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RESUMEN

EXPERIMENTO I. Relaciéon entre espermatocrito y concentracion esperatica y
variacion de la calidad seminal durante la estaciGrreproductiva del yami (.
siebenthalae). Setenta y cinco (75) machos adultos de yaBiws{ebenthalag fueron
inducidos hormonalmente para determinar la calidsgininal y la relacion entre el
espermatocrito (SPCTO) y la densidad espermatic&)(Dasi como la variaciéon
estacional de estas caracteristicas durante lascapaeproductivas de 2003 y 2004. El
proceso de centrifugacion para la determinacion SBICTO fue estandarizado en 14000
G durante 5 min. La densidad espermatica fue ewdduaediante hemocitometro
utilizando una dilucién 1:1200 con solucion saliiigiol6gica. La relacién entre SPCTO y
DE fue positiva y altamente significativa (n=75; @0001; ¢ = 0.79). Unicamente
durante el inicio de la estacion reproductiva (Fetw) la concentracion espermética fue
inferior (p<0.05) que en todos los demas mesediadals.

EXPERIMENTO 1l . Determinacion de la dosis inseminante con semen $@ y
crioconservado.Para determinar el nimero minimo de espermatozoigipz) moviles
necesarios para fertilizar una cantidad conocidaaeitos, fueron evaluadas diferentes
proporciones de sptz/oocito, utilizando semen &resc semen crioconservado.
Reproductores de yam(®. siebenthalag en estado de madurez sexual fueron tratados
con extracto de hipdfisis de carpa (EHC — 5,5 y mg.kg' de peso corporal para
hembras y machos, respectivamente) para induciovalacion y espermiacién. Se
evaluaron con semen fresco seis proporciones aéogpito: 0/1, 50/1, 1.000/1, 10,000/1,
50,000/1 y 100,000/1 (n = 6) y con semen criocors®y ocho, asi: 1,500/1, 3,000/1,
7,500/1, 15,000/1, 30,000/1, 60,000/1, 75,000/15§,d00/1 (n = 5). La concentracion
espermatica fue determinada mediante camara de &Neuwby el nimero de oocitos
contando la cantidad presente en un gramo. Cadalpuconsistio en seminar 2 g de
oocitos (ca. 2800) con un volumen de 160 o pD0de semen fresco o descongelado,
respectivamente. La fertilidad se evalu6 6 horastgminacion. En las proporciones con
semen fresco de 0/1, 50/1, 1,000/1 y 10,000/1 HKilidad aumenté (p<0,05)
gradualmente desde 0 % hasta 65% (0 % , 16%, 3854, respectivamente), a partir
de la cual se mantuvo estable y sin mostrar difgieensignificativas (10,000/1: 65%;
50,000/1: 73% y para 100,000/1: 70%) (p>0.05). Por parte, en las proporciones de
semen descongelado 1,500/1, 3,000/1, 7,500/1, 0A4,§030,000/1 la fertilidad aumenté
(p>0,05) progresivamente: 18%, 22%, 25%, 28%, 33fwalmente, entre 60,000/1
(41%) y 150,000/1 (46%) no hubo diferencia (p>0.@)mayor porcentaje de fertilidad
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(61%) fue observado con la proporcion 75,000/1.cBnclusién, proporciones de 50,000
sptz/oocito con semen fresco y de 75,000 sptz esfndlcito con semen descongelado,
son suficientes para realizar eficientemente seaidmaartificial en esta especie.

EXPERIMENTO Ill. Efecto del volumen de empaque y de la temperaturaed
descongelacion sobre la calidad semindPara evaluar el efecto de la temperatura de
descongelacion sobre la calidad de semen de y@nagiebenthalag crioconservado en
macropajillas, reproductores en estado de madurezxual fueron tratados
hormonalmente (5.75 mg y 4.0 mg.kg-1 de peso carple Extracto de Hipofisis de
Carpa - EHC, hembras y machos, respectivamentepn gaducir la ovulacion y
espermiacion. La calidad del semen fue evaluada#s de la movilidad y fertilidad 15
a 30 d después de su congelacion. Como diluyentetflizada una solucion de glucosa
(5.5% p:v) - yema de huevo (12% v:v) y DMSO (10% eomo crioprotector. La
concentracion espermatica fue determinada en cantwaNeubauer y la movilidad
después de la activacion con bicarbonato de sodBHCGO;) al 1%. Se evaluaron tres
volumenes de empaque: 1.8, 2.5 y 4.0 mL (n=6 &8&)a evaluar la fertilidad (6 h
postseminacion) 2 g de oocitos (ca. 2800) fueranirsgdos empleando 0.5 mL de semen
descongelado (ca. 150,000 sptz por oocito). La &atpra de descongelacion de 35° C
mostr6 mejores porcentajes de fertilidad (p<0.0%)amdo comparados con 80° C.
Finalmente, el tiempo de activacién disminuy6 digaiivamente en las pajillas de menor
volumen (p<0.05).

EXPERIMENTO IV . Pruebas de fertilidad a escala comercial utilizandecsemen
crioconservado en macropajillas de 4.0 mLCon el fin de determinar la fertilidad de
semen de yam(B. siebenthalag crioconservado en macropajillas fueron seminados
00citos en cuatro granjas productoras de alevinesRepartamento del Meta. Para este
fin, reproductores en estado de madurez sexuabfuratados con extracto de hipofisis
de carpa - EHC - (5.5 mg y 4.0 mgkde peso corporal, para hembras y machos,
respectivamente) para inducir la ovulacién y esgaoidn. El semen fue diluido en una
solucion de glucosa (5.5% p:v) - yema de huevo (2% y DMSO (10% v:v) como
crioprotector y posteriormente empacado en macritipajde 4.0 mL. Cada prueba de
fertilidad consistié en seminar 40 g de oocitos emmoximadamente 5.0 mL de semen
(ca. 70,000 sptz moviles/oocito) descongelado a G5oa fertilidad se evalué 6 h
postseminacion. Los porcentajes de fertilidad cemen crioconservado fueron de 67 %,
75 %, 71 % y 51 %, para las granjas 1, 2, 3 y 4pextivamente. Por el contrario oocitos
fertilizados con semen fresco presentaron mayqre€6.05) porcentajes de fertilidad (85
%, 86 % y 77 %) cuando comparados con los indicesfedtilizacion con semen
crioconservado. A pesar que los porcentajes daliflxtl observados con semen fresco
fueron significativamente superiores a aquellos semen crioconservado, las tasas de
fertilidad con este ultimo son consideradas aceletah escala comercial.
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INTRODUCCION

El Yamu Brycon siebenthalaeEigenmann, 1912) es un pez de escama, nativo dddnss
Orientales de Colombia, que por sus habitos aliitiest omnivoros, rapido crecimiento,
calidad y aceptacion comercial de su carne, esegpacie de excelentes condiciones para
cultivo. Sin embargo, alin no ha sido posible suatapion comercial a gran escala, debido a
la falta de conocimientos basicos de su biologpmoductiva. Particularmente, no han sido
realizados estudios concluyentes sobre la caraatédin y crioconservacion de los gametos de
la especie y los resultados experimentales de amgmrvacion de semen en otras especies
nativas sugieren que son necesarios trabajos adle® que permitan aportar solucién a los

bajos indices de fertilidad obtenidos hasta ahonasemen crioconservado.

En todas las especies animales la evaluacion ciitlad seminal es requisito para asegurar el
exito de la inseminacion artificial y monitorears I@rocedimientos de manipulacion del
semen, tales como el almacenamiento en frescenydeonservacion. Como en la mayoria de
las especies, en los peces las variables mas ysadaka evaluacion de la calidad seminal son
la movilidad y la concentracién esperméatica (Bdlat al, 1995; Lahnsteiner y Patzner,
1998). La primera se evalia por medio de microscdpecta de una gota de semen, previa
activacion con agua, mientras que la densidad espiea es determinada comunmente
mediante el empleo de una camara contadora deylagticomo la de Neubauer. Este proceso
es laborioso y consume mucho tiempo, lo cual redugeracticidad cuando el resultado de la
concentracion espermatica de varios reproductagbe der estimada en un corto periodo de
tiempo (Rakitinet al, 1999). Sin embargo, varios autores han repomiadorelacion positiva

y estadisticamente significativa entre el esperan@toy la concentracion espermatica para
varias especies de peces (Piironen, 1985; Cieresfhabrowski, 1993); pero, en el género

Brycon esta relacion aun no ha sido establecida clar@nen

Es ampliamente conocido que la tasa de fertilidadcarrelaciona positivamente con el
porcentaje de movilidad espermatica del semenzadi. Sin embargo, en algunos casos,
semen que exhibe movilidad aceptable puede n@sgér€ognieet al, 1989). Por lo tanto, la

evaluacion de la fertilidad constituye la pruebasnecénfiable para determinar la calidad



seminal, siendo que actualmente es el procedimiesmtomendado para evaluarla en la
mayoria de los estudios sobre inseminacion asglficicrioconservacion espermatica en peces
(Babiaket al, 1998; Tiersclet al, 1998; Brown y Mims, 1999).

La practica de la inseminacion artificial en cug@quespecie implica una mayor eficiencia en
la utilizacién de los recursos disponibles, sietalccalidad y la cantidad de los gametos
utilizados factores claves en este proceso. LdiZadion artificial de oocitos de peces con
cantidades conocidas de sptz ha sido objeto desvastudios, orientados a optimizar los
procesos comerciales de produccion de alevinossgtandarizar las pruebas de fertilidad a
nivel experimental. Estos trabajos revelan queletero minimo de sptz por oocito requerido
varia dependiendo de la especie y de sus estmtepeoductivas (Suquet al, 1995). En
yamu B. siebenthalae aunque se ha hecho alguna aproximacién al cameio del nUmero
minimo de sptz necesario para fertilizar eficierdete un volumen conocido de oocitos
(Cruz-Casalla®t al, 2004), los resultados aun no pueden extrapotaeszala comercial. En
consecuencia, parte del propésito de este trab@aléterminar el nUmero minimo de sptz
necesario para fertilizar eficientemente una cadtidonocida de oocitos, ya sea utilizando
semen fresco 0 semen crioconservado, para faddifaneparacion y crioconservacion de dosis
de semen ajustadas a los requerimientos de lafagrgermitiendo asi un uso mas eficiente

de los recursos genéticos existentes.

La importancia de la conservacion de sptz por Rmgriodos de tiempo con el propdsito de
conformar bancos genéticos es en la actualidadiamghte reconocida (Clowet. al, 1990).
Hasta hoy, los gametos de mas de 85 especies deagade peces de agua dulce y de mar,
particularmente de aquellas de interés comerciah $ido crioconservados con variados
grados de éxito. La viabilidad reportada post-degetacion, inclusive para una misma
especie, es muy variable. El procedimiento par&riaconservacion de semen en peces
incluye: dilucion del semen en un diluyente aprdpigeriodo de equilibrio, congelacion del
semen, almacenamiento en nitrogeno liquido y demsdacion en soluciones apropiadas
(Glogowskiet. al, 1999). Sin embargo, estos protocolos deben @éniaados y adaptados

para cada una de las especies tropicales.



La crioconservacion de semen de peces en Colorshia eampo relativamente nuevo, en el
cual todavia no se ha logrado muchos progreso$ignay apenas unos pocos experimentos
han sido realizados con limitado éxito (Nedtaal, 1992; Cruz-Casallast. al 1999; Navarro

- Povedaet. al, 2000). En consecuencia, hasta ahora ningunasiggranjas nacionales
dedicadas a la produccion comercial de alevinosleamgemen crioconservado en sus
procesos de fertilizacion, recurriendo siemprepaiadguctores mantenidos en cautiverio o, en

la mayoria de los casos, a ejemplares extraidasnagiente.

El envase de semen en las tradicionales pajilla& 2o 0.5 mL, ha sido utilizado con éxito
para la crioconservacion de semen de varias espéeeiepeces y para fertilizar pequefas
cantidades de oocitos (Lahnsteirral, 1997; Cabrita et al, 2001; Cruz-Casallast al,
2004). Este método de envasado es apropiado papgsitos de laboratorio, tales como
creacion de bancos genéticos o para usos comer@al@quellas especies en las cuales se
requiere pequefias cantidades de semen. Sin embsurgaplicacion a escala comercial
demandaria un alto niumero de pajillas, debido agtamdes volimenes de oocitos que es
necesario fertilizar simultaneamente. En consedaglacrioconservacion de esperma usando
pajillas de 1.8, 2.5 0 4.0 mL podria reducir et requerido para empacar y descongelar el

semen y facilitaria su manejo durante el procedertiézacion.

Durante los ultimos afos, la técnica de criocorm@én de semen de peces ha sido
estandarizada en algunas especies (Wheeler y Tdrdrde®91; Lahnsteiner, 2000; Richardson
et al, 1999). Sin embargo, ain son muy pocos los repaterca de la eficiencia de la

utilizacién de semen crioconservado a escala coatéWheeler y Thorgaard, 1991).

Los objetivos de estos trabajos fueron a) calcldarelacion entre el espermatocrito y la
densidad espermatica y determinar la eventual ciariade la calidad seminal durante la
estacion reproductiva de la especie; b) determghaimero minimo de sptz necesario para
fertilizar eficientemente una cantidad conocidaodeitos, ya sea utilizando semen fresco o
semen crioconservado; c) evaluar el efecto delmetude empaque y de la temperatura de

descongelacién sobre la calidad del semen crioccade de yamuRB. siebenthalae y, d)



determinar la fertilidad de semen de yarBu giebenthaldecrioconservado en macropajillas

de 4.0 mL en cuatro granjas productoras de alewlebBepartamento del Meta.
MATERIALES Y METODOS

EXPERIMENTO 1. Relacidon entre espermatocrito y concentracion esperatica y
variacion de la calidad seminal durante la estacidénreproductiva del yamu @B.
siebenthal ae).

Fueron utilizados 75 machos adultos de yaBws{ebenthalae criados y mantenidos en la
estacion piscicola del Instituto de Acuicultura ldeUniversidad de los Llanos, con peso
corporal de 1. 0,04 kg. y longitud total de 494 0.67 cm. La espermiacion fue inducida
con 4.0 mg.kg de peso corporal de extracto de hipéfisis de céEpC) administrada en una
Unica inyeccion IM y el semen extraido medianteajgasraneo - caudal del abdomen 18 a 20
h después de la inyeccidon de la hormona y recaleca tubos de ensayo aforados. Especial
cuidado fue tomado para evitar contaminacion delesecon agua, orina, bilis o materia fecal.
Fueron estudiadas un total de 75 muestras, obtediglagual nimero de reproductores entre
Febrero y Mayo de 2003 y 2004.

Para la determinacion del espermatocrito la cemgai€ion se estandariz6 en 14000 G de
fuerza centrifuga (12000 r.p.m., MicrocentrifugaB2B12, Alemania) durante 5 min. Para
este propésito fueron utilizados tubos microcapdade 75 mm de longitud y 1.1 mm de
diametro interno, los cuales se llenarca. ©0%) con semen y uno de los extremos sellado
con plastilina e inmediatamente sometido a cemaiéibon como se describid anteriormente.
Posteriormente se determind la movilidad y el tierdp activacion, con ayuda de microscopio

Optico y cronébmetro.

La densidad espermatica fue determinada dentrasl®4 h siguientes a la coleccion del
semen por recuento en camara de Neubauer, prév@ddi del semen 1:1200, con solucion
salina fisiolégica (0.9% NaCl). La cadmara fue maitta en atmosfera humeda durante al
menos 10 min antes del conteo de las células (4BXja cada muestra, la evaluacién fue
realizada por duplicado y el promedio de las dadufas utilizado para los analisis



subsecuentes. Los datos fueron sometidos a andbsisegresion, utilizando eloftware
GraphPadversion 2.01 (1996).

EXPERIMENTO II. Determinacion de la dosis inseminarie con semen fresco y
crioconservado.

Fueron utilizados hembras y machos adultos de y@mnsiebenthalde criados y mantenidos
en la estacion piscicola del Instituto de Acuiaaltde la Universidad de los Llanos (IALL -
Unillanos), con peso corporal de 2.0 y 1.7 kg yglard total de 52.0 y 49.4 cm,
respectivamente. La maduracion final ovarica y lalacion fue inducida mediante la
administracién IM de 5.5 mg.Kgde peso corporal de extracto de hipéfisis de CHEBC)

distribuida en dos aplicaciones con intervalos 4lg 22 h y la espermiaciéon con 4.0 mg‘kg

de EHC en una sola inyeccion.

La extraccion de los oocitos fue realizada inmedieente después de la ovulacion mediante
masaje craneo-caudal del abdomen, 6 a 7 h después @tima inyeccién de hormona,
mientras que el semen fue colectado 20 a 24 h dsspmpleando tubos de vidrio aforados,
limpios y secos. La concentracion espermatica &ierthinada mediante recuento en camara
de Neubauer y el numero de oocitos por conteo tdirde un gramo. Para determinar la
proporcion de sptz/oocito con semen crioconservadmen fresco fue diluido (1:4) en una
solucion de glucosa (5.5 % p:v) - yema de huevo%l2:v) y dimetil sulfoxido (10 % v:v)
como sustancia crioprotectora; posteriormente fmpagado en macropajillas de 4.0 mL,

sometido a crioconservacion y almacenado en nitid¢quido a -196° C.

El trabajo comprendié dos experimentos: en el mam& evaluaron 6 proporciones de
sptz/oocito, utilizando semen fresco, asi: 0/1150/000/1, 10,000/1, 50,000/1 y 100,000/1
(n=6). Cada prueba consistié en seminar 2 g daamgia. 2800) fertilizados con 160L de
semen fresco diluido con plasma seminal hasta ebtamproporcion deseada. Para obtener el
plasma seminal, las muestras fueron centrifugad39@0 G durante 10 min) y el volumen de
la dosis inseminante fue ajustado adicionando @aseminal libre de sptz. En el segundo
experimento fueron evaluadas 8 proporciones de /ogmito empleando semen
crioconservado, asi: 1,500/1, 3,000/1, 7,500/10Q®1, 30,000/1, 60,000/1, 75,000/1 y



150,000/1 (n=5). lgualmente, cada prueba consestiéeminar 2 g de oocitos fertilizados con

500uL de semen, descongelado a 35° C.

Los oocitos seminados se incubaron en recipiertegtiqgns de 1.5 L con flujo vertical. El
porcentaje de fertilidad se evalué 6 h postsemimapara cada uno de los tratamientos. Los
datos fueron sometidos a la prueba de Kruskall Hi¥Va

EXPERIMENTO Ill. Efecto del volumen de empaque y dela temperatura de
descongelacion sobre la calidad seminal.

Fueron utilizados hembras y machos adultos de y@mnsiebenthalde criados y mantenidos
en la Estacion Piscicola del Instituto de AcuiaaltdALL) de la Universidad de los Llanos
(UNILLANOS), con peso corporal de 2430.2 y 2.0+ 0.1 kg y longitud total de 5141.7 y
49.5+ 0.8 cm, respectivamente. La maduracion finalgMalacion fueron inducidas mediante
la administracion IM de 5.75 mg.kgde peso de extracto de hipdfisis de carpa (EHC)
distribuida en tres aplicaciones con intervalo2de 12 h y la espermiacién con 4.0 m@-kg
de EHC, administrada en una sola inyeccion. Laaegién de los gametos fue realizada
mediante masaje craneo-caudal del abdomen, 6ade3pués de la dltima inyeccién. El semen
fue recibido en tubos de vidrio aforados y los twEcien recipientes plasticos. La
concentracion espermatica fue determinada medracateento en camara de Neubauer y el

namero de oocitos contando la cantidad presente gmamo.

Semen apto para la congelacion fue diluido (1:4)rea solucion de 5.5% de glucosa, 12% de
yema de huevo y 10% de dimetil sulfoxido (DMSO)ogteriormente empacado en pajillas de
0.5, 1.8, 2.5 0 4.0 mL. Una vez selladas, laslpsajilueron expuestas a vapores de nitrégeno

liqguido (NL) durante 30 min y finalmente sumergiéasNL a -196° C.

Para evaluar el efecto de la temperatura de destzmign sobre la movilidad y tiempo de
activacion espermatica, 6 a 8 pajillas de cadametu de empaque fueron sometidas a
descongelacién en bafio Maria a 35 u 80° C duramt@OQuo 20 seg, respectivamente. La
movilidad fue inducida con NaHGQal 1% y evaluada subjetivamente en porcentaje y el
tiempo de activacion registrado en segundos. Ldsesdde tiempo de activacién fueron



analizados mediante analisis de varianza (ANOVAg sovilidad con la prueba de Kruskall-
Wallis.

Para evaluar el efecto de la temperatura de destamdn y del volumen de empaque sobre la
fertilidad, 2 g de oocitoscé. 2,800) fueron seminados con 500 pL de semen dgstaxlo
(ca. 150,000 sptz por oocito), activados con NaH@D1% e incubados con flujo vertical en
recipientes plasticos de 1.5 L. Como control se leinga misma cantidad de oocitos
seminados con 160 pL de semen free@ 50,000 sptz por oocito). El porcentaje de feldid

se calculé 6 h postseminacién y los datos fuer@iizados mediante la prueba de Kruskall-
Wallis.

EXPERIMENTO IV. Pruebas de fertilidad a escala comecial utilizando semen
crioconservado en macropajillas de 4.0 mL.

Los experimentos se llevaron a cabo en cuatro aggmjoductoras de alevinos localizadas en
el Departamento del Meta. Fueron utilizados hembramachos adultos de yamiB.(
siebenthalag criados y mantenidos en cautiverio. La maduraéidal ovéarica y la ovulacion
fue inducida mediante la administracion IM de 5.8.kg* de peso corporal de extracto de
hipdfisis de carpa (EHC) distribuida en dos aplicaes con intervalos de 24 y 12 hy la
espermiacion con 4.0 mg:kgle EHC en una sola inyeccién.

Los oocitos fueron extraidos inmediatamente desmlééda ovulacion mediante masaje
craneo-caudal del abdomen, 6 a 7 h después denta tihyeccion de hormona, mientras que
el semen fue colectado 20 a 24 h después, empldabde de vidrio aforados, limpios y
secos. La concentracién espermatica fue determimagldiante recuento en camara de
Neubauer y el niumero de oocitos por conteo dirdetan gramo. Para realizar las pruebas de
fertilidad con semen crioconservado, semen freseo diluido (1:4) en una solucidén de
glucosa (5.5 % p:v) - yema de huevo (12 % v:v) matil sulfoxido (10 % v:v) como
sustancia crioprotectora; posteriormente empacadmacropajillas de 4.0 mL, sometido a
crioconservacion en vapores de nitrogeno liquidb) (Nluego almacenado en NL a -196° C

durante un periodo que varié de 15 a 30 d.
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El trabajo consistio en seminar 40 g de oocitws (400 oocitos/g) con 5 mL de semen
crioconservado a -196° C y descongelado a 35° @ntkil min. Se empled una proporcion de
ca. 70,000 sptz méviles/oocito. Como control, canteladsimilares de oocitos fueron
fertilizados con semen fresco ajustando el voluaeha dosis inseminante para obtener una
proporcion de 50,000 sptz méviles/oocito. En langral los ensayos fueron llevados a cabo
durante el mes de Junio, fase final de la repradonage la especie, razon por la cual no se

trabajaron machos maduros en esta granja.

Los oocitos seminados fueron mantenidos en incubadoon flujo vertical ascendente

(Waynarovich o Nielsen) y el porcentaje de feréiticevaluado 6 h postseminacion.

RESULTADOS

EXPERIMENTO | . Relacién entre espermatocrito y concentracion esperatica y
variacion de la calidad seminal durante la estacionreproductiva del yamu (B.
siebenthalae).

La Tabla 1 muestra las principales caracteristicas semirthlesnte los afios 2003 y 2004.
Las variables tiempo de activacién, concentraciépesmatica y espermatocrito fueron

significativamente mayores durante el afio 2003 @o@omparado con el afio 20@%Q.05).

Considerando las muestras evaluadas durante losafits la concentracion espermatica
fluctu6 entre 1.1 x 10y 14.2 x 18sptz/uL y el espermatocrito entre 1.9 y 22.4 %rdlacion
entre estas dos variables fue positiva y altamsigteficativa (n=75; p<0.0001? 0.79; ver

Figura 1).

La Figura 2 muestra los valores de espermatocrito y concadtraspermatica durante cada
uno de los meses de la estacién reproductiva. bheinte se observaron diferencias
significativas p<0.05), tanto en el espermatocrito como en la quna@eion espermatica, al

comparar el mes de Febrero con los demas mesexide2004. Sin embargo, tomados en
conjunto los dos afios, no se observaron difersrgignificantes cuando se compararon los
valores entre los meses de Marzo a Mayo. Adicioeats al realizar la comparacién mensual
entre los dos afios, durante el mes de Abril de 2883 observaron resultados

significativamente superiores con respecto al neesldil de 2004 [§<0.05).
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Tabla 1. Caracteristicas seminales de yarBu giebenthaldedurante la época reproductiva

(Febrero - Mayo) de los afios 2003 y 2004. Se ptadanmedia y el error estandar de la

media.

ANOS
Consolidado
VARIABLE 2004

Media SEM Media  SEM
Volumen (mL) 10.3 1.0 9.6 0.7
Movilidad (%) 85 1.2 88 0.5
Tiempo de activacion (seg.) 35* 0.7 38.2 0.9
Concentracion sptz x 1QL™ 11.1* 0.8 12.6 0.5
Espermatocrito (%) 6.7* 0.5 8.4 0.3

Medias diferentes estadisticamemi€Q.05). SEM = Error estandar de la media

Concentracién espermatica
(x 1065ptzl,1L)

y = 1.664 + 0.60x

12 15 18 21 24
Espermatocrito (%)

Figura 1. Relacion entre espermatocrito (14000 G x 5 min)Jgnsidad espermatica
determinada por recuento en cdmara de Neubaueci@dil1:1200; n=75; p<0.00010.79).
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Figura 2. Variacibn mensual del espermatocrito y concertiraespermatica de reproductores
de yamu B. siebenthaldedurante la época reproductiva (Febrero - Maydpdefios 2003 y
2004. Los machos fueron sometidos previamentewaiéh hormonal (4,0 mg.Kgde EHC).
Los valores corresponden a la medliarror estandar de la media. Dentro de cada variabl

barras con asteriscos difieren estadisticamgrt@.(5).

EXPERIMENTO II. Determinacion de la dosis inseminarie con semen fresco y
crioconservado.

Tanto con semen fresco como crioconservado, el eptaje de fertiidad aumenté
gradualmente a medida que aumentd el numero de mptzoocito, hasta permanecer
relativamente constante a partir de 10,000 y 754029 por oocito, respectivamente. En las
proporciones con semen fresco de 0/1, 50/1, 1,000,000/1 la fertilidad aumentp<0,05)
desde 0 % hasta 65% (0 % , 16%, 34% y 65%, respewtinte), a partir de la cual se
mantuvo estable y sin mostrar diferencias sigrtifrea (10,000/1: 65%; 50,000/1: 73% y para
100,000/1: 70%,p>0.05). Por su parte, con semen descongelado, a®rproporciones
1,500/1, 3,000/1, 7,500/1, 15,000/1 y 30,000/1efdilidad aumentd progresivamente: 18%,
22%, 25%, 28% y 33% aunque sin presentar diferenciag entp>0,05); igualmente, entre
60,000/1 (41%) y 150,000/1 (46%) no hubo diferen@a0.05). EI mayor porcentaje de
fertilidad (61%) fue observado con la proporcion @&000/1, sin presentar diferencias

significativas cuando comparado con el congpol)(05).
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La Figura 3 ilustra los porcentajes de fertilidad con semesdo, mientras que Rigura 4

los porcentajes con semen crioconservado.

100

(0]

?

o
o

Fertilidad (%)
(@]
?

20—: b
o4 -2

0 5 100 1000 5000 10000

Proporcion espermatozoides (Jz)YOoc'rto

Figura 3. Porcentaje de fertilidad con semen fresco paratagorciones 0/1, 50/1, 1,000/1,
10,000/1 y 100,000/1 de sptz/oocito. Los valoresesponden a la media + error estandar.
Barras con letras no en comun son estadisticarddatenteqp<0.05).

80-
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Il
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Figura 4. Porcentaje de fertilidad con semen descongelada lpa proporciones 1,500/1,
3,000/1, 7,500/1, 15,000/1, 30,000/1, 60,000/100®%,1 y 150,000/1 sptz/oocito. Las barras
representan la media * error estdndar. C = Co(geshen fresco: 50,000 sptz/ oocito). Barras

con letras comunes son igualps@.05).
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EXPERIMENTO Ill. Efecto del volumen de empaque y dela temperatura de
descongelacion sobre la calidad seminal.

La Tabla 2 presenta el porcentaje de movilidad espermatica gada volumen de empaque
descongelado a 35 u 80° C. La temperatura no afactdovilidad posdescongelacion en
ninguno de los volimenes de empaque evalugued5); sin embargo, pajillas de 1.8 mL
descongeladas a 80° C mostraron mayores porcen@jesvilidad que pajillas de 2.5 0 4.0
mL descongeladas a 35° C, asi como de pajillas.5len2 descongeladas a 80° C. Por otra

parte, el tiempo de activacion no mostro diferencsgnificativas [§>0.05), siendo en

promedio 46.% 1.8 seqg.

Los efectos del volumen de empaque y de la temparde descongelacion sobre la fertilidad,
son ilustrados en Ikigura 5. Pajillas de 2.5 y 4.0 mL descongeladas a 35° €tnan@n los
mayores porcentajes de fertilidad ¥ y 56+ 2, respectivamente). En términos generales,
altas temperaturas de descongelacion (80° C) nextujsignificativamente las tasas de
fertilidad de los oocitos de yamB.(siebenthalae(p<0.05).

Tabla 2. Porcentaje de movilidad posdescongelacion de sataeyamu B. siebenthalde

crioconservado en pajillas de 1.8, 2.5 0 4.0 mlescdngelado a 35 u 80° C.

Volumen de Empaque (mL)
Temperatura de

descongelacion 1.8 25 4.0
(°C) : : :
Mediana Mediat \iegiana Mediat  \iagigng Mediat
SEM SEM
35°C 30 34%2® 25 26+ 3P 30 28+ 3P
80° C 40 39+12 30 30+ 3" 30 30+ 3%

#Media con sobrescritos no comunes, son diferepte&@s).
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35° E=4380°

Figura 5. Efecto de la temperatura de descongelacion saliegtllidad de semen de yani. (
siebenthalakg crioconservado en pajillas de 0.5, 1.8, 2.500mL. Los valores corresponden a

la media + error estdndar. Barras con letras nouces son estadisticamente diferentes
(p<0.05).

EXPERIMENTO IV. Pruebas de fertilidad a escala comecial utilizando semen
crioconservado en macropajillas de 4.0 mL.

La Figura 6 ilustra los porcentajes de fertilidad con semessdo y crioconservado. Los
oocitos seminados con semen crioconservado en pwitlas de 4.0 mL, presentaron
porcentajes de fertilidad del 67 %, 75 %, 71 % y9%] para las granjas 1, 2, 3 vy 4,
respectivamente. Por el contrario, oocitos feedias con semen fresco presentaron mayores

(p<0.05) porcentajes de fertilidad (85 %, 86 % y 7)7c4ando comparados con los indices de
fertilizacion con semen crioconservado.
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Figura 6. Porcentaje de fertilidad con semen fresco y crieeovado en macropajillas de 4.0
mL. Los valores corresponden a la media + erraanglstr. Barras dentro de la misma granja

con letras no en comun son estadisticamente diésgrx0.05).
DISCUSION

La ecuacion de regresion entre el espermatocrito gensidad espermatica obtenida en el
presente trabajo, puede utilizarse como una atieengara determinar la concentracion
espermatica en yam.( siebenthalae particularmente cuando deban procesarse un @imer
grande de muestras. Aunque se ha reportado relastédistica entre estas dos caracteristicas
para otras especies icticas (Boukc y Jacobson, T9&gitet al, 2001, entre otros), trabajos
realizados anteriormente por Cruz-Casallas (2002) esta misma especie obtuvieron

coeficientes de determinacién inferiores(r.30).

Con base en los resultados anteriores, el esparitatoonstituye un procedimiento Gtil para
determinar la concentracion espermatica en ydngi€benthalae sin que esta caracteristica
varie significativamente durante el periodo de adpccion de la especie (Marzo-Mayo); sin
embargo, es recomendable realizar un nimero mayaobservaciones durante los meses de
Febrero y Junio, para considerar posibles vari@si@urante el inicio y el final de la estacion
reproductiva de esta especie.
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Los resultados indican que una proporcion de 509p@9 moviles/oocito con semen fresco o
de 75,000 sptz moviles/oocito con semen criocomskry son suficientes para obtener
maximos porcentajes de fertilidad en el procesosdminacion artificial en yamuB(
siebenthalak, sin que proporciones superiores afecten |dided.

En el caso de semen fresco, esta proporcion déospito es superior a la reportada por
Billard y Carpentier (1973) en trucha arco il@ngchorrynchus mykiysquienes determinaron
una proporcion oOptima de 20,000 sptz/oocito; sinbago, se aproxima bastante a la
determinada para guppydecilia reticulatg y catfish (ctalurus punctatus por Billard
(1966), quienes reportaron una dosis inseminartienapentre 50,000 y 100,000 y de 40,000
para guppy Yy catfish, respectivamente. Otras ppoes de sptz/oocito reportadas son
considerablemente superiores a las halladas ereséqte trabajo. Por ejemplo, para trucha
arco iris Onchorrynchus myki¥s/ carpa Cyprinus carpid, Billard (1975) reporté 300,000
sptz/oocito. Sin embargo, existen también repopasa otras especies de proporciones
considerablemente bajas: 13,000 sptz/oocito pan@aca de 10,000 sptz/oocito tanto para
esturion (Persov, 1953) como para Turl8idphthalmus maximuéSuquetet al, 1995).

El uso de pajillas de 0.5 mL en el proceso de oriservacion ha sido usado masivamente con
fines experimentales; sin embargo, a nivel practecgeminacion de oocitos con este volumen
hace dispendioso el proceso de fertilizacion. Rbrrazén, este trabajo muestra que la
congelacion de semen de yarBi $iebenthaldeen pajillas de 2.5 y 4.0 mL y descongeladas a
35° C, es efectiva para el proceso de reproducaitificial de la especie, con resultados

comparables a los obtenidos con las pajillas tiaukides de menor volumen (0.5 mL).

Finalmente, a pesar que los porcentajes de failidbservados con semen fresco fueron
significativamente superiores a aquellos con setneconservado, las tasas de fertilidad con
este ultimo son consideradas aceptables a escakracal.
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