¢)

El resultado se expresa en porcentaje, el cual se determina a partir del calculo de
la proporcion de oocitos fertihizados sobre el total de oocitos observados en

muestras tomadas aleatonamente de cada una de las incubadoras utiizadas

En la Tabla 1 se muestran las proporciones minimas de spiz moviles/oocito con
semen fresco y crioconservado para obtener maximos porcentajes de fertiidad en

algunas especies de importancia economica
2 8 Efecto del volumen de la dosis seminante con semen fresco

Teoricamente pequefios volumenes de dosis seminante podrian reducir los
porcentajes de fertihdad debido a la menor posibiidad de interaccion entre los
gametos (Suquet et al 1995), sin embargo dosis de volumenes muy pequenos
hasta de 15 plL pueden resultar tan eficientes como aquelias de 180 pL en
cachama blanca (P brachypomus) utiizando semen fresco (Bohorquez-Paez,
2006)

Estudios realizados en yamu (B amazonicus) dosis de 3 pL mostraron porcentajes
de fertiidad similares a dosis de volumen 80 veces mayor {Cruz-Casallas et a/
2006) permitiendo la formulacion de dosis seminantes de pequefios volumenes,

mas faciles de almacenar en los contenedores de nitrogeno liqguido

Lo antenor tiene especial iImportancia particularmente cuando se utiliza semen

crioconservado ya que el costo de almacenamiento del material seminal es
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directamente proporcional al volumen de las dosis crioconservadas (Velasco-
Santamaria ef al 2004a)

Tabla 1 Proporcion de espermatozoides moviles/oocito en algunas especies

acuicolas de importancia economica

Espece Numero de espermatozoides movilesfoocito Referencia

Semen

Semen Fresco Crnioconservado

Brycon 50 000 75 000 Velasco Santamaria et
amazonicus al 2004b
Oncorhynchus 20 000 NR' Billard y Carpentier,
mykiss 1973

300 000 NR' Billard, 1975
Ictalurus 40 000 NR' Billard, 1966
punctatus NR' 230 000 Tiersch et al 1994
Cyprinus carpio 13 000 NR' Suquet et al 1995

1
300 000 NR Koldras y Mejza, 1983,
Billard, 1975

Poecilia reticulata 50 000 - 100 000 NR' Billard, 1966
Piaractus 2000 50 000 Bohorquez Paez, 2006
brachypomus

NR'= No reportado

2 9 Reproduccion artificial

La reproduccion es un proceso biologico fundamental para la perpetuacion de los
organismos y el establecimiento de sistemas de produccion comercial por lo tanto,
se debe buscar y desarrollar metodos que permitan controlar y manipular el ciclo
reproductivo de los organismos sometidos a cultivo de manera eficiente vy
ecologicamente conveniente La crioconservacion de gametos constituye una
alternativa para el establecimiento de bancos geneticos el mantenimiento de la

biodiversidad y el aseguramiento de la conservacion fisica de una especie
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(Ramirez et al 2005) Estas circunstancias han hecho que esta tecnologia este
siendo adaptada rapidamente para las especies nativas colombianas (Cruz-
Casallas ef af 2004)

El emplec de semen crioconservado, abre una nueva posibilidad para la
produccion comercial de alevinos, ya gue permite reproducir los peces mediante
todo el afio (Cruz-Casallas et a/ 2005b) Los resultados experimentales sugieren
que, en la mayoria de los casos, son necesarios ajustes especie-especificos a los
protocolos existentes (Gow et al 1993 Ciereszko y Dabrowski, 1993 Cruz-
Casallas 2001)

2 10 Crioconservacion

Es una tecnica de congelacion de tejildos celulas u otros matenales biologicos a
muy bajas temperaturas (-196° C), en la cual los materiales permanecen
geneticamente estables y metabolicamente inertes (Calefio, 1995}, permite el
almacenamiento teoricamente indefinido sin detericrarse a traves del tiempo
(Mazur, 1985), lo que representa un seguro de vida para muchas especies cuyo
habitat se encuentre intervenido o alterado El uso de semen congelado es un
medio practico para aumentar el tamafio geneticamente efectivo de las
poblaciones piscicolas y mantener su diversidad genetica, especiaimente de

aquellas mantenidas en cautiverio (Puronen, 1994}

El Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos, durante los ultimos
afios ha venido estandarizando protocolos para la crioconservacion de semen de
especies de peces tropicales con la obtencion de alevinos a nivel de laboratorio
(Navarro-Poveda et af , 2004) o cual abre la posibiidad de utilizar esta tecnologia

a escala comercial dejando ver el potencial reproductivo de las especies nativas
2 11 Crioconservacion en otras especies de peces

La calidad del esperma crioconservado es dependiente de varios factores, tanto
intrinsecos como extrinsecos Entre los factores intrinsecos se puede mencionar el

grado de maduracion gonadal y la calidad inicial del esperma mientras que entre
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los extrinsecos se Incluyen todas las variables del proceso mismo de
crioconservacion (Kopeika et a/ 2000) La mowiidad espermatica es un requisito
clave en la determinacion de la calidad y capacidad fertilizante del semen (Stoss,
1983) Diversos parametros han sido usados para evaluar la movilidad estudios
mas recientes se refieren al porcentaje de movilidad espermatica observada
visualmente (Cosson et al 1999, Ingermann et al 2002) La duracion de la
movilidad, habiidad de fertilizacion y velocidad del esperma dependen de la
temperatura de la solucion de activacion (Billard ef af 1995} por lo tanto una
disminucion en la temperatura de la solucion de nado resulta en una duracion

prolongada de la movilidad (Stoss, 1983)

El pH ha sido reportado como uno de los principales factores activantes del
esperma en algunas especles (Cosson y Linhart, 1996 Ingermann et al 2002) Se
ha demostrado que el pH extracelular e intracelular asi como la composicion 1onica
de la solucion activante influye la iniciacion y duracion de la movilidad espermatica
(Marian et a/ 1993) Medina ef al (2005) reportaron que las condiclones de
congelacion-descongelacion de semen se relacionan directamente con la

movilidad y fertilidad postdescongelacion del semen de yamu (B amazonicus)
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3 MATERIALES Y METODOS
31 Localizacion

3 11 Estacton piscicola del Instituto de Acuicultura de los Llanos {(IALL)

Todos los expernimentos fueron realizados en la estacion piscicola del Instituto de
Acuicultura de la Universidad de los Llanos localizada en la vereda Barcelona, a 4
km de la Ciudad de Villavicencio (Meta) E! clima esta caracterizado por una altura
de 418 msnm, temperatura promedio anual de 25°C precipitacion pluvial de 4050
mm y humedad relativa de 75% (IDEAM, 2008)

312 Granjas comerciales

Para los ensayos a escala comercial fueron utiizadas dos granjas comerciales
productoras de alevinos (Langostinos del Llano y Piscicola Aguaverde) ubicadas
en los municipios de Cumaral y vereda La Cuncia, Municipio de Villavicencio —

Departamento del Meta, respectivamente
3 2 Animales experimentales

Se emplearon 23 reproduciores adultos machos de Cachama blanca (P
brachypomus) sexualmente maduros con mas de 6 afios de edad con un peso
corporal de 50 £ 06 kg y longitud total de 636 + 30 cm, mantemdos en la
Estacion Piscicola del IALL Adicionalmente fueron utilizados 9 reproductores
adultos machos de Cachama blanca (P brachypomus) sexualmente maduros, con
peso corporal de 5 120 7 kg y longitud total de 64 3x1 9 cm, para la realizacion de

los ensayos a escala comercial
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Figura 1 Ejemplares de cachama blanca (P brachypomus Cuvier 1818)
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3 3 Induccion hormonal y obtencion de gametos

En cada expenmento la espermiacion fue inducida con 40 mgkg' de peso
corporal de extracto de hipofisis de carpa (EHC) administrada en una unica
inyeccion M, mientras que la maduracion final ovarica y la ovulacion fueron
inducidas con 5 75 mg kg ' de EHC, distribuida en tres aplicaciones con intervalos
de24y12h

El semen y los ococitos fueron extraidos mediante masaje craneo - caudal del
abdomen 18 a 20 h despues de la inyeccion de la hormona y 6 a 7 h despues de
la ultima inyeccion de EHC, respectivamente Antes de la extraccion de los
gametos de los reproductores, estos fueron sumergidos durante 3 a 5 minutos en
una solucion de 300 ppm de 2-fenoxietanol (Sigma Co St Louwis Missour) para
ser tranquiizados Luego fueron retirados de la solucion anestesica secados
cuidadosamente en la region abdominal para reducir el riesgo de contaminacion

de los gametos
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Inmersion en Solucion Oocitos vistos al estereoscopio
anestesica

Figura 2 Tranquihzacion de reproductor por inmersion en soiucicn de 2-

fenoxietanol, previa a la obtencion de gametos

El semen fue colectado directamente en tubos de vidrio aforado de 15 mL y los
oocitos en un recipiente plastico impio y completamente seco, pesados en una
balanza digital (Scout Pro Ohaus Corporation, Pine Brook NJ USA), evitando

siempre el contacto con humedad para prevenir su hidratacion prematura
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A Obtencion de gametos masculinos

B Obtencion de gametos femeninos

Figura3 A Obtencion de gametos macho Y B hembra respectivamente

3 4 Ensayos a Escala Comercial

Se llevaron a cabo pruebas de fertihidad a escala comercial en dos granjas
productoras dg alevinos del Departamento del Meta consistentes en seminar
desoves completos de hembras inducidas hormonalmente como se describio
anteriormente (peso desove 20061217 g ca 1510173 oocitos/g) con dosis
seminales promedio con semen fresco y crioconservado de 18 000 sptz/oocito y

120 000 sptz/oocito, respectivamente Los oocitos seminados fueron mantemdos

en

condiciones de produccion de cada granja

R S

AN

incubadoras con flyjo vertical ascendente tipo Waynarovich, bajo las

Figura 4 Incubacion oocitos y proceso de medicion de fertilidad y eclosion
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3 5 Calidad seminal y crioconservacion

El volumen seminal se midio por medio del tubo de vidrio aforado de 15 ml donde
fue recolectada la muestra la mowvilidad fue estmada en una lamina excavada
(10-12 mm de profundidad Micro Slides Premiere China) usando 10 uL de
semen activado con 190 ulL de agua destilada bajo un microscopto optico (10X)

El tiempo de activacion fue cronometrado y expresado en segundos

La mowvilidad y velocidad espermatica individual fueron establecidas objetivamente
por medio de un sistema asistido por computador para analisis espermatico CASA
(Medealab CASA-version 54 Alemania) para lo anterior fue previamente
instalada una camara de Makler (SefiMedical Instruments, Israel) acoplada a un
microscopio optico de contraste de fase (Nikon E400, Japon) en la cual fue
depositada un alicuota de aproximadamente 02 pL de semen fresco o
crioconservado y posteriormente activado con 75 pL de una solucion de NaHCOs
al 1% La movilidad fue registrada en video y posteriormente analizada en el

CASA a intervalos de 10 seg hasta movilidad cero

El espermatocnto se obtuvo por centrifugacion de una muestra de semen (14000
G x 5 min , Microcentrifuga EBBA 12 Alemania) utilizando tubos microcapilares de
75 mm de longitud y 1 1 mm de diametro interno y la concentracion espermatica
por medio de recuento de espermatozoides en camara de Neubauer, previa

dilucion 1 1200 con solucion salina fisiologica

Para cada congelacion se utilize un pool (mezcla) de semen de tres machos
previamente evaluados, fueron diluidas en proporcion 15 (semen diluyente) en
una solucion constituida por 5 5% de glucosa (p v), 12% de yema de huevo (v v),
10% de dimetilsulfoxido (DMSO Sigma Chemical Co, St Louws, MO, USA) o 5%
de etilen glicol (Sigma Chemical Co St Louis MO USA) o 10% de metanol
{Sigma Chemical Co St Louts MO USA) Muestras con movilidad masal inferior
a 80% no fueron procesadas Posteriormente el semen fue empacado en pajillas
de 0 5 mL (IMV Instrument de Medecine Veterinaire Minneapolis, USA), 25y 50
mL (Minttub  Abful - und Labortechnik GmbH & Co KG) Las pajilas fueron
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selladas en ambos extremos con esferas metalicas postertormente ubicadas en
un soporte vertical e introducidas en un termo seco de vapores de nitrogeno
hquido (NL) durante 30 min (Taylor-Wharton, CP 100, Theodore, AL USA) En
todos los casos, durante el proceso de congelacion el descenso de la temperatura
fue monitoreado con una termocupla (WBrand USA Precision 0 01°C y rango de -

200 a 800°C) insertada directamente en una pajilla con el diluyente

Finahzado el proceso, todas las pajllas fueron trasladadas a un termo de
almacenamiento {Taylor-Wharton HC 35 Theodore, AL, USA) y sumergidas
directamente en el NL permaneciendo alli hasta su evaluacion Quince dias
despues del proceso de congelacion fueron tomadas al azar y descongeladas
doce (12) pajillas de cada tratamiento, seis de las cuales se descongelaron a 35°C
y las seis restantes a 80°C La descongelacion del semen se realizo en bafio de
agua a 35°C durante 90 seg para todos los volumenes de empaque y 80°C
durante 10 seg para pajilllas de 0 5 mL y 25 seg para pajillas de 2 5y 5 0 mL

3 6 Disefio experimental

Se empleo un disefic expernimental completamente al azar constituido por un
arreglo factonal 3x3x2 donde el factor 1 corresponde a las tres sustancias
crioprotectoras el factor 2 a los tres volumenes de empaque v el factor 3 a las dos
temperaturas de descongelacion, con un total de 18 tratamientos En cada una de
las pajllas fue evaluada la movilidad post-descongelacion como se describio

anteriormente
3 7 Pruebas de fertihdad y eclosion

Para evaluar el efecto de la temperatura de descongelacion y del volumen de
empaque sobre la fertildad 2 g de oocitos (ca 3200 oocitos) fueron seminados
con 470 puL de semen descongelado, activados con NaHCO; al 1% e incubados
con flujo vertical en recipientes plasticos de 20 L Como control se empleo la
misma cantidad de oocitos seminados con 100 pL de semen fresco Inicialmente

se comparo conjuntamente el efecto de los tratamientos, descongelados a 35 y
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80°C sobre el porcentaje de fertiidad y eclosion Con base a los resultados del
analisis anterior se evaluo el efecto de las sustancias cnoprotectoras y del
volumen de empaque sobre la fertiidad y eclosion manteniendo constante la
temperatura de descongelacion en 35°C durante 90 seg La fertiidad fue evailuada
6 horas postfertiizacion (HPF) calculando la proporcion de oocitos fertilizados
{estado cierre del blastoporo aspecto transiucido) en un total de 100 embriones y
expresado en porcentaje El porcentaje de eclosion fue determinado entre las 13 y
15 HPF

3 8 Anahisis estadistico

Se utilizo estadistica descriptiva para la Iinformacion correspondiente a las
caractensticas seminales Los resultados del uso de semen fresco y
crioconservado en terminos de tasas de fertilidad y eclosion, fueron analizados
mediante pruebas de 1" no apareada o analisis de vananza no parametrico
(prueba de Kruskal-Wallis) Previo a cualquier analisis estadistico de los
resultados, fueron realizadas pruebas de Bartlet (Johnson & Leone, 1974) para
determinar la homogeneidad de los datos obtenidos y orientar el tipo de analisis
estadistico a realizar Para los datos expresados en porcentaje, estos se
transformaron en arcoseno para poder realizar el analisis respectivo En todos los
casos, p<0,05 fue utlizado como criterio estadistico para establecer diferencias

significantes
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4 RESULTADOS

El presente trabajc en conunto con otros hechos anteriormente permitio
establecer algunas caracteristicas reproductivas en cachama blanca (P
brachypomus) especie nativa propia de los Lianos Onentales colombianos, sobre

lo cual no hay informacion en esta especte

En La Tabla 2 se muestran las caracteristicas del cuadro espermatico de los 23
machos evaluados El volumen seminal fue de 13 + 14 mlL, mostrando una
movilidad superior al 80% Por su parte el tiempo de activacion presento rangos
entre 36 y 56 seg mientras que la concentracion espermatica fiuctuo entre 2 0 x
10° y 18 x 10° espermatozoides por UL Se encontro una relacion positiva entre
las variables de espermatocrito y concentracion espermatica (n=23, r?=0 62,
p<0 001) La evaluacion realizada, asistida por computador (CASA), mostro un
semen con una mowvilidad total inicial de 84% descendiendo notablemente a partir

de los 20 segundos

Tabla 2 Caracteristicas seminales (fresco) de Cachama blanca (Piaractus
brachypomus), despues de la administracion IM de 4 0 mg Kg ' de Extracto de
Hipofisis de Carpa (EHC) Datos expresados como media + SEM (n=23)

Caracteristica Seminal

Volumen (mL) 13£1 4
Movilidad (%) 86 3+1
Tiempo de Activacion (seg) 45 4+1 4
Concentracion espermatica (Sptz/uL x 10°) 11340 9
Concentracion por reproductor (x 10%) 300440
Espermatocrito (%) 2518
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La Tabla 3 muestra el efecto conjunto de las dos temperaturas de descongelacion
35y 80°C, sobre la tasa de fertilizacion Se observa una tendencia de los mayores
porcentajes de fertilidad con los crioprotectores DMSO al 10% y MET al 10% en
pajillas de 05 y 25 mL descongelado a 35°C EIl semen descongelado a 80°C
presento porcentajes de fertilidad mas bajos con relacion al semen descongelado
a 35°C En cuanto al porcentaje de eclosion el semen crioconservado con
DMSO al 10% y MET al 10% en pajllas de 25 mL descongelado a 35°C,
registraron los porcentajes mas altos con promedios similares (36 6%) De igual
forma el semen crioconservado con ETG al 5% y descongelado a la misma
temperatura, mostro un comportamiento muy similar utlizando los tres volumenes
de empaque 05 25 y 50 mL (278 275 y 27 9%, respectivamente} sin
diferencia significativa entre los tratamientos (p>0 05) El semen fresco mostro el
mayor porcentaje de eclosion (85 3%) siendo significativo (p<0 05) en relacion a

los demas tratamientos (Tabla 4)

En los ensayos a escala comercial, el DMSO 10% presento valores altos de
fertiidad (72 7 + 4 9%) sin diferencias significativas {p>0 05) cuando comparado
con el semen fresco (82 1 £ 3 4%) (Figura 5} En cuanto al porcentaje de eclosion
el MET 10% presento el valor mas alto (81 614 2%) cuando comparado con el
semen fresco (788+34%) y el DMSO 10% (64 817 5%) sin diferencias

significativas entre ellos (p>0 05) (Figura 6)
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Tabla 3 Fertlidad de semen de Cachama blanca (Praractus brachypomus),
crioconservado con tres diferentes sustancias crioprotectoras (DMSO, ETG y MET) y
tres volumenes de empaque (0 5, 2 5y 5 0 mL), descongeiado en bafio de agua a 35

y 80°C Datos expresados como media * error estandar (n=6)

Crioprotector Bafio de agua Pajilla Fertihdad

(°C) (mL) (%)
05 59 + 3%
35 25 47 + 62
50 41 + 458
DMSO 10% )
05 13%5
80 25 18 + 7°%¢
50 18 + 62
05 43 + 5%
35 25 46 £ 2%
50 40 + 32>
ETG 5% a
05 9+4
80 25 14 £ 6%
50 17 £ 7%°
05 53 x 3°%
35 25 63 + 3%
MET 10% 50 41277
05 28 + 4%
80 25 23 1 47
50 23 + 107

Control (semen fresco) 89 + 7 3¢

Superindice diferentes en la misma columna indica diferencia estadistica (p<0 05)
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Tabla 4 Porcentaje de eclosion de Cachama blanca (Praractus brachypomus),
obtenido con semen crioconservado con tres sustancias crioprotectoras (DMSO,
ETG y MET) y tres volumenes de empaque (05, 25 y 50 mL), descongelado en

bafno de agua a 35 y 80°C Datos expresados como media * error estandar (n=6)

Crioprotector Bafo de agua Pajilla Eclosion
protee (°C) (mL) (%)
05 25 9+2 7%
35 25 36 618 5%
50 22 9+6 9%
DMSO 10% a
05 58+2 9
80 25 7 513 3°
50 13 4+6%°
05 27 846 4%
35 25 27 5+5%
50 27 945 g%
ETG 5% a
05 7 5+3 4
80 25 10 145 1%
50 19 818 8%
05 26 2433
35 25 36 6+8 5%
50 26 417 6°
MET 10%
05 8 914 1°
80 25 16 247 2%
50 18 5312 8%
Control (semen fresco) 8533 7°

Superindice diferentes en la misma columna indica diferencia estadistica (p<0 05)
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Figura 5 Porcentaje de fertilidad para semen crioconservado de cachama blanca
(Praractus brachypomus) realizados a escala comercial Barras con asterisco son

significativamente drferentes (p<0 05) al control (semen fresco) n=9
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== Semen tresco BZZ3 Metanol 10% BE=DMSO 10%

Figura 6 Porcentaje de eclosion para semen crioconservado de cachama blanca
(Piaractus brachypomus) realizados a escala comercial No se presentaron
diferencias significativas entre tratamientos (p>0 05) n=9%
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5 DISCUSION

En la produccion comercial de peces la evaluacion de las caracteristicas
seminales es de gran interes para asegurar la eficiencia de la fertilizacion artificial
y para evaluar los protocolos de crioconservacion Las muestras seminales para
este trabajo presentaron condiciones aptas para su crioconservacion mostrando
un porcentaje de moviidad del 86% Este valor se encuentra dentro del rango
reportado para la Cachama blanca (Navarro ef al 2004, Fresneda et al 2004) y
para otra especies nativas como el Yamu (Brycon amazonicus) (Cruz-Casallas et
al 2004)

La congelacion espermatica utilizando vapores de NL es la tecnica mas utilizada
en peces (Cruz-Casallas et af, 2004) Durante este proceso el espermatozoide
esta sujeto a cambios drasticos en su medio fisico y quimico formacion de
cristales de hielo estres mecanico y osmotico y desestabitizacion de la membrana
plasmatica (Lahnsteiner ef a/, 1992, Labbe et a/ 1997) Pajllas de menor
diametro como 0 5 mL proporcionan un indice de congelacion mas alto en relacion
con los macrotubos (2 5 y 5 0 mL), los cuales proporcionan indices mas bajos de
congelacion y una meseta mas larga (Bwanga et a/ 1990, 1991) Lahnsteiner et
al (2000) y Cabnta et a/ (2001) reportan un indice de congelacion alto para
semen de ciprinidos y trucha arco Iris empacado en pajillas de 0 5 mL (80°C min’
de —4 a -50°C y 92 8°C min ' de —20 a —100°C respectivamente) De igual forma,
este ultimo muestra tasas relativamente bajas para pajlias de 1 8 y 5 mL similares
0 lo reportado en este estudio, asi como lo reportado por Richardson et af (1999)
para semen de Pleuronectes ferrugineus utilizando pajillas de 17 mL con una

tasa de congelacion de 19 5°C min " entre los —15 y —45°C

El proceso de descongelacion es uno de los parametros mas sensible durante |a
crioconservacion Las movilidades post-descongelacion determinadas en el
presente estudio fueron inferiores a lo descnto por Carosfeld ef al (2003)
activando el semen de piracanjuba (Brycon orbignyanus) con bicarbonato al 1%

Navarro et al (2004), reportan movilidades post-descongelacion superiores
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uthzando sustancias crioprotectoras similares DMSO 10% (40%), ETG 5% (37%)
y MET 10% (57%), estos ultimos con incorporacion de leche entera en polve como
diluyente con una temperatura de descongelacion a 35°C Fresneda et al (2004)
reportan valores superiores cuando comparado con el presente trabajo utiizando
DMSO y MET (803 y 78% respectivamente) Cabnta et al (2001), muestran
movilidades del 45% para semen de trucha arco ins crioconservado con DMSO al
7%, descongelado a 25°C durante 30 seg La evaluacion del semen post-
descongelacion a una temperatura de 80°C, evidencio la disminucion en el
porcentaje de movilidad y el posible dafio en la integridad de la membrana celular
primordialmente en semen crioconservado en pajlllas de 05 mL Sin embargo,
Velasco-Santamaria et al (2004b) reportan moviidades para Yamu (Brycon
amazonicus) crioconservado con DMSO en pajillas de 25 o0 4 0 mL (30 y 30%
respectivamente) valores similares a los encontrados en este estudio con una
temperatura de descongelacion de 80°C Los crioprotectores de mejor
comportamiento fueron DMSO y MET, debido probablemente a su capacidad de
entrada y salida de la celula espermatica a favor del gradiente de concentracion
(Tiersch et af 1998 Vincent ef al, 1998) asI como su capacidad de mantener la
integridad de la membrana y la funcion mitocondnal (Ogier de Baulny et af, 1997)
A pesar de las notables disminuciones de la movilidad espermatica y tiempo de
activacion a 80°C como temperatura de descongelacion las temperaturas altas
pueden ser consideradas viables dentro de un rango de tiempo corto reflejando
una velocidad de descongelacion rapida qgue puede ayudar a disminuir el efecto de
recristalizacion presentado para las celulas espermaticas y el efecto termico sobre

la membrana (Tersch et a/, 1998)

Foglh da Silverra ef al (1990) obtuvieron una fertiidad media de 21 1%
descongelando semen de pacu (Praractus mesopotamicus) de 70 a 80°C (3 a 4
seg) en pellets de 05 mL porcentajes menores cuando comparado con lo
observado en este estudic al utiizar como crioprotector MET en los tres
volumenes de empaque Velasco-Santamarta et al (2004) obtuvieron fertilidades

Inferiores al 45% para Yamu (Brycon amazonicus) descongelando el semen a
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temperaturas altas (80°C) reflejando una reduccion en los porcentajes de
fertihdad La reduccion de la calidad seminal puede ser atribuible posiblemente a
igeras desviaciones de las condiciones optmas de descongelacion para
ternperaturas altas como la utdizada en este estudio lo cual se pudo reflejar en la
vanabilidad de los porcentajes de fertiizacion obtenidos Steinber ef al (1995)
reportan valores de 81% de fertilidad para semen de trucha arco ins (Oncorynchus
mykiss) crioconservado en pajllas de 4 y 5 mL de igual forma Cabrnta ef al
(2001), reportan para esta misma especie fertiidades del 75% en payllas de 50
mL Especie como fctalurus furcatus muestra una fertiidad de 0% utilizando
semen crioconservado con MET solucion salina Hanks y leche en polvo en pajillas
de 05y 1 mL (Bart et af 1998), confirmando la diferencia en los procesos

optimos requendos para cada especie

Los volumenes de empaque no tradicionales utilizados en el presente trabajo (25
y 50 mL) mostraron fertihdades cercanas al semen fresco, demostrando su
utihdad desde el punto de vista practico a pesar del posible alto porcentaje de
celulas dafadas que puedan presentarse (Bwanga et al 1890, 1981) y de
movilidades menores del 50% (Yao et al 2000, Richardson et al 1999)
reportadas en otras especies Los resultados anteriores concuerdan con o
reportado por Ciereszco et al (1999) en la congelacion de semen de muskellunge
(Exos masquinungy) donde se expone que no existe una relacion entre la
movilidad espermatica post-descongelacion y la fertiidad El volumen mas grande
reduce el tilempo necesario para congelar y descongelar y poder fertilizar
volumenes mas grandes de oocitos requendos en las granjas comerciales a

demas de la poca utilizacion de pajllas durante el proceso de crioconservacion

De forma general las tasas de eclosion fueron menores utiizando 80°C como
temperatura de descongelacion, esto debido a los posibles dafios sobre fa
membrana plasmatica afectando el desarrollo de los primeros estados
embrionarios La lteratura consultada no reporta resultados sobre sobrevivencia

larval de la especie que permitan confrontar los resultados obtenidos Sin embargo
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en especies diferentes, Suquet et a/ (1998), evaluaron la sobrevivencia larval de
Psetta maxima con semen crioconservado con DMSO al 10%, obteniendo un
89 9+4 5%, valor superior a lo mostrado en este estudio Los efectos de la
crioconservacion sobre el matenal genomico son reflejados en las tasas de

fertiidad, el desarrolio embrionario y en la sobrevivencia y desempefio larval

Los resultados obtenidos en los experimentos de dosis seminantes indican que
una proporcion de 2 000 sptz moviles/ovocito con semen fresco son suficientes
para obtener porcentajes de fertiidad por encima del 90% y que una proporcion
gustada de 50000 sptz moviles/ovocito con semen crioconservado son
suficientes para obtener porceniajes de fertihidad por encima del 80% en el
proceso de seminacion artificial en cachama blanca (P brachypomus) Billard
(19686) reporto en semen fresco una dosis seminante entre 50 000 y 100 000 y de
40 000 sptz moviles/ovocito para guppy (Poeciha reticulata) y catfish {lctalarus
punctatus), respectivamente Billard y Carpentier (1973) reportaron con semen
fresco para Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) una proporcion de 20 000 sptz
movilesfovocito y Velasco-Santamana et al (2004b) reportaron una dosis de
50 000 sptz moviles/oocito en yamu (B amazomicus), siendo en general

superiores a la encontrada en ef presente estudio

Tiersch ef al (1994) reportaron para semen crioconservado de channel Catfish
(lctalurus punctatus) 230 000 sptz moviles/ovocito y Velasco-Santamaria et af
(2004b) reportaron una dosis seminante ajustada a 75 000 sptz moviles/oocito
para semen crioconservado en yamu (B amazonicus) Las proporciones
reportadas anteriormente son considerablemente superiores cuando comparadas
con la dosis semiante ajustada de 50 000 sptz movies/oocito para semen
crioconservado halladas en el presente trabajo para cachama blanca (P

brachypomus)
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6 CONCLUSIONES

Las caracteristicas seminales de la cachama blanca (Praractus
brachypomus) observadas en el presente trabajo son coherentes con los
reportes previos, lo cual confirma que la especie se caracteriza por altos
volumenes de semen de concentracion intermedia, facilitando procesos de

manipulacion del semen como la crioconservacion

Un protocolo eficiente para la crioconservacion de semen de cachama
blanca debe incluir el uso de DMSO o Metanol al 10% como sustancias
crioprotectoras empacarse en pajiilas de 0 5 - 50 mL y descongelarse en
bafio Maria a 35 °C Sin embargo, los porcentajes de fertilidad y de eclosion

aun son inferiores al observado con semen fresco

La crioconservacion de semen de cachama blanca, puede ser una
alternativa para suplr la deficiencia de machos maduros durante
determinadas epocas del afo, como son los meses de Noviembre
Diciembre y Enero, durante los cuales los individuos reproductores no
presentan espermatogenesis activa y son refractarios a la estimulacion

hormonal
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7 RECOMENDACIONES

Ofrecer el servicio de crioconservacion de semen de peces a las granjas
productoras de alevinos, para permitir el conocimiento y recibir los

beneficios directos de la utihzacion de dicha tecnologia

Incluir la experiencia y didactica dentro del programa de practicas de
formacion de estudiantes y profesionales de areas relacionadas con la

acuicultura y la reproduccion animal
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