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1 INTRODUCCION

Para los proximos 10 afos se esttma que para abastecer la demanda
mundial de proteina de ongen animal se requenran 150 millones de
toneladas de carne de pescado Teniendo en cuenta que la pesca extractiva,
tanto artesanal como industnal estara apenas en capacidad de producir
aproximadamente 100 millones de toneladas los restantes 50 millones

deben ser aportados por 1a industria de la acuicultura (Harvey 1983)

Varios factores han determinado la disminucion de l0s recursos pesqueros
entre elios la sobrepesca la polucion, perdida de agua e inundaciones vy el
clima Ante esta circunstancia, el crecimiento de la acuicultura constituye una
respuesta, al igual que a la disminucion de la captura en los mares

ocasionadas por las fluctuaciones estacionales

La acuicultura se presenta como una nueva alternativa de produccion en el
sector agropecuario, con excelentes perspectivas para nuestro pais Sin
embargo es necesario desarrollar tecnologias en este campo que optimicen
los sistemas de produccion y transformacion de las especies acuicolas Nace
entonces la necesidad de profundizar en los conocimientos de las
caracteristicas seminales de las especies y en la crioconservacion de sus
gametos siendo esto ultmo muy importante para bnndar mejores
posibilidades a la piscicultura al permitir conservar materal genetico durante
periodos prolongados e independizandolos de la maduracion sincronica de

machos y hembras
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Colombia en su region amazonica y ornocense posibilita el desarrollo de la
acuicultura continental, basada principalmente en sus especies nativas El
yamu (Brycon siebenthalae - Eigenmann 1912) ha sido estudiado solo
parcialmente Es un pez de escama nativo de jos Llanos Ornentales,
omnivoro y de rapido crecimiento (Anas 1995, Lugo 1989) de excelente

cahdad y aceptacion comercial de su carne, util para la pesca deportiva y con

excelentes condiciones para cultivo

El Instituto de Acuicultura de los Llanos Ornentales (IALL, Universidad de los
Lianos) y el Instituto Nacional de Pesca (INPA) y piscicultores empiricos de
los Llanos Onentales (Pneto, 1997), indican que el Yamu alcanza un peso
corporal de 400- 450 g a los 6 meses de edad, acepta concentrados
comerciales semullas, hojas, frutas y subproductos de matadero ademas
resiste vanaciones amplias de pH, temperatura y oxigeno disuelio (Anas y
Pardo 1997)

Los primeros trabajos fueron realizados hacia finales de la decada de 1980 y
se orientaron hacia los aspectos basicos de la hiologia reproductiva y de los
habitos alimenticios en su habitat natural (Hurtado y Useche, 1986 Anas
1988, Lugo 1989) Actualmente nvestigadores del Instituto de Acuicuitura
de la Universidad de los Llanos adelantan proyectos de investigacion para
definir la escala de maduracion gonadal evaluar practicas de reproduccion
inducida, alevingie y establecimiento de planteles de reproductores, lo cual
contribuira a solucionar los problemas de baja produccion de ovuios y de alta
mortalidad durante el proceso de alevingje, registrados con el usc de
ejemplares extraidos de su habitat natural (Landinez 1995) Por otra parte
hay caincidencia en la necesidad de profundizar en el conocimiento de la
fisiologia reproductiva de |la especie y en los factores que puedan afectar su
eficencia como alternativa para solucionar problemas de disponibilidad
pgrmanente de 10s gametics Masculings
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La crioconservacion de gametos y embriones es un proceso mediante el cual
se logra su conservacion en el tiempo sin gue sufran cambios en la integridad
de su estructura minimizando el dano que podria producrr la formacion de
hielo ntracelular para lo cuai se deshidratan las celulas antes del
enfrniamiento y se exponen a crioprotectores L.as etapas del proceso son la
exposicion nicial a crioprotectores enframiento a t° bajoe cero,
almacenamiento, descongelacion y dilucion y remocion del crnioprotector para

volver a las condiciones fisiologicas que permiten continuar su desarrollo

Esta tecnologia constituye un requisito para el establecimiento de bancos
geneticos (Claude et al 1980), los cuales permiten mantener la biodiversidad
y asegurar la conservacion fisica de la especie Ademas, permiten aumentar
el tamafio genetico de la poblacion y mantener su diversidad genetica
especialmente de aqueitas especies mantenidas en cautivenio (Phronen,
1994)

Por otro lado, en aquellas especies con reproduccion estacional, los bancos
geneticos facilitan el desarrollo de programas de reproduccion durante todo
el ano En ese sentido este estudio pretende contribuir al conocimiento de la
crioconservacion de espermatozoides de Yamu (Brycon siebenthalae),

buscando la disponibilidad de gametos mascutinos durante todo el arfo

Por otra parte los estudios de crioconservacion de gametos en yamu (Brycon
siebenthalae) son escasos vy los resultados expenmentales de
crioconservacion de semen en otras especies nativas sugieren que son
necesarios trabajos adicionales que permitan aportar soluciones atternativas
a ia reproduccion confinada de especies tropicales con ajustes especie -
especificos a |os protocolos existentes en virtud de la alta vanabilidad de los

resultados observados (Gwo ef af, 1991 Ciereszko y Dabrowskl 1993)

1]



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Contribuir al desarrollo de protocolos para la crioconservacion de semen de
peces tropicales de agua dulce que permitan realizar los gjustes necesarios

hasta obtener una tasa de fertilidad satisfactornia
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Contribuir al desarrollo de un protocolo de l|aboratono para la
crioconservacion de semen de yamu (Brycon Siebenthalae) ajustando

los protocolos de crioconservacion experimentados en otras especies

'Y

2 Evaluar la utlizacion de dimetil sulfoxido (DMSQ), metanol
propilenglicol y etilenghcol, como sustancias crioprotectoras para la
conservacion de semen de yamu (Brycon siebenthalag) con base en
los indices de movilidad sobrevivencia y morfologia determinadas

despues de la descongelacion

3 Observar la fertiidad wn wvitro del semen de yamu (Brycon
siebenthalae) que presente los mejores indices de movilidad,
sobrevivencia y morfologia posdescongelacion, despues de |a

crioconservacion con dimetil sulfoxido (DMSQO), metanoi, propilenglicol

o etilenglicol
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3 LITERATURA

31 ANTECEDENTES

El genero Brycon es considerado uno de los generos de caracidos
neotropicales mas numerosos, con mas de 60 especies descritas (Howes,
1982) Brycon siebenthalae fue propuesta como una nueva especie por
(Exgenmann 1982) basado en la descripcion de un unico ejemplar
procedente de la Guayana Britanica En 1982 Howes descrbio ias especies
Brycon stebenthalae y Brycon siebenthalae iquitensis, encontradas en la
parte alta del no Amazonas las cuales iniciaimente habian sido clasificadas
por Eigenmann y Allen (1942} y Amaral {1944) como Brycon sp Useche et
al (1993) reportaron diferencias morfometricas entre los especimenes
amazonicos y aquellos del rio Cafre de la Cuenca del Rto Oninoco  Por su
parte Alvarez de Leon (1991), no logro clasificar con seguridad ejemplares
de yamu capturados en la parte alta del no Guaviare, los cuales, cuando
aduitos, presentan longitud estandar de 33 a 47 cm, cuerpo comprimido
cublerto de escamas cicloides, aleta dorsal con 10 a 11 radios, aletas
pectorales con 15 radios cada una, anal con 26 a 27 radios y aleta caudal de
tipo homocerca con 22 a 23 radios Presenta la linea lateral curvada hacia
abaio la cual comienza desde la parte media del operculo y se extiende
hasta la base de la aleta caudal Arnas (1995) reporta una descripcion similar

para ejemplares que clasifica comao Brycon siebenthalae



32 MADUREZ GONADAL

En la literatura consuitada no existen estudios sobre la pubertad y escala de
madurez gonadal en yamu Las descripciones de Anas (1988) y Lugo
(1989), sobre los ciclos reproductivos y su relacion con el ciclo hidrologico
son insuficlentes como critenc para determinar el momento adecuado de
induccion de la reproduccion en confinamiento  Los trabajos de Zanibori —
Filho y Resende (1988) y Zanibont — Filho ef af (1988) realizados en Brycon
cephalus, constituyen las unicas referencias scbre la escala de madurez
sexual del genero, las cuales pueden ser utiizadas como punto de partida

para el estudio de las otras especies agrupadas en este genero

El tamarfio y (o) peso corporal, al cual los peces del genero Brycon alcanzan
la madurez sexual dependen del sexo y de la especie estudiada Bulles y
Uran (1974, 1979), reportaron para Srycon henni una longitud estandar de 16
a 37 cm para ambos sexos en tanto que Lylyestron y Taphorn (1983),
estudiando Brycon whiter sefalaron una longitud de 252 y 281 cm para
machos y hembras, respectivamente Trabajos recientes indican gue machos
Brycon orbignyanus, pueden alcanzar fa madurez sexual a los 25,1 cm de
longitud estandar (Vazzoler, 1996), o con un peso corporal de 0,75 + 0,1 Kg
(Dumont - Neto et af, 1996)

33 OBTENCION DEL SEMEN

En el pez oviparo Summer whiting el semen se obtiene por presion
abdominal y luego es almacenado a 0°C (Billard et &/ 1971) En pez gato
Mekong gigante y Pangassius gigans el semen diluido se almacena a
temperaturas al rededor de 0°C por dos dias y luego usado en inseminacion
artificial ya sea sin 0 con proceso posterior de congelacion (Rurangwa et al
1999) La espermiacion en la Carpa (Ciprninus carpio) fue inducida por una

inyeccion intraperitoneal de extracto de pituitana de carpa comun, preparado



en solucion salina (0 85%) a una dosis de 20 mg de pitutaria seca por
kilogramo de peso corporal El semen fue recolectado luego de 10-12 horas,
(Kavinder et af , 1997) Tambien se reporta la inyeccion intradorsal 24 horas
antes de la coleccion del esperma con CPA (Carp Pituitary Acetone) a la
dosis de 1mg/Kg calculado segun el peso corporal y a una temperatura de
20°C (Otomar et af 2000}

Antes de recolectar el esperma para la especie Turbot la venga urinana es
aseada y se gjerce presion suave sobre la region proxima al poro genital  El
area genital es lavada usando agua destilada y luego secada El semen es
removido presionandc sobre los testiculos y los conductos espermaticos
(Suquet et al 1998)

34 DETERMINACION DE CARACTERISTICAS SEMINALES

341 Volumen seminal

Debido a los mecanismos utilizados para hacer la recoleccion del semen, el
volumen obtenido es un dato subjetivo por la influencia que ejerce la
manipulacion, estado de madurez, nutricion temperatura y otros factores
medio ambientales, por esto los estudios realizados se han centrado mas
bien en estudiar el aumento del volumen seminal mediante diluyentes con el

fin de facilitar la utilizacion del esperma (Carolsfeld, 1988)

342 Coloracion y evaluacion morfoiogica

Blom (1980} mtroduo en bovines & lscnica de coloracion de
espermatozoides, empleando eosina B y nigrosina solubles en agua Por su

parte Fribourgh (1996), utilizo una coloracion diferencial supravital para



semen de peces utlizando maternial fecundante de Goldfish (Carassius
auratus) Uso tres muestras de cada eyaculado y las sometio a temperaturas
diferentes 15°C, 39°C y 55°C y los coloreo con eosina-nigrosina obtermendo

espermatozoides coloreados de 97 0, 81 2 y 7 S % respectivamente

343 Concentracion espermatica

Billard y Jalaber (1971), obtuvieron de la trucha arco ins y Salmon garrdner
una concentracion de espermatozoides por milimetro cubico de 15,3x10°,
con una variacion de 6x10° a 25 x10° Determinaron que la concentracion
espermatica medida en el semen obtenido directamente de los testiculos es

superior a aquella medida en muestras tomadas por masaje abdominal

El numero de espermatozoide en un eyaculado puede ser esttmado mediante
un contaje directo en un hemocitometro (camara de Neubauer) o a traves del
‘espermatocrito” que consiste en la centnfugacion de una muestra del
esperma en tubo de hematocnto para separar el fludo seminal
(supernadante) de los espermatozoides (Fogli-Silverra et al, 1988), los

cuales son precipitados al fondo dei tubo

Kavamoto et a/ {1985) hicieron ensayos para estandarizar la cantidad vy
grado de dilucion del semen, mediante el uso de la pipeta para globulos
rojos, logrando una mejor utilzacion de la camara con agua ya que los
diluyentes, comunmente utilizados provocan aglutinacion y destruccion de 10s
elementos celulares, asi como bajas diluciones usadas, dificultan el conteo
de espermatozoides en especies como la trucha arco ns (Salmo indeus

gibbons)

En muestras frescas antes de congelado y posdescongelacion juege de 2
dias y 5 meses del congelado para determinar la concentracion espermatica
y la viabihdad una alicuota de esperma fue diluido en extensor 1/100

marcado con azul trypan 0 4% 10 microlitros de espermatozoides marcados
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y en dilucion final 1/1000 fue introducida en una camara de conteo Thoma
Despues de 5 minutos de estabilizacion del liquido, los espermas se contaron
bajo el microscopio, 10s no marcados (vivos) y 10s marcados (muertos)
determinandose, luego de tener en cuenta el factor de dilucion tambien la
relacion espermas/ huevo para las pruebas de fertilizacion (Rurangwa et al
1999)

344 Movihidad

El espermatozoide esta usualmente inmovil en los testiculos y conductos y se
activa en el ambiente externo al entrar en contacto con el agua La
manipulacion del esperma in witro por almacenamiento y en fertihizacion in
vitro requiere de condiciones optmas de temperatura osmolaridad
conductividad y substratos metabolizables para la iniciacion y mantenimento
de la movilidad (Goodal! et a/ 1988)

La activacion y duracion de la movilidad espermatica fue estudiada usando
soluciones de NaCl, KC! y glucosa con osmolandades de 150, 300 600, 900
y 1200 mikosmoles donde los resultados obtenidos, demuestran mejor
movilidad y osmolandad a 300 miiosmoles para el semen de Siflago ctliata
Los 1ones de potasio tuvieron efecto mhibitorio sobre la duracion de la
movilidad (Goodall et @/ 1988)

Despues de activado el esperma de carpa exhibio tres patrones de
movilidad hneal circular y aleatornia En la movilidad lineal se desplazo a lo
largo de la ruta ineal con movilidad progresiva Los espermatozoides con
movilidad circular presentaron movimientos lentos sin desplazarse de lugar

mientras que aquellos con movilidad aleatoria exhibieron una ruta erratica

Otras observaciones reportan que los espermatozoides con movilidad
progresiva, pueden detenerse cuando su trayectoria es obstruida por otra

celula Sin embargo en ocasiones puede detenerse momentaneamente
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durante la trayectona para luego continuar Los espermatozoides con
trayectoria circulares se movian en circulos concentricos u ovalados en
sentido de las agujas del relo) 0 en sentido contranio  Tambien pueden
exhibir una trayectonia lineal transitoria siendo un cambio espontaneo como
resultado de una obstruccion por otro espermatozoide Los de trayectona
casual con mowvimiento pronunciado de cabeza cambiaron rapidamente la
direccion Los espermatozoides con trayectorias lineales fueron mas rapidos

y con trayectoria crrcular fueron mas lentos (Kavinder et a/, 1997)

La corta moviidad espermatica observada en la trucha arco Ins
Oncorhynchus mykiss es debida a consecuencias del dano osmotico cuando
el espermatozoide esta difundido dentro del agua (Billard, 1978) Los
espermatozoides de trucha arco irs que se someten a un tiempo de equilibnio
(10 minutos) en el diluyente y bajo refrigeracion generalmente bajaron su
habiidad fertihizante, excepto en diluyentes basados en DMA (Dimetil
acetamida) La adicion de yema de huevo al diluyente fue generalmente
benefica, especiaimente con diluyentes basados en DMA y DMSO (Babiak et
al 2000)

Otra causa puede ser un inadecuado suministro de energia, particularmente
cuando son diluidos en soluciones salinas fisiologicas (Christen et al, 1987),
los espermatozoides crioconservados de trucha arco ins mostraron una
disminucion significativa en la viabilidad movilidad y fertidad ademas
mostraron un incremento en la susceptibiidad al estres osmotico La
movilidad espermatica despues de descongeladoc el semen se mejoro
significativamente con la adicion de estabilizadores como la yema de huevo
BSA (Bovine Serum Albumin) y Dan Pro - yema (Anel ef a/ 2001) La
habilidad de la yema de hueve para incrementar la movilidad espermatica en
diferentes especies es blen conocida esta sustancia fue utihizada

anteriormente en diluyente para salmonidos y reportaron buenos resultados
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en la movilidad Lahnssteiner et af (1996) describieron los efectos positivos

de la yema en la movilidad de esperma de trucha post descongelacion

Aungue el esperma de pez no esta especificamente adaptado para la
utiizacion de fuentes energeticas, ellos poseen metabolismo oxidative luego
la adicion de fuentes energeticas podria favorecer su moviidad (Harvey,
1982) La estabilidad de la membrana plasmatica es extremadamente
importante en espermatozoides de trucha, porque la fertiidad toma lugar en
aguas frescas y control osmotico de estres Bajo condiciones fistologicas, la
adicion de lipidos exogenos, su transporte dentro de la membrana plasmatica
y la oxidacion intracelular de lipidos, son balanceados Cambios en la
permeabihdad de la membrana pueden alterar el flujo de icnes de un lado al

otro de la membrana plasmatica requendo para activar ia movihidad celular

Durante el congelamiento, el equilibrio es destrutdo produciendo alteraciones
de membrana estas alteraciones danan los componentes de la membrana
(fosfolipidos o proteinas) o la peroxidacion lipidica Cambios en la estabilidad
de la membrana resulta en un mncremento de la permeabiidad de la
membrana resultando en un incremento en la susceptibiidad a estres
osmotico (Anel et al  2001)

Rurangwa et al (1999) utiizaron en la especie pez gato africano (Clanas
ganepinus) un senalizador de espermatozoides Hobson (Hobson tracking
Systens LTDA, Sheffield U K) para evaluar la moviidad espermatica en
semen fresco con una modificacion al montaje reportado por Kime et af
(citado por Rurangwa et a/ 1999) El analisis inicio 5 segundos despues de
la activacion y fueron calculados automaticamente varios parametros de
movilidad durante los 15 segundos siguientes mediante el sistema de
Analisis espermatico computarizado (CASA) donde se incluye periodos

marcados de la velocidad lineal (VSL) en Mn/seg el promedio de la



trayectoria de velocidad (VAP) en Mn/seg velocidad curviinea (VCL) Mn/seg
y el porcentaje de movilidad espermatica (MOT%)

35 Efecto de la temperatura del agua, sobre la movilidad espermatica

Los espermatozoides pueden morir durante la congelacion ¢ descongelacion
aparentemente por ruptura de la membrana celular Los espermatozoides de
todas las especies estudiadas son susceptibles al choque por frio si la
temperatura desciende muy rapidamente El punto mas critico para el choque

por frio ocurre cuando se reduce la temperatura de 15 a 0°C

Una forma de descongelacion de semen de ejemplares de carpa comun
Cyprinus carpio €s mediante bano Maria a 35°C durante 110 segundos
(Othomar et a/, 2000) En la especie pez gato afncano (Clarias ganepinus)
se procede de igual manera pero ampliando el tempo a 2 minutos y
disminuyendo la temperatura del agua del bafio Maria a 25°C (Rurangwa et
al 1999)

Furthermore y Lindroth {1974) sugieren que la duracion del tiempo de nado
por el espermatozoide de salmon esta relacionado con la temperatura del
agua La movilidad en el esperma del salmon fue significativamente mayor a

28°C, comparado con temperaturas de 2 4 u 8 °C

La duracion de la motiidad espermatica es dependiente de la temperatura
con aumento en la duracion de {a motiidad a temperaturas bajas del agua
(Lindroth 1947 Billard y Cosson 1992)

Es necesaria una reduccion en el metabolismo celular para prolongar el
tlempo de almacenamiento del semen Por [o tanto, se debe controlar la tasa
metabolica En condiciones anaeroias la velocidad de disminucion del pH o
la determinacion quimica de la acumulacion de acido lactico o la desaparicion

de fructosa o ambas, pueden utihzarse como medidas de ia tasa metabolica



351 ElpH

Un pH aproximado de 69 a 7 5 para las diferentes especies constituye el
rango de actividad optima en la mayoria de las enzimas del espermatozoide
Si el pH del semen se desvia hacia la alcalimlidad o hacia la acidez, se

reducira el indice metabolico UNIVERSIDAD DE LOS Lianos
HEMEROTECA

Ly

352 Presion osmotica
VILLAVIC‘FNCIO META

Tanto las soluciones hipotonicas como hipertonicas reducen la tasa
metabolica, pero ninguna prolonga la wvida del espermatozoide Las
soluciones hipotonicas e hipertonicas alteran la transferencia de agua a
fraves de la membrana lesionando la integrndad de la celula, por lo tanto es

necesario utilizar soluciones 1sgtonicas

353 Gases

S1 la presion parcial de bioxido de carbono aumenta de 5 a 10% se depnme
la tasa metabolica por lo tanto se ha considerado al bioxido de carbono
como el factor que regula la tasa metabolica El oxigeno es necesario para el
metabolismo aerobio Por otro lado, niveles muy elevados de oxigeno son

toxicos y tambien deprimen |a tasa metabolica (Bearden, 1982)

3 6 REPRODUCCION EN PECES

En el ambtente natural la especie se reproduce una vez al afo, coincidiendo
con la estacion lluvicsa del afo, que para el caso de los Lianos Onentales

comprende los meses de Febrero a Junio

361 Gonadas

Son dos estructuras pares en forma de cinta en animales inmaduros las
cuales aumentan de tamano a medida que el arnimal madura En estado

nmaduro en los machos son de color blanco y de seccion trniangular,
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mientras que en las hembras son de color anaranjado y de forma

redondeada

Ef tamarfio maximo de la gonada en la hembra puede alcanzar la mitad de su
peso corporal en tanto que en el macho puede ser apenas la decima parte
Las gonadas desembocan en dos conductos localizados al lado de los
conductos urinarios, aunque algunas especies puede tener un unico
conducto Enlos salmonidos el oviducto no se comunica directamente con la

gonada

En los peces las estrategias reproductivas son muy diversas Puede se
bisexual 0 gonocorica, en donde hay machos y hembras diferentes
genotipicamente, pero pueden cambiar el sexo fenctipicamente, un ejemplo

lo constituye la trucha, salmon, lubina y rodaballo

El hermafroditismo es comun en los peces este puede ser sincronicc en el
cual el individuo, al madurar, tiene gonadas que funcionan unas como
ovaros y otras como testiculos aungue no presentan autofecundacion
Ocurre en especies que viven muy solas y dispersas como algunas especies
marinas del fondo del oceanc Otra condicion es hermafroditismo secuencial,
en la cual primero maduran como un sexo y despues maduran el otro sexo
Hay dos tipos de hermaforditismo secuencias a) Proterandrico (primero
funcionan como macho y al cabo de 1-2 anos, como hembra), un gemplo 1o
constituye la dorada b) Proteroginico (prnimero funcionan como hembra vy

posteriormente como macho) ejemplo el Mero
362 Obtencion de los Gametos

Una alternativa es capturar animales saivajes que presenten avanzado
estado de maduracion gonadal para que realicen el desove en la empresa

Sin embargo, se presenta el inconveniente del estres generado por el cambio

de ambiente siendo necesario un pernodao de adaptacion



3 6 3 Regulacion del proceso de la reproduccion

En el tropico la reproduccion en la mayoria de las especies, suele ser solo
una vez al afio bajo el control del eje hipotalamo > hipofisis 2 gonadas Por
su parte la glandula pmneal que produce melatonina, tambien interviene

inhibiendo el proceso de maduracion gonadal

En mamiferos, la hipofists produce FSH, LH y hCG, mientras que en peces
se ha visto gue hay dos gonadotrofinas Gth [y Gth Il En ambos grupos la
secrecion de estas hormonas depende de factores liberados por el
hipotalamo (GnRH) sin embargo, se ha observado que GnRH de mamiferos
produce efectos farmacologicos en peces pero que e GnRH obtenido de

salmon ha mostrado ser inefectivo en los mamiferos

3 6 4 Problemas en la maduracton a nivel de cuitivo

Varios problemas pueden ocurrir a) bloqueo de ja gametogenesis Es lo mas
habitual en animales jovenes capturados del ambiente La causa sena el
estres generado por la captura Por los tanto en especies que quieran ser
introducidas debemos evaluar los niveles plasmaticos de cortisol y escoger
aquellos animales con los niveles mas bajos b) bloqueo de la maduracion
final Las causas suelen ser problemas de temperatura que no liegan a bajar
lo suficiente C) blogueo del desove Las causas pueden ser varias manejo
por eemplo las carpas necesitan ponerlos en las plantas o hilos los
salmonidos necesitan un sustrato para evitar problemas de agreswvidad
entonces puede ser importante hacer un masaje abdominal En las doradas
necesitan un volumen un espacio de agua ya que en el mar tienen mucho
espacio No se suele hacer un masaje abdominal porque se podria hacer

salir huevos no maduros del todo ya que tienen sincronia de grupo multiple



365 Control de la manipulacion

Existen vanos metodos para el control 0o manipulacion de los procesos
reproductivos en peces, entre ellos podemos mencionar a) Induccion del
desove mediante tratamientos hormonales El tratamiento hormonal solo sera
eficaz en las fases finales de vitelogenesis o maduracion el cual puede
determinarse por observacion directa o mediante control penodico por
biopsia de la gonada, utilizando un cateter a traves de oviducto El monitoreo
del estatus endocrino, particularmente de Gth Il o de testosterona puede
tambien ser de utiidad b) control del sexo en las truchas las hembras
maduran mas tarde Entonces interesa tener conjuntos de hembras porgue

crecen mas que los machos
3 6 6 Induccion reproductiva
3661 Inductores

Los inductores disponibles en el mercado interno y externo que se usan con

relativo exito son los siguientes

Conceptal® Es un producto de uso vetennarico disponible en el mercado

regional Su presentacion es en solucion inyectable de 10 ml listo para su

aplicacion

Ovudal Es un analogo del LHRH elaborado para la administracion en peces
tambien se le conoce como Ovufish Su presentacion es en ampollas de 200

microgramos, para su administracion se diluye en agua destilada

LHRH Es un producto de fabricacion en un laboratorio canadiense, contiene
la hormona lberadora de la hormona lutenizante (LHRH) para

administracion en peces su presentacion es en de ampollas de 200

micragramos
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Pituitaria de carpa Es el extracto de la hipofisis de “carpa comun Cyprinus
carpio  Actua de manera similar a las gonadotropinas endogenas
estimulando la produccion de esteroides sexuales forzando la actividad del

ciclo reproductivo a nivel de gonadas

366 2 Dosificacion

Los productos que mas se han usado son extracto de pituitaria de carpa y
Conceptal® La dosis empleada con el pnmer producto, es de 5 mg/kg de
peso del pez, para las hembras y 05 mg para los machos para disolver el

producto se usa agua destilada

Cuando se usa conceptal la dosis total es de 2 6 ml/kg de peso vivo del pez,
para ta hembra Para el macho se usa solamente el 25% de la dosis aplicada

a la hembra

La aplicacion se hace en una sola dosis, por via Iintrapertoneal en la region
media lateral del cuerpo a la altura del origen de las aletas ventrales vy
tambien en el pliegue que se ubica detras de la aleta pectoral cuwdando que
la aguja se dirja hacia la region media y posteror del cuerpo y no hacia la

cabeza ya que de este modo se alcanzarta el seno venoso

La oxigenacion de los tanques durante el tratamiento hormonal de los peces
ha proporcionado buenos resultados (Dabrowsky no publicado) De esta
forma se logra concentraciones de oxigeno entre 5 a 6 ppm favoreciendo que

los peces respondan favorabtemente al tratamiento hormonal

366 3 Ovulacion y desove

Tanto en gamitana, como en pacu y bocachico la ovulacion y desove se

produce entre 11 a 15 horas despues de administrada la dosis Este tiempo
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puede variar en un mayor rango particularmente en el limite superior pero

las tasas de viabilidad seran mas bajas

El numero promedio de ovulos por gramo en gamitana es de 1042 y en pacu
de 944 El peso los ovulos de ambas especies se correlacionan
positivamente con el peso de la hembra Ocasionalmente en hembras
tratadas cuatro a cinco veces se han observado estructuras residuaies de las
gonadas de aproximadamente cinco centimetros de longitud de consistencia
dura en forma de V y de seccion tnangular en cada una de sus
ramificaciones Estas estructuras se localizan en ia parte inferior del vientre
de la hembra, con el vertice orientado hacia la abertura gerutal, constituyendo
un verdadero tapon En estos casos al cumpiirse las trece horas despues de
inyectada la dosis se le extrae para presionar su vientre ligeramente con lo
cual el “tapon’ emerge ligeramente para su extraccion total con la mano

Luego de la extraccion del tapon, el desove se realiza en forma normal

36 7 Fertilizacion

Despues de haber completado su desarrollo y maduracion el espermatozoide
debe reconocer al ovulo y penetrar a traves del aparato micropilar A
diferencia de los mamiferos el espermatozoide de yamu, como la mayoria de
las demas especies de peces carece de acrosoma y aparentemente no

requiere de capacitacion apara adquirr capacidad fecundante

37 CRIOCONSERVACION DEL SEMEN

La criobiologia es una ciencia relativamente nueva, que permitic en la
decada del 50 conservar la capacidad fecundante del semen bovino por
periodos prolongados y consecuentemente un impacto en la produccion

animal, por la masiva utilizacion de reproductores geneticamente superiores
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El objetivo de conservar una celula espermatozoide u ovulo es mantenerios
en estado de animacion suspendido a partir del cual debe ser reactivado
despues de un periodo de ttempo determinado (Gordon, 1994) El uso del frio
asociado a los conocimientos de los fenomenos fisico-quimicos involucrados
en el congelamento de la matena wviva, hizo posible el desarrollo de
procedimientos de crioconservacion, el enfriamiento produce una disminucion
notable del metabolismo y ahorro energetico, ambos fenomenos constituyen

condictones necesarias para la prolongacion de la vida celular

La crioconservacion cuyo proposito es garantizar su sobrevida causa sin
embargo dano irreversible a las membranas plasmaticas causando ya sea la
muerte celular o cambios parecidos a los que se ven durante ia capacitacion
espermatica que dificultan su capacidad para interactuar con el ovocito
durante la fertiizacion (Wilde et al 2002}

Se cree gue tanto espermatozoides como celulas embrnonanas pueden
permanecer viables a —196 °C por mas de 1000 anos {Gordon, 1994) Las
tecnicas actuales de congelacion permiten la crioconservacion exitosa de
embriones de muchas de las especies de animales domesticos por periodos
de tiempo bastante largos (Bielanski, 1987) El proceso incluye la
deshidratacion de la celula la cual ocurre cuando un diluyente se congela
mas rapido que las celulas en el contenidas causando as! la salida de agua
de esta {(Harvey 1982 ) De esta manera se evita la formacion de cristales de

agua en el interior de la celula o que usualmente es fatal

Para prevenir la formacion de cristales de hielo, el agua Intracelular es
usualmente reemplazada por crioprotectores permeables vy los
espermatozoides son deshidratados a una tasa relativamente lenta de

enfriamiento

En principio beneficios similares pueden ser esperados de su aplicacion en

la industnia piscicola ademas el valor del almacenamiento de gametos por
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largos periodos de tiempo como medio para la conservacion de varias
especles de peces en via de extincion ha sido ampliamente reconocido
puesto que semen congelado de individuos de tales poblaciones puede
colectarse para el establecimiento de bancos genetices (Cloud et af, 1990
Bergan et a/, 1991 Harvey 1991)

Por otra parte el uso de semen congelado es un medio practico para
aumentar el tamanio geneticamente efectivo de las poblaciones y mantener
su diversidad genetica, especialmente de aquellas mantenidas en cautiverno
{Phronen 1994)

El factor que facilita el satisfactorio almacenamiento de los espermatozoldes
congelados por largo tiempo es la baa temperatura {Carolsfeld 1988)
Determinadas velocidades de descenso termico en ciertos rangos de
temperaturas produce alteraciones perjudiciales que comprometen
seriamente {a vida celular, 10 que dio lugar a la formulacion de protocolos de
congelamiento Involucrando uso de distintos aditivos y velocidades de
enframiento (Wilde et al 2002) Se sabe que cuando las celulas son
expuestas a descenso de temperatura se producen danos en la membrana
celular, cuyo "modus operandl’ es desconocido aungue existen evidencias
vinculadas al incremento de la concentracion de solutos Sin embargo este
dano es convenientemente impedido por el uso de crioprotectores {Leibo
1977)

En los peces la temperatura de almacenamiento de! esperma debe ser por lo
menos de 50°C bajo cero Por esta razon aungue el nitrogeno liguido {NL)
tiene una temperatura de 196°C bajo cero es el medio mas usado para el

almacenamiento y transporte de semen en diferentes especies (Ramos,
1986)



371 DILUYENTES Y SU COMPOSICION

El diluyente debe proteger el esperma de la accion toxica de los productos de
su propio metabolismo, de los cambios bruscos de temperatura y debe

aumentar el volumen del semen

UNIVERSIDAD De 105 ¢
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Figura 1 Fotografia de algunos diluyentes a base de yema de huevo
utihizados en la crioconservasion de semen de diferentes especies Se puede

observar el empleo de recipientes plasticos y de vidrio

3711 DILUYENTES CON YEMA DE HUEVO

Fue Philps (1939) de la Universidad de Wisconsin, quien primero informo
sobre las ventajas de la yema de huevo de gallina en la preparacion de
diluyentes para conservar semen refrigerado Ese diluyente, con algunas
modificaciones, sigue en uso y al grupo se le da la denominacion de
diluyentes fosfato yema La composicion del diluyente de Phillips se muestra

en {a Tablal

Este diluyente se prepara mezclando las sales en el agua destilada hervida
tibia o pasada por autoclave durante 20 minutos a 15 hbras de presion

Inmediatamente antes de su uso se hace la mezcla con la yema de huevo



El diluyente de citrato - yema posee ventajas sobre el fosfato - yema por ser
mas claro el medio y mas util para lecturas de movilidad (Salisbury et al

1941) Se prepara con 29 g de NazCegHsO72H.O por 100ml de agua
destiada Se ha encontrado que el 33% o aun el 20% de yema de huevo son

suficientes, dando resultados similares

Similar a los resultados reportados por Steyn y Vanvuren en semen de pez
gato (Clanas ganepinus) los criodiluyentes libres de yema de huevo no
protegieron suficientemente los espermatozoides La mejor proteccion
provino de criodiluyentes que contenian yema de huevo Al parecer el factor
en e} proceso de crioconservacion esta en la asociacion de un crnioprotector
infracelular (DMSO o Glicerol) con yema de hueve al 10% Similar
mejoramiento del diluyente de Mounib con yema de huevo se repornto en
trucha arco ins (Orcorhinchus mykiss) y en pez gato (H Longifilis)
(Rurangwa et af 1999) Lahnstener et a/ (1996) describieron los efectos
positivos de la yema de huevo sobre la movilidad de espermatozoides de
trucha posdecongelacion En el estudio realizado por Babiak et a/ (2000), se
demostro que el uso de yema de huevo de gallina fue generalmente benefico
para crioconservacion de semen de trucha arco irs en concordancia con las

observaciones de Baynes y scott (1987)

Una yema de huevo contiene en peso la mitad de agua 47 5%, 17 4% de
proteinas, y un 33% de grasas y aporta aproximadamente 200 miligramos de
colesterol y unas 211 Kcal/t00gr 02% de carbohidratos elementos
inorganicos 1 1% vy otros comiponentes 0 8% La yema del huevo es rica en
vitamina B (B1 B2 B12) ademas de vitaminas A (entre 200 a 1000 Ul) y E
hierro y fosfato Su proteina es de un aito valor biologico superando las de la
leche y de la carme de vacuno y por supuesto la de cualquier vegetal Los

acidos grasos varian segun la dieta de la gallina hasta un 60% en el caso del



acido hnoleico y un 10% en el acido oleico Lo que en ningun caso es
manipulable mediante la dieta del animal, es la cantidad de colesterol que
posee, pudiendo establecer unos valores de 200 mg por huevo El huevo

contiene concentraciones elevadas de colesterol (Gallardo, 2002)

Dentro de los fosfolipidos se destacan la lecitina (o colina), el inositol y la

etanclamina Son componentes de todos los organos especialmente de los

tejdos mas activos como el cerebral y el nervioso periferico

Tabla 1 Composicion de los diluyentes basados en yema de huevo mas

empleados en la crioconservacion de gametos masculinos

Sustanc:a Cantidad
KH2PQO4 02g
Na,HPO4 12H,0 20g
Yema de huevo 10mi
Agua destiladacsp 100ml

En espermatozoides de mamiferos, la yema de huevo mejora la moviidad
posdescongelacion porque las fraccicnes de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) se asocian con las membranas celulares y proveen proteccion contra
dafios durante el proceso de crioconservacion La LDL probablemente no
solo constituye parte de la yema de huevo sinc que tambien juega un papel
importante en la proteccion de espermatozoides de trucha arco ins contra

dafios durante el congelamiento y descongelamiento  De estas



observaciones se puede conclur que la presencia de yema en diluyentes
basados en DMA o DMSQ mejora la fertilizacion de espermatozoides de
trucha arco ins (Oncorhynchus mykiss) (Babiak 2000)

3712 DILUYENTES BASADOS EN LECHE

En la Unwersdad de Pennsylvania fueron efectuadas amphas
mnvestigaciones sobre el uso de la leche homogeneizada adicionada de
antibioticos mostrando ventajas particulares (Almquist, 1954, 1962) Aungue
tambien ha sido usada leche descremada fresca que presenta la ventaja de
poder observar movihidad lo cual no es posible con los dituyentes basados

en yema de huevo debido a los globuios de grasa presentes

La leche pasteurizada a temperaturas normales contiene una sustancia, la
lactenina, que es espermicida el calentamiento de {a leche a 80°C o 95°C
por 10 minutos inactiva la lactenina Lo unico gque se tiene que anadir es
antibioticos para controlar los contaminantes microbianos y glicero! sies que

se va a congelar el semen
3713 DILUYENTE BASADOS EN YEMA DE HUEVO CON CITRATO

El diluyente yema - citrato se prepara mezclando partes iguales de yema de
huevo fresco con solucion amortiguadora de citrale Antes que se utihzara el
semen congelado la proporcion de yema a solucion amortiguadora era de
11 La mayor parte de las investigaciones hasta ahora realizadas en
bovinos han demostrado que ocurre una ligera disminucion en la proporcion
de vacas no repetidoras, cuando los porcentajes de yema de huevo son
menores Cuando se va a congelar el semen una combinacion del 20% de
yema y 80% amortiguador da 10s mejores resultados Se debe anadir
penicilina y estreptomicina a las concentraciones recomendadas (Bearden,
1982)
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3714 OTROS DILUYENTES

Se ha investigado la adicion de muchos ingredientes, como azucares
simples ammoacdos, enzimas etc  asy como la combinacion de estos
ingredientes Se han probado tambien varias concentraciones de yema de
hueveo y varas properciones de yema - citrato y leche Algunas de estas
combinaciones han resultado supenores en algunos aspectos a la solucion

original de yema - citrato las cuales estan siendo usadas en la actualidad

Los diluyentes simples basados en glucosa proveen una similar y en algunos
cases mejor proteccion para el espermatozoide que la registrada con
diluyentes mas complejos La aplcabilkdad de diferentes cnoprotectores ast
coma de vanas formulas de diluyentes, los cuales pueden tener efectos
sinergicos pueden tambien estar asociados con la tecnica especifica de

crioconservacion aplicada (Phronen 1994)

Generalmente dos tipos de dluyentes han sido desarrollados para la
crioconservacion de espermatozolides de trucha medio imitador de plasma
seminal y soluciones basadas en carbohidratos simples Los diluyentes
pueden ser suplementados con yema de huevo El DMSO es usado como el
agente crioprotector permeable en trucha arco s pero otros crioprotectores
como dimetil acetamida (DMA), metanol y la mezcla DMSO - ghcerol son
tambien eficientes (Babiak et a/, 2000)

372 CRIOPROTECTORES

Los cnoprotectores son necesanos en las soluciones para congelar con el
objeto de prevenir el dafno celular durante el congelado y descongelado Se

utiizan principalmente tres grupos de crioprotectores



1 Crioprotectores permeables de bajo peso molecular

Las sustancias mas estudiadas han sido entre otras metancl etilenglicol

1,2 propanediol, DMSO, 2,3 Butanediol, glicerol y otros alcoholes

Su presencia es absolutamente necesaria, reemplazan osmoticamente el
agua intracelular en las celulas de embriones y espermatozoides antes del
enfrriamiento y combinado con tasas controladas de enfriamiento reducen los
cambios de volumen celular y minimizan la formacion de cristales de hielo

dentro de las celulas
2 Crioprotectores no permeables de bajo peso molecular

Entre las sustancias mas utiizadas estan galactosa, glucosa sucrosa,
tetralosa y otros azucares Su accion crioprotectora se basa en la
deshidratacion de las celulas antes de la congelacion pero deben ser
combinados con crioprotectores de bajo peso molecular para proteger

efectivamente las celulas durante la congelacion

3 Crioprotectores no permeables de alto peso molecular (>50 000

daltons)

Entre estas sustancias, se incluye polivinllpirrolidona alcohol polivinilo
almidon hidroxietiico hialuronidato de sodio y otros polimeros Estos
protegen a las celulas embrionarias durante la congelacion y caientamiento

alterando la formacion de cnstales de hielo a un tamario y forma inocuos

Las propiedades de los diferentes crioprotectores sugieren que cada uno
protege las celulas y embriones contra el dano por congelacion en una forma
especifica y la mas efectiva solucion crioprotectora sera una mezcla de

crioprotectores aun por encontrar
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Las soluciones crioprotectoras se preparan usualmente en medios
bufferados conun pHentre 7 2y 7 4, los mas usados son PBS, TCM-1939 o

solucion fisiologica

Un crioprotector debe tener caracteristicas tales como relativo baje peso
molecular, soluble en soluciones acuosas de electrolitos atravesar las
membranas celulares, hgar una parte de las moleculas y reducr los

movimientos de agua a traves de la membrana celular

Polialcoholes como el glicerol, regulan la deshidratacion y protegen la
estructura proteica, mientras que disacaridos comao la tetralosa estabilizan ia
estructura de la membrana E! glicerol por s1 mismo no solo es un pobre
estabilizador de la estructura de la membrana sino que ademas nduce la
fusion de la membrana a altas concentraciones y temperaturas (VWomersley
et al 1986) Esto solo se puede superar mediante una remocion rapida del

crioprotector luego de la descongelacion

El metanol, dimetil sulfoxido (DMSQO), ethylenghcol, 1,2 propanediol y giicerol
protegen al esperma durante los procesos de congelacion y descongelacion,
por su alta solubilidad en el agua |0 que facilita la formacion de enlaces de
hidrogeno y agua, lo cual le permite mantenerse en solucion a temperaturas
en gue se forman Ios’ primeros crnistales de hielo Esta propiedad altera las
condiciones fisicas del hielo y las soluciones que rodean las celulas
favoreciendo la sobrevivencia celular minimizando los danos electrolhiticos
causados en la membrana celular por la mayor concentracion de ones en la
fase liguida (Graham ,1978)

Un factor muy mmportante a tener en cuenta en el proceso de
crioconservacion esta en ia asociacton de un crioprotector intracelular
(DMSO- Ghlicerol) o la mezcla de los dos con yema de huevo al 10%
(Rurangwa et af , 1999)



Stoss y Holts (1983), almacenaron exitosamente semen de Trucha Arco Inis a
0°C durante 34 dias en una atmosfera saturada de oxigeno, el semen se
hallaba sin diluir pero suplementado con penicilina estreptomicina  En ese
afno, los mismos autores trabajando en aguella especie compararon la accion
de diferentes proteinas adicionadas al diluyente discutiendo la incidencia del
usc de material seminal de varios machos en la fertiizacion de ovas
Igualmente, mostraron las caracteristicas seminales de la especie antes de
congelar y sus muchos efectos post-descongelamiento En 1983, estudiaron
el efecto del DMSO al 20% obteniendo fertiidad del 71 v 51% muestra la
importancia de la sucrosa y del KCI en el diluyente, observando que la

adicion de estas substancias aumenta la supervivencia espermatica

Cognie et a/ (1989) analizaron el semen de ‘carpa comun” determinando los
efectos que producen las soiuciones salinas |os crioprotectores (ghcerol
propanedicl, ETG y DMSQ), los diluyentes (Menezo-Inra B2, yema de huevo
urea), la dilucion y la tasa de descongelacion, concluyendo que el mejor
crioprotector es el DMSO, el medio Menezo es el mas efectivo, la
temperatura de congelacion optima es de —75°C /min de 2 hasta -7°C y de —
25°C/imin de —7 a —70°C bajo estas condiciones la fertilizacion se encuentra

entre 30 y 40 % concluyendo que la celula no sufre mayores efectos en la
congelacion !

Phronen (1994) observo que los 2 crioprotectores probados en su
experimento de composicion y crioconservacion de esperma de algunos
peces teleosteos de agua dulce finlandeses fuercn glicerol y DMSO, como
se esperaba el potencial de ambos agentes para su uso como crioprotector

dependen de su concentracion

El DMSO no mostro un optimo resultado en white fish y artic charr pero la
concentracion opttma del glcerol para estos fue del 20% en volumen

correspondiendo tambien con las observaciones en trucha marron Tambien



que el DMSO es el agente crioprotector mas comun para esperma de pez y
usualmente es anadido a una tasa de 5 a 15% vy fue adoptada para
experimentos con salmon donde obtuvo optimos resultados Por el contrario
la aplcabiidad de glicerol ha sido reportada como toxica para

espermatozoides no congelados de salmon

El DMSO se ha usado como crioprotector durante el congelamiento y
descongelamiento y provee buena proteccion para espermatozoides de
trucha Este crioprotector reduce la cantidad de hielo que se forma durante
el congelamiento, la adicion de algun protector externo (proteinas,
fosfolipidos, azucares) puede incrementar la proteccion celular durante el
congelamiento y descongelamiento  Se conoce que los crioprotectores
externos juegan un papel importante en la estabilizacion de la estructura de
la membrana y ellos reducen danos causados por shock frio o estres
osmotico La forma como esta sustancias actuan no se conoce bien pero
ellos se asocian con la prevencion de la peroxidacion hpidica danos de
fludez de la membrana y estabilizacion de proteinas de membrana (Anel et
al 2001)

373 SISTEMAS DE ENVASE

En la congelacion de muestras es necesario el envasado en reciplentes
asepticos y sequros donde no exista posibilidad de contaminacion bacteriana
0 mezcla con otras sustancias El semen puede ser envasado en ampolletas
frascos bien sellados bolsas plasticas especiales empaques metalicos o
pajillas (Erdahl y Graham 1980)

Una delgada capa de esperma permite una buena oxigenacion evitando un
incremento de la glucolisis para que baje el metabolismo espermatico y no
disminuya la moviidad espermatica al igual que la fertilidad Por tanto se

recolecto el semen en recipientes plasticos de 200 ml para cultivo celular vy



dentro del recipiente usualmente tenidos en refrigeracion con capas de

espermas individuales de 1-3 mm (Otoemar et a/ 2000)

3731 Pajillas

La pajlla de plastico de 0,5 ml ha sido el envase de preferencia desde
aproximadamente 1970 Las payjllas de plastico con capacidad de 025y 03

m! se utihzan en Europa pero no son populares en America

Una de las mayores ventajas de fa pajlla, es el espacio necesano para su
almacenamiento Se pueden almacenar tres veces mas pajllas que
ampolletas en una unidad de campo o de congelacion La mayor parte de los
estudios indican que la pajlla de 025 ml tiene la ventaja adicional de que
incrementa la supervivencia de los espermatozoides debido a gue estas

pajillas presentan mejor homogeneidad durante el proceso de congelacion

37 32 Curvarapida de congelacion

Este sistema de congelacion no es una vitnficacion pero al contrario que las
tecnicas de equilibracion lenta, no requiere brocongelador y es notablemente
mas rapida que la congelacion convencional, un proceso de unos 10 a 30

minutos en vez de 2 horas
14
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3 MATERIALES Y METODOS

41 LOCALIZACION

La investigacion se llevd a cabo en la Estacién Piscicola del instituto de
Acuicultura de la Universidad de ios Llanos, localizada a 12 Km. de la ciudad
de Villavicencio, capital del departamento del Meta, ubicada a 420 m sobre el
nivel del mar. El clima se caracteriza por una temperatura promedio anual de
25°C, precipitacion pluvial de 4050 mm y humedad relativa de 75%.

Figura 2. Fotografia de la Estacion Piscicola Instituto de Acuicultura de la

universidad de los Llanos (IALL).
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4.2 MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron 10 machos de yamu, seleccionados con base en su desarrollo
corporal (mas de 25cm de longitud esténdar y 750 gr. de peso corporal), de
tres afios de edad y condicién de madurez sexual. Esta ultima se evalud por
la presencia de semen en la papila urogenital después de un leve masaje

craneo-caudal del abdomen.

Los ejemplares fueron identificados mediante marquillas plasticas de
diferentes colores ubicadas en la aleta dorsal y caudal, fijjadas con nylon. A
cada animal se le registré sus caracteristicas morfométricas las cuales se

muestran en la Tabla 2.

.'H'H
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Figura 3. Fotografia de un ejemplar reproductor de Yamu (Brycon
siebenthalae).
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Tabla 2. Caracteristicas morfométricas de los reproductores machos de
yamu (Brycon siebenthalae) de los cuales fue obtenido el semen para
crioconservacion y semen fresco para muestras control en la prueba de
fertiidad, (LT= Largo total, LS= Largo estandar).

Macho Peso (g) LT {cm.) LS(cm.)

1 1720 504 46 2
2 1800 48.7 43.6
3 1490 46 38.8
4 1275 445 38.1
5 1270 44.6 38.4
6 1230 447 36.8
7 1530 46.9 40.2
8 1260 45 36.5
9 1660 49.9 42.4
10 2590 56.1 42.6

Promedio 1430 47.78 40,36

4.3 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DEL AGUA

Tabla 3. Parametros fisico - quimicos del agua de estangue donde se
encontraban alojados los ejemplares de yamu (Brycon siebenthalae)

utilizados para la obtencion del semen y de los huevos.

PARAMETRO MEDIA + SEM
Dureza (ppm) | 17.0+03
Oxigeno disuelto (ppm) 45+04
pH 6.5+02

Temperatura (°C) 26.1+2.8
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Todos lo parametros se tomaron en el mismo horario del dia (07:00 a 08:00
horas) a una profundidad de 20 cm siempre en la misma margen del
estanque. Igualmente, estos parametros se registraron en las piletas de

manejo.

44 OBTENCION DE SEMEN Y DETERMINACION DE LAS
CARACTERISTICAS SEMINALES

Obtencion del semen. Los animales se pescaron en |las horas de menor
intensidad solar para minimizar los efectos adversos de la radiacion.
Posteriormente fueron trasladados a las piletas de manejo y reproduccion
(las cuales fueron llenadas previamente con agua de estanque en tierra), 24
horas antes de la extraccion del semen. El manegjo de los animales se
programaron de conformidad con los protocolos de la estacion piscicola para
esta especie utilizando la induccion hormonal con extracto de hipofisis de
carpa (EPC) utilizando una dosis total de 3.2 mg/Kg. dividida en dos
aplicaciones de 0.2 y 3 mg/kg. El semen fue extraido ocho horas despueés de

la ultima inyeccion.

Los animales se tranguilizaron levemente con tricaina metano sulfonato, (MS-
222). (Thompson y Joseph Ltda, U.K). Despueés de lavado y secado el poro
genital se procedio a realizar un masaje craneo - caudal del abdomen del pez
con el fin de producir la salida del semen, el cual se colectd en un tubo de
vidrio graduado. El masaje fue suspendido al hallar evidencia de presencia
de sangre en el eyaculado. En todos los casos, muestras contaminadas con

agua, orina, materia fecal o sangre, fueron descartadas.
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Figuras 4 y 5. Fotografia de los estanques en tierra donde permanecieron

los ejemplares de yamu (Brycon siebenthalae) durante el transcurso de su
vida hasta 24 horas antes de la recoleccion del semen (izquierda). Piletas de
manejo de los reproductores para la induccion a la extraccion de semen y

huevos (derecha).

Evaluacion del semen. Inmediatamente después de colectada la muestra se
registro las siguientes variables: volumen, color y viscosidad. El volumen se
midi¢ en forma directa dentro del recipiente de recoleccion, expresado en ml
y se utilizd para calcular el volumen de semen y el numero total de
espermatozoides contenidos en la muestra. La viscosidad se califico
subjetivamente en una escala de 0 — 4, siendo 0 el menor grado de
viscosidad. Evaiuadas las variables anteriores, el tubo permanecid a

temperatura ambiente del laboratorio (24.5°C).

Dentro de los 30 minutos siguientes a la coleccidn del semen se evaluo, por

triplicado, las siguientes variables.
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¢ Concentracion espermatica: se evalué el numero de células
espermaticas por unidad de volumen. Se expresd en millones por mililitro
(ml). Para este propoésitc se utilizd el método del hemocitometro, el cual ha
sido empleado con éxito en muchas especies domésticas (Sorensen, 1982) y
en varias de peces (Kavamoto et al, 1985, Fogli da Silveira et al, 1985; Neira
et al, 71992). Este meétodo consiste en diluir una muestra de semen (1:800),
empleando micropipetas convencionales y luego hacer un conteo individual
de los espermatozoides en una camara de Neubauer. Como diluyente se
utilizé solucion salina-formol, para causar la muerte e inmovilidad de los

espermatozoides (Hickman, 1958).

» Movilidad: Después de colectado el semen se tomo una gota y fue
colocada en una lamina excavada (5,0 um de profundidad), instalada en un
microscopio optico (10X — 40X). La activacidon de la motilidad se efectud
adicionando 50ul de solucion de bicarbonato al 1% (solucion activadora).
Tanto la suspension de espermatozoides, como la lamina excavada y la

solucion activadora se mantuvo a la misma temperatura del laboratorio.

e Viabilidad: determind el porcentaje de células muertas en cada
muestra de semen. Por medio del método de coloracion diferencial,
empleando una solucion de eosina y como colorante de contraste nigrosina
(Swanson y Bearden, 1951) La lamina se observé con microscopio optico
(10X-40X), para estudiar 200 espermatozoides por lamina y realizar la
diferenciacion correspondiente. El método se basa en que los
espermatozoides muertos son permeables a los colorantes y por lo tanto

aparecen coloreados en el micro preparado.
4.5 CONGELACION DEL SEMEN

Se ufilizaron alicuotas de semen (1 parte), con movilidad superior a 80%.

Las muestras se diluyeron en tres volumenes de solucion diluidora (3 partes),




37

cuya composicion fue ajustada a partir de aquelias usadas para otras
especies como Tilapia (Harvey, 1983), trucha (Kavamoto et al, 1985),
cachama (Neira ef al, 1992), Salmoén (Phronen, 1994) y Yamu (Pardo, 2000).
Luego el semen fue empacado, posteriormente se procedidé a una
congelacién rapida; primero en vapores de nitrégeno liquido (NL), durante 30
minutos en un termo seco de 5 litros de capacidad y luego sumergidos a -
196°C en termos criogénicos (Taylor - Wharton) de NL (Figuras 8y 7).

Diez dias después de la congelacidon, las muestras de semen se
descongelaron y se les realizaron las pruebas de fertilizacion, siguiendo el

protocolo propuesto por Vladic y Jarvi, (1997).

Figura 6. Fotografia en la que se observa el interior de un tanque de
nitrégeno liquido. En ella visualizamos la mano de! operario quien extrae una

canastilla conteniendo las pajillas con el semen conservado.
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Se emplearon como crioprotectores el dimetil sulfoxido (DMSO) muy utilizado
en estudios de congelacion de semen, en los cuales se reporta la
observacion de efectos positivos en la descongelacién del semen (Neira,
1991) demostrando ser el crioprotector de eleccion en salmonidos, utilizando
concentraciones de 5 a 15% (Munkittrick, 1984, citado por Gallant vy
Richardson 1993). También se uso el Metanol, Propitenglicol y Etilenglicol:
en todos ellos se utilizd como diluyente la yema de huevo al 12% y solucién
glucosada 55%. Se evaluaron 24 protocolos de congelacion como se

encuentran en la (tabla 4 y 5).

UNIVERSIDAD DE .05 LY.ANOS
SISTEMA DE BiBLIOTEL RS
REMUEROTED:
Vitaviceivuio - kizta
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CONGELACION DE SEMEN DE YAMU
CON DESCENSO RAPIDO DE LA
TEMPERTURA

Alicuotas
de semen 1 volumen

Movilidad »80%

Solucion diluidora
3 volitmenes

Empaque

Vapores | Congelacion rapida

Termo seco de 5 litros

N:L (-196°C)

(?ermos criogénicos

e La temperatura fue medida cada 30 seg. durante 30 minutos con

termémetro digital (Wbrand)

Figura 7. Diagrama del proceso de crioconservacion empleado en el semen

de yamu {Brycon siebenthalae).
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Tabla 4. Composicidon de los diluyentes de cada uno de los tratamientos

utilizados en las pruebas de congelacion de semen de yamu (Brycon

siebenthalae).

Tratamientos

CRIOPROTECTOR DILUYENTE
. . . Yema de huevo al 12%
Dimetiisuiféxido
Glucosa 5.5%
(DMSO) (MERCK) °
Agua destilada hasta completar el
3.75%-5%-7 5%- volumen deseado.
10%-11.25%-15%
Yema de huevo al 12%
Etilenglicol Glucosa 5.5%
(SIGMA) Agua destilada hasta completar el
3 75%-5%-7 5%- volumen deseado.
10%-11.25%-15%
Propilenglicol Yema de huevo al 12%
(SIGMA) Glucosa 5.5%
Agua destilada hasta obtener el
3.75%-5%-7 .5%-
volumen deseado
10%-11.25%-15%
Yema de huevo al 12%
Metanol (MERK)
Glucosa 5.5%
3.75%-5%-7 .5%-
Agua destilada hasta obtener el
10%-11.25%-15%
volumen deseado




41

Tabla 5. Descripcidon de los 24 tratamientos de crioconservacion de semen

de yamu (Brycon siebenthalae) sometidos a prueba, indicando el diluyente y

crioprotector empleado.

TRAT. DILUYENTE Y TRAT. DILUYENTE Y
CRIOPROTECTOR CRIOPROTECTOR

1 Yema DMSO 3.75% 13 Yema PPG 3.75%
2 Yema DMSO 5% 14 Yema PPG 5%
3 Yema DMSO 7.5% 15 Yema PPG 7.5%
4 Yema DMSO 10% 16 Yema PPG 10%
5 Yema DMSO 11.25% 17 Yema PPG 11.25%
6 Yema DMSO 15% 18 Yema PPG 15%
7 Yema ETG 3.75% 19 Yema Metanol 3.75%
8 Yema ETG 5% 20 Yema Metanol 5%
9 Yema E;TG 7.5% 21 Yema Metanol 7.5%
10 Yema ETG 10% 22 Yema Metanol 10%
11 Yema ETG 11.25% 23 Yema Metanol 11.25%
12 Yema ETG 15% 24 Yema Metanol 15%

4.6 SISTEMAS DE ENVASADO

Se utilizaron pajitlas de 0.5 mi {(IMV), previamente identificadas mediante una

marca con marcador permanente y posteriormente selladas con polivinilo, de

acuerdo a la experiencia citada por diferentes autores en otros trabajos de




investigacion (Bearden, 1982; Fogli da Silveira ef al, 1985, Vladic y Jarvy,
1997).

4.7 CURVA RAPIDA DE CONGELACION:

Se empled la curva de congelacion rapida, asi:

Descenso rapido de temperatura: primero fue colocado el semen en tubos de
ensayo graduados junto con los diluyentes y se mantuvo a temperatura
ambiente (£24.5°C). Bajo estas condiciones el semen fue diluido y
empacado en pajillas plasticas de 0,5ml. Luego se llevaron directamente a
vapores de nitrégeno liquido en un termo seco de 5 litros, colocando las
pajillas en una canastilla. La temperatura se midié (precision + 0,01°C) cada
30 segundos durante 30 minutos, utilizando un termometro digital (W Brand).

Al cabo de los 30 min. las pajillas se sumergieron en NL (-196°C).

4.8 FERTILIZACION

Después de identificar dentro de cada uno de |os tratamientos los mejores
indices de movilidad, viabilidad y duracion de la movilidad (tiempo de
activacion) se selecciond de cada crioprotector el mejor resultado (tabla 6):
se realizd la prueba de fertilidad con tres repeticiones por cada uno de ellos,
utiizando semen crioconservado durante un periodo de 10 dias de los
tratamientos antes mencionados, y se evalud posdescongelacion en bafo
Maria a temperatura de 35°C durante 1 minuto y activado con solucion de
bicarbonato al 1% y como referencia o tratamiento control se utilizo semen

fresco de otros ejemplares de yamu con huevos de la misma hembra.

Para estas pruebas de fertilizacion fueron seleccionadas hembras
sexualmente maduras virgenes de 3 afos de edad, que presentaron ovocitos
con predominancia de posicion excéntrica de la vesicula germinativa (Bruzka,

1979). La ovulacion fue inducida hormonalmente con extracta da hipdfisis de
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carpa (5.75mg.kg” de EPC) dividida en tres dosis: preparatoria (0.25 mg.kg’
"), primera (0.5 mg.kg™") y definitiva (5.0 mg.kg™). Los huevos se obtuvieron
por estrujamiento abdominal direccion craneo - caudal, se colocd la hembra
sobre una espuma plastica y con toallas suaves se procedio a secar el poro
genital para evitar e} contacto de los 6vulos con agua, ya que al contacto se
inicia la hidratacion favoreciendo el cierre del micrépilo, lo que impide el
ingreso del espermatozoide, en consecuencia no se produce la fecundacion y
luego fertilizados con el semen descongelédo y semen fresco como muestra

control.

Se realizaron las pruebas de fertilidad dependiendo de la cantidad de huevos
colectados por cada hembra y teniendo en cuenta que para estas pruebas no
se mezclaron huevos de dos hembras diferentes ya que podrian alterar los
resultados, utiizando una proporcion correspondiente a 3.0 g (4200-4500
aproximadamente) de huevos por prueba, 10s cuales se fertilizaron con 0.5 ml
de semen descongelado e incubados en recipientes plasticos de 2.5 litros.
Simultaneamente la prueba control fue realizada con la misma cantidad de
huevos y 0.17ml de semen fresco correspondientes aproximadamente a la

misma proporcion del semen congelado.

Los huevos se mezclaron con el semen agitandolos suavemente, luego se
activd el semen con solucidn de bicarbonato de sodio al 1% en cantidad
suficiente para cubrir completamente los huevos durante 1 minuto a partir del
cual se comienzan a lavar con agua de las incubadoras por seis a siete
veces para retirar de ellos cualquier residuo, tanto de los crioprotectores
como del bicarbonato; se dejaron hidratar durante 20 minutos tiempo durante
el cual se agitaron suavemente mediante el uso de una pluma y se
sembraron en las incubadoras experimentales, a las 6 horas después se
evaluo la fertilidad tomando una muestra de 100 hueves con un tubo de vidrio

haciendo esto por triplicado.
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Tabla 6. Esquema de evaluacion posdescongelacion y fertilizacion del semen

de yamu (Brycon siebenthalae) para cuatro crioprotectores en diferentes

concentraciones.
_ S . , _ — e
TRAT DILUYENTE Y MOVILIDAD | TA VIABILIDAD | FERTILIDAD |
CRIOPROTECTOR | {%) | (Segq.) (%) (%)
6 v_DMSO37545% | | W T |

7-12 Y ~ETG 3.75-15%

|
1318 |Y —PPG 3.75-15% l -
] ' ]

19-24 |Y-MET 3.75-15%

Tral = Tratamiento T.A= Tiempo de Activacion

DMSO=Dimetilsulfoxido GLY= Glicerol ETG=Etilenglicol

PPG= Propilenglicol MET=Metanol Y=Yema de huevo

4.9 ANALISIS DE LOS DATOS

En el analisis de los datos pre y posdescongelacion se incluyeron los datos
de todos los protocolos, con excepcion de las pruebas de fertilidad en las
cuales solamente se estudio el tratamiento con mejor resultado de cada uno
de los crioprotectores. Los resultados de las caracteristicas seminales se
analizaron estadisticar}nente‘ calculandose la media, la desviacion estandar y
el error estandar de Ja media. Los resultados de los tratamientos de
congelacion se sometieron a analisis de varianza, seguido de la prueba de
Tukey. Para este propésito se utilizo el software SYSTAT, versidon 7.0
(1997), SPSS Inc. En todos los casos, se considerd un p<0.05 como

suficiente para revelar diferencias estadisticas significativas.
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5 RESULTADOS

Fueron utilizados 7 reproductores machos virgenes de tres anos de edad de
los cuales fueron recolectadas siete muestras de semen para congelacion, y
3 machos de las mismas caracteristicas como pruebas control en
fertilizacion, a partir de las cuales se obtuvo los datos de caracteristicas
seminales de la especie. Previo a la extraccion del semen los animales
fueron inducidos hormonalmente (3.2 mg/Kg) con extracto de hipofisis de
carpa (EPC). Los muestreos fueron realizados en los meses de Marzo a
Mayo del 2002.

CARACTERISTICAS SEMINALES
Macroscopicas

El volumen seminal promedio por ejemplar fue de 10.7 mil, medido
directamente en el tubo graduado de recoleccion. El color predominante fue
blanco de apariencia lechosa y de consistencia semidensa. Las

caracteristicas de las muestras son presentadas en la (Tabla 7).
Microscoépicas

El promedio de la concentracion espermatica de los 10 ejemplares fue de
7.598 x 10° espermatozoides por mililitro de semen, la moviiidad del semen
fresco fue superior al 90%. El tiempo de activacion promedio se calculd

después de la activacion con agua apirdgena o solucion de bicarbonato de
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sodio al 1% los resultados se presentan en la (Tabla 7). La figura 20 muestra
un espermatozoide de Yamu.

La viabilidad del semen fresco, estimada mediante coloracién supravital de
eosina-nigrosina, fue de 97.2%, fluctuando entre 96% y 98%. La viabilidad
del semen posdescongelacion fue del 80.75% fluctuando entre el 96% vy
79%.

Figura 20. Microfotografia de un espermatozoide de yamu (Brycon

siebenthalae) . Barra=5 micras.
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Tabla 7. Caracteristicas seminales de ejemplares de yamu (Brycon

siebenthalae) tratados con extracto de hipofisis de carpa (3.2 mg/Kg, i.m.)
n=10.

Caracteristica Medias SD SEM Valor Valor
minimo maximo
Peso (gr.) 15825 4108 1299 1230 2590
LT (cm.) 46.8 0.8 46 445 50.4
LS {cm.) 40.1 33 1.1 36.5 46.2
Volumen {ml) 10.6 0.9 0.6 7 13.5
Color Blanco e e . ——
Apariencia Lechosc  — - e —
Movilidad (%) 91.6 2.5 1.0 90 95
T.A (seq.) 39.8 27 1.1 37 45
(sptz/ml)x10° 7598 41809 1322.1 4080 16920
Sptz/Kg. peso x10° 54600 34700 10800 21300 129200
Sptzfeyaculado x10° 82300 47500 15000 36700 164100

CURVAS DE CONGELACION

Para todos los casos se empled la curva de descenso rapido de la
temperatura. Se realizd de la forma como se describe en la metodologia de
congelacion rapida. El empacado se realizé en pajillas de 0.5ml y selladas
con polivinif.  La velbcidad de descenso de la temperatura desde 24.3°C
hasta -51°C fue de 150°C. min~', desde -51°C hasta -142°C fue de 60.6°C.
min”', desde -142°C hasta -169°C de 7.7°C. min™ y desde -169°C hasta -
189°C fue de 0.8°C. min”

segun la ilustracion (Figura 8 y tabla 8) de las curvas rapidas de
congelacion.
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Figura 8. Las cinco curvas de descenso rapido de la temperatura empleadas
en la congelacion de semen de yamu (Brycon siebenthalae). Podemos
apreciar cinco fases durante el descenso hasta la inmersion en nitrégeno
liquido mostrando gran similitud entre ellas.
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Tabla 8. Caracteristicas de las cinco curvas rapidas de congelacion

empleadas en la crioconservacion de semen de yamu (Brycon siebenthalae).

Tiempo Media SD SEM Valor Valor
(min.) minimo maximo
0 24.3 2.2 1.1 21.1 26.1
05 -51 6.8 3.4 50.1 44
2 1422 8.9 4.4 154.6 -135.5
5.5 -169.3 7.4 3.7 1771 -160.8
30 189.7 7.2 3.6 -195.6 -179.9

Tres dias después se evaluaron 5 pajillas de semen de cada uno de los
tratamientos formulados en la (Tabla 5), mostrando diferentes % de movilidad

y tiempo de activacion.

CONGELACION DE SEMEN

El semen de yamu (Brycon siebenthalae) diluido en una solucion de glucosa
con yema de huevo y DMSO 5%, congelado por el método de descenso
rapido de la temperatura, presentd una movilidad posdescongelacion de 76 +
2.4%, y tiempo de activacion de 88 + 6.1 segundos, cuando se empled el
etilenglicol al 3.75% Ie; movilidad fue de 67 + 2.2% y el tiempo de activacion
de 80 + 3 segundos; para el propilenglicol al 3.75 la movilidad fue de 62 *
2.6% y tiempo de activacion 84 + 4.1 segundos. Asi mismo, cuando se
empled el metanol al 3.75% la duracion del tiempo de activacion fue de 43 +
3.1% vy la duracion de la movilidad de 74 + 3.8 segundos.

En todos los casos fue utilizada solucion de bicarbonato de sodio al 1% como

solucion activadora.

Posteriormente con los resultados obtenidos se procedid a elegir un
tratamiento de cada uno de los crioprotectores teniendo en cuenta el

porcentaje de motilidad sin que en algunos casos hayan demostrado
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diferencias significativas estadisticamente, unicamente de tipc numeérico.
Con estos tratamientos se realizaron las pruebas de fertilidad del semen
crioconservado, al igual que a una muestra de semen fresco como
tratamiento control. Los cuatro tratamientos elegidos se muestran en la
Tabla 9.

TABLA 9. Porcentaje de motilidad y tiempo de activacion de los cuatro
tratamientos elegidos para realizar las pruebas de fertilidad de semen de

yamu {Brycon siebenthalae). (P<0.05).

CRIOPROTE ~ CONGENTRA- % MOVILI e T.ACTIVAC  SEM
CTOR CION Segundos T.A
DMSO 5.00% 76.0 2.4 88.2 6.1

ETG 3.75% 67.5 23 83.4 31
PPG 3.75% 62.0 26 83.9 41
MET 3.75% 43.5 3.1 73.7 3.8

Podemos observar el Metanol que presentd los mas bajos porcentajes de
motilidad posdescongelacion (43.5%+10) y mas aun no se observo motilidad
cuando se utilizaban altas concentraciones, presentc porcentajes de
fertilidad altos (47.8%:18.4%) Como lo podemos observar en la figura 19;

siendo el segundo dato mas aito luego del Propilenglicol.

Pasados 10 dias de la congelacion de las pajillas bajo los protocolos 2, 7, 13
y 19 (Tabla 5); los cuales habian demostrado los mayores porcentajes de
movilidad posdescongelacién, fueron realizadas dos pruebas de fertilidad
organizadas en: un grupo control semen fresco activado con bicarbonato
(n=10), semen crioconservado con DMSO 5% activado con bicarbonato
(n=10), semen crioconservado con etilenglicol 3.75% activado con solucion

de bicarbonato de sodio (n=10), semen crioconservado con propilenglicoi
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3.75% activado con bicarbonato (n=10) y semen crioconservado con metanol
3.75% activado con bicarbonato (n=10).

Cada prueba consistié en fertilizar 3 g de huevos con 0.5 ml de semen
congelado y la misma cantidad de huevos con 0.17 ml de semen fresco y
fueron incubados en recipientes plasticos de 2.5 |, la fertilidad fue evaluada 6
horas después de incubados ios huevos, el grupo control presento el
porcentaje de fertilidad mas alto (64.7%x1.7%), seguido del propilenglicol
3.75% (50%11.4%) y el metanol al 3.75% (47.8%+t1.4%). El grupc control
tuvo diferencias altamente significativas con todos los tratamientos evaluados
{(p<0.001, ANOVA seguido de Tukey-Kramer). El DMSO 5% ademas de su
diferencia con el grupo control, presentd la misma con los otros tres
tratamientos (MET, ETG, PPG).

Los resultados de |la prueba de fertilidad se observan en la tabla 10.

Figura 9. Fotografia de la extraccion manual de huevos de una hembra de

yamu (Brycon siebenthalae).
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Figura 10. Fotografia del momento en que se hidratan huevos de yamu

fertilizados con los tratamientos estudiados.

Figuras 11 y 12. Fotografias de los tanques experimentales en donde se
llevo a cabo la incubacion de los huevos de yamu fertilizados. A la derecha
se observan detalladamente las incubadoras experimentales utilizadas en

este estudio.
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TABLA 10. Resultados de la prueba de fertilidad y valores ajustados al

control como 100% realizadas al semen crioconservado de yamu (Brycon
siebenthalae). (P«0.05).

TRATAMIENTO % FERTILIDAD SEM % PORCENTAJE DEL
FERTILIDAD CONTROL

CONTROL 64.7 1.7 100.0%

DMSO 5% 19.5 2.9 30.0%

ETG 3.75% 41.8 2.4 64.6%

PPG 3.75% 50.0 1.4 77.3%

MET 3.75% 47.8 1.4 73.9%
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Figura 13 Movilidad espermética
posdescongelacién de semen de yamu
crioconservado durante 72 horas con diferentes
concentraciones de dimetisulfoxido (DMSO)y
activado con bicarbonato de sodio al 1% (1;10).
Grupos con superscnpcion comdn no presentan
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Figwa 15. Movilidad espermatica

posdescongelacion  de semen de yamu
crioconservado durante 72 horas con diferentes
concentraciones de metanol (MET) y activado
con bicarbonato de sodio al 1% (1;10). Grupos
con superscripcion comdn no presentan
diferencias significativas (P.20.05).
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Figura 14, Moviidad espermdtica

posdescongelacion de  semen de  yaml
crioconservado durante 72 horas con diferentes
concentraciones de etilenglicol (ETG) y activado
con bicarbonato de sodio al 1% (1;10). Grupos con
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Figura 16. Movilidad espermatica
posdescongelacién de semen de yamd
crioconservado durante 72 horas con diferentes
concentraciones de propilenglicol (PPG) y activado
con bicarbonato de sodio al 1% (1;10). Grupos
con superscripckdn coman no presentan diferencias
significativas (P.0.05).
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Figura 18. Tiempo de activacion posdescongelacion de semen
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Figura 19. Porcentaje de fertiidad después de emplear semen
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huevo) activado con bicarbonato de sodio al 1% (1:10) Grupos
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DISCUSION

El semen de yamu (Brycon siebenthalae) no manifestd variacion marcada
entre los diez individuos estudiados respecto al color blanco y apariencia
lechosa, sin embargo encontramos diferencia con los reportes de (Pardo,
2000) guien encontrd una apariencia cremosa para esta misma especie. Es
debido a mayor produccion de liquido seminal producido por las glandulas en
cada uno de los reproductores a consecuencia de la terapia hormonal. En
otra especie como bagre rayado (Pseuplatystorna fasciatum)} se reportan

similares estas caracteristicas (Pinzon y Mojica, 2001).

Segun el estudio de Parde (2000) reporta volumenes entre 0.9 v 3 ml para
yamu, muy por debajo de los registrados en este estudio en el que se obtuvo
valores de 7 y 13.5 ml.,, debido a la induccién previa a la colecta realizada
con EPC (extracto de hipdfisis de carpa). Podemos deducir que posibiemente
los ejemplares han logrado una mayor adaptacion al cautiverio que los
trabajados por Pardo hace dos anos. Ya que en otros reportes en especies
como cachama blanca, Cortés (1991) se observan volumenes mayores (11.3
ml) en animales de rio con respecto a (2.1 ml} para animales en cautiverio.
Neira et al. (1991) encontraron volumenes de 0.61 ml en cachama (Piaractus
brachypomus), Silveira et al. (1994) reportaron para trucha arco irts

(Oncorhynchus mykiss) un volumen de 8.0 ml.

La concentraciéon espermatica (7.598 x 10° + 1322 sptz/ml) mostro datos
inferiores a tos obtenidos por Pardo (2000) cuya concentracion media es

13.306 x 10° sptz/ ml en semen de yamuy, posiblemente por encontrar
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mayores proporciones de liquido seminal y se correlaciona con la apariencia

lechosa que indica menor concentracion del semen.

De la misma forma con la movilidad espermatica, se obtuvo valores
superiores (91.6%), ya que Lombo (2000) en yamu muestra valores de 88% y
Pardo {2000) para la misma especie obtuvo valores de 86% el mayor valor
de movilidad es atribuible a la solucion activadora (bicarbonato de sodio al
1%) , al igual que se encuentran menor numero de espermatozoides
inmersos en el liquido seminal gue pueden aprovechar |la energia que este

les suministra.

En cuanto al tiempo de activacion en semen fresco se vio disminuido (28
sey.) al emplear agua destilada como solucidon activadora y presentd valores
superiores (39.8 seg.) al utilizar bicarbonato de sodio al 1%, probablemente
porque las soluciones salinas evitan la muerte por choque osmaotico (Baynes
& Scott, 1987) lo que no ocurre con el agua dulce. Sin embargo Lombo
(2000) reporta que la solucion salina fisiolégica al 0.8% no induce la

activacion espermatica en yamu.

La viabilidad observada concuerda con los reportes hechos por Pardo (2000},
cuyo valor es del 95% para semen crioconservado en DMSO 10% con yema
de huevo y donde q'ueda demostrado el potencial de fertilizacion de la
especie. Valores muy similares (91%) fueron observados por Brand Op. cit,
para bagre rayado (Pseudoplatystoma fasciatum) y de 92% segun Pinzon y
Mojica (2001).

Los valores de movilidad posdescongelacion de los tratamientos 1 yema-
DMS03.75% (60%+6.3%) y 2 yema-DMSO5% (76%+2.4%) no presentaron
diferencias significativas (p»>0.05) entre ellos;, pero superan a los demas
tratamientos crioconservados con la misma solucién (tratamientos 3, 4, 5 y
6), no obstante elegimos el segundo tratamiento para las pruebas de

fertilidad por presentar el valor mas alto.
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En cuanto al ETG los tratamientos 7 yema-ETG3.75% (67 .5%+2.3%) y 8
vema-ETG5% (60%+4.5%) presentaron los valores mas altos de movilidad
con este crioprotector no presentando diferencias significativas entre ellos
(P»0.05) y superan a los tratamientos 9, 10, 11 y 12 en los que se utilizo la
misma solucion diluidora y crioprotector, de elios seleccionamos el

tratamiento 7 cuyo valor fue el mas alto.

De la misma manera, los tratamientos 13 yema-PPG3.75% (62%+2.6%) y 14
yema-PPG5% (58%+3.7%) mostraron los valores mas altos no presentando
diferencias significativas (P»0.05), de ellos elegimos el tratamiento 13 para

realizar las pruebas de fertilidad.

Los tratamientos 19 yema-MET3.75% (43.5%+3.2%) y 20 yema-MET5%
(38%+8%) igualmente presentaron los mejores valores sin diferencias
significativas (P>0.05); siendo seleccionado el tratamiento 19 para efectuar

las pruebas de fertilidad.

Entre los cuatro tratamientos elegidos el tratamiento 2 (Yema - DMSO 5%)
presentc el mejor porcentaje de motilidad (76%+2.4%) superando al
reportado por Pardo (2000) para yamu (Brycon siebenthalae) (35%115%); se
atribuye a las diferencias en las curvas de congelacion ya que en este
estudio se utilizé un termo seco de nitrégeno liquido que permitid mayor
homogeneidad de la temperatura y eficiencia de la curva rapida (descensos
hasta de 150°C por minuto) en la primera fase, pero no presenta diferencias
significativas (p>0.05) con el tratamiento 7 (Yema - ETG 3.75%) obtenido en
el presente estudio, los tratamientos 7 (yema-ETG 3.75%) y 13 (yema-PPG
3.75%) tampoco presentaron diferencias significativas (p»0.05) entre ellos.
Presentandose diferencias entre los tratamientos 2 y 13(p<0.05), 2 y 19
(p<0.001), 7y 13 (p<0.001).

En estudies realizades por Fabrocini et al (2000), determinarcn gue sl

etilenglicol y propilengiicol al 10%, y DMSO 5% mostraron los menores
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efectos toxicos sobre la movilidad precongelamiento en semen de seabream
(Sparus aurata), en nuestro estudio para yamu se. encontrd que los
crioprotectores estudiados & concentraciones de 10 %y 15% no juegan papel

importante en crio preservacion de semen para esta especie.

Entre el MET3.75%, PPG 3.75%, ETG3.75% (segun el test de multiples
comparaciones de Tukey-Kramer, p»0.05) no mostraron diferencias

significativas.

El grupo control con el 64.7% de ferlilidad fue similar al registrado por Pardo
2000 (71.6%) para semen de yamu (Brycon siebenthalae) y a la fertilidad
para semen de Cyprinus carpio (68%) Otomar ef al. (2000), pero inferior al
registrado por Babiak et af., 2000 (92-93%) en semen fresco de trucha arco

iris y (89%) para la misma especie segun Cabrita et al., 2001.

En cuanto al semen congelado el porcentaje de fertilidad del ETG, PPG y
MET es similar al registrado para semen congelado de carpa comun
(56%+10%) Otomar ef a/., 2000 en el que se utilizo el DMSO, a pesar de gue
en nuestro estudio el DMSO presento la fertilidad mas baja (19.5%) que es
cercana a la obtenida por Pardo (2000) para yamu (25.5%) debido a danos
en la integridad de la membrana que son imperceptibles al microscopio
optico utilizado en es:te estudio. Cabrita et al, (2001) reportaron valores
similares a los del presente trabajo en semen de carpa comun (61%, 73.9%,

71%, 62% y 65%) cuando adicionaron yema de huevo a los tratamientos.
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CONCLUSIONES

Un protocolo que puede ser eficiente para la congelacion de semen de yamu
(Brycon stebenthalae), consiste en utilizar una curva rapida de congelacion,
mediante inmersion en vapores de nitrégeno liguido empleando un termo

seco, el cual proporciona homogeneidad en el descenso de la temperatura.

La utilizacion de EI DMSQO puede producir porcentajes de movilidad
posdescongelacion significativamente altos (76%x5.4%); sin embargo, la
fertilidad es menor (19.5%+2.9%), cuando comparada con otras sustancias
crioprotectoras, lo cual puede sugerir la ocurrencia de dafos irreversibles

sobre la membrana plasmatica del espermatozoide.

Por su parte, el uso Metanol puede ser util como crioprotector para semen de
yamu, stempre y cuando su concentracion en el diluyente sea cercana al

5%.

?

Los cuatro crioprotectores estudiados, con adicion de yema de huevo y
glucosa permiten la congelabilidad de semen de yamu (Brycon siebenthalae),

al usarse en proporciones menores o iguales al 5%.

Los resuitados obtenidos indican que es posible crioconservar semen de
yamu (Brycon siebenthalae), sin necesidad de la utilizacion de costosos

aparatos computarizados.
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RECOMENDACIONES

Precisar los reguerimientos del numero minimo de espermatozoides para
fertilizar una cantidad conocida de huevos de la especie, asi como el posible
efecto de la relacion volumen de la dosis inseminante y volumen de huevos a
fertilizar, con el propdsito de estandarizar una dosis de semen de utilizacion

practica a nivel de granja.

Con base en los resultados que se obtengan del desarrollo de la
recomendacion anterior, evaluar otros sistemas de empaque, tales como
pajillas de 0.25 ml, que permiten una mayor homogeneidad de temperatura
en la congelacion, asi como la utilizacion de empaques mayores (macrotubos
de 1.8 y 50 ml), para obtener dosis inseminantes apropiadas para fines
comerciales.

¢
Realizar protocolos en los que se estudie la utilizacion de sustancias

crioprotectantes alternativas, 0 mezclas de ellas, con el proposito de mejorar

los indices de fertilidad reportados en este trabajo.
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