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Resumen

El objetivo fue estimar el tiempo de latencia (almacenamiento), para el semen de Colossoma macropomum,
“gamitana” en solucién de 400 mM de Sacarosa. Se considerd aceptable los niveles de motilidad superiores
al 40%, lo cual garantiza eficientes tasas de fertilizacion. Para el desarrollo del experimento se colectd 2
lotes de semen inmotiles de gamitana (inducidos con Conceptal®), los cuales posteriormente fueron
activados con agua destilada. El primer lote estuvo constituido por semen en sacarosa 400 mM, puro, a
temperatura ambiente y refrigerado (4°C). La motilidad fue evaluada, cada hora, hasta la 7™ hora post
colecta. El segundo lote con un semen en sacarosa 400mM a temperatura refrigerada y evaluada cada 12
horas. Los resultados del primer lote de semen demuestran que a partir de la 7™ hora hacia delante los
indices de motilidad caen significativamente por debajo del 40%. Los resultados del segundo lote
demuestran la viabilidad de utilizar solucién de sacarosa, como medio de conservacién, para mantener
semen refrigerado por 2 dias y activarlos con agua destilada. El proceso de extraer y colocar repetidas veces
la misma muestra en refrigeracion, limita el tiempo de viabilidad de semen con sacarosa en 8 horas
aproximadamente. La utilizacion de sacarosa como medio para almacenar semen inmotil viable de gamitana,
ayuda a conservar los espermatozoides por tiempos relativamente cortos.
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Abstract

The aim was to estimate the latency time (storage) for semen of Colossoma macropomum, "gamitana" in
solution of 400 mM sucrose. Levels of motility higher than 40% were considered as acceptable, because
guaranty efficient fertility rates to fingerlings production. In order to develop this experiment, there were
collected 2 lots of sperm inmdtiles of gamitana (induced with Conceptal®) which were subsequently
activated using distilled water. The first batch consisted of semen in sucrose 400 mM, pure, at environment
temperature and refrigerated (4 °C). The motility was evaluated, each hour until the 7th hour post
collection. The second batch included one treatment with 4 replicates of semen in sucrose 400 mM at
refrigerated temperature; this batch was evaluated each 12 hours. The results in the first batch of semen
shown that after the 7th hour and forward, the motility levels in significant way dropped down below to
40%. For the second batch, the results demonstrate the feasibility of using sucrose solution as a means of
preservation, to keep sperm refrigerated for 2 days, and activated with distilled water. Repeated process of
extracting and loading from the refrigeration, the same samples, reduce in about 8 hours the viability period
in semen with sucrose. We suggest that the use of sucrose as a substrate to store inmotil sperm of gamitana
helps preserving sperm for relatively short periods of time.
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INTRODUCCION

Los peces en la Amazonia tienen un
importante valor econdmico y nutricional;
como actividad productiva y de aseguramiento
alimentario. Sin embargo esto es mas
importante para las comunidades que se
encuentran apostadas en las riberas de los
rios, constituyéndose en mucho de los casos
en su principal actividad econdémica. En este
contexto Colossoma macropomum
“gamitana”, no ajeno a esta realidad. Y por
ser una especie que su biologia reproductiva
estda estrechamente vinculada con los
fluctuaciones de los niveles de los rios, van a
presenta problemas, en la calidad y cantidad
de semen, cuando se quiera reproducir en
cautiverio. (Nizio et al., 2011; Aliaga et al.,
2004).

Muchos trabajos en criopreservacién se han
desarrollado, tanto en peces tropicales, como
marinos, todos ellos utilizando nitrégeno
liguido para la congelacion, lo cual permite el
almacenamiento por largos periodos, para lo
cual utilizan soluciones crioprotectoras para
proteger a la célula del dano producido por el
efecto de la temperatura. Sin embargo,
todavia los resultados son muy variables.
(Murgas et al., 2001; Liu, 2006; Martino,
2006; Otemé et al.,, 1996; Carolsfeld et al.,
2003; Ribeiro & Godinho, 2003; Chereguini et
al., 1992).

Por lo tanto es importante, generar datos que
puedan ayudar a mejorar los protocolos de
criopreservacién para cada especie ictica y

aumentar la fertilizacion, para semen
descongelado.
MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

El estudio se realizd en el Centro de
Investigaciones de Quistococha (CIQ), sede
del Programa de Investigacion para el Uso y
Conservaciéon del Agua y sus Recursos
(AQUAREC) del IIAP. El CIQ esta ubicado en
el Km. 4.5 de la carretera Iquitos- Nauta en el
distrito de San Juan Bautista, provincia de
Maynas, Region Loreto.

Material Bioldgico

Se trabajo con lotes de 2 ejemplares de
reproductores machos de gamitana, con un
rango de peso promedio de 5 kg a 6 kg., con
una edad de 5 aflos aproximadamente,
provenientes del IIAP, inducidos con
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Conceptal® los cuales fueron seleccionados de
acuerdoa las caracteristicas externas de un
ejemplar que ha alcanzado madurez sexual,
establecido por Alcantara et al., 2002.

Colecta y Evaluacion de semen

La recoleccion de semen fue mediante ligera
presion abdominal, descartando la presencia
de orina. Luego se colectd el semen en una
placa Petri, y luego se observd en el
microscopio una pequeina muestra del semen
colectado, para comprobar la inactivacion y
luego la activacion de los espermatozoides,
con agua destilada.

La evaluacién del semen, fue realizada por
observacién directa al microscopio y se
expres6 en porcentaje aproximado de
motilidad en relacion a los espermatozoides
observados, tomando como motilidad inicial,
la adicion de agua destilada, como activador.
Después de confirmar la muestra inactiva y
viable, se procedié a mezclarlo con solucién
de Sacarosa 400mM y almacenar a 4°C, en
jeringas de 5 ml.

Diseno Experimental

Se utilizd un disefio experimental de 4
tratamientos, con 4 réplicas por tratamiento:
Tratamiento 1: semen con solucién de sucrosa
mantenidos en refrigeracion; Tratamiento 2:
semen sin solucion de sucrosa mantenidos en
refrigeracion; Tratamiento 3: semen con
solucion de sucrosa  mantenidos a
temperatura ambiente y Tratamiento 4:
semen sin solucidon de sucrosa mantenidos a
temperatura ambiente y para el segundo lote
de semen, soélo un tratamiento: semen con
solucion de sacarosa refrigerado. Para el
primer lote se evalud la motilidad a cada hora,
hasta la 7™ hora post colecta, quedando el
segundo lote de semen, mantenido en
refrigeracion y solo se extrajo del refrigerador
la muestra a evaluar correspondiente, cada 12
horas. Los tratamientos se evaluaron
mediante la prueba de ANOVA de un factor,
utilizando el programa estadistico SPSS v.15.Y
para el segundo lote de semen de gamitana,
se registrd el tiempo de almacenamiento
maximo a temperatura de refrigeracion (4°C.),
en solucion de Sacarosa 400 mM.
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RESULTADOS

Ensayo experimental 1: Tiempo de
almacenamiento (primer lote de semen), para
los diferentes tratamientos de semen,
mantenido en solucién de Sacarosa 400 mM, a
temperatura de 4°C.

Para el primer lote de semen, los resultados
demuestran, que desde la primera hasta la 3™
hora, no existe diferencia significativa entre
los tratamientos, a partir de la 3™ hasta la 5%
hora, puede ser mantenido refrigerado sin
solucién de sacarosa (T4), a partir de la 5%
hora hasta la 6% hora, puede ser mantenido
con solucién de sacarosa refrigerado (T1) y a
partir de la 7™ hora hacia delante la motilidad
es inferior al 45%.

Tiempo de latencia para semen colectado de C. macropomum en solucion sacarosa

Ensayo experimental 2: Tiempo de
almacenamiento (segundo lote de semen),
para el tratamiento 1 para semen, mantenido

en solucion de Sacarosa 400 mM, a
temperatura de 4°C.
Para el segundo Iote, los resultados

demuestran la viabilidad de utilizar solucion de
sacarosa, como medio de conservacién, para
mantener semen refrigerado a 4°C, por 2
dias, activados con agua destilada.

Tabla 1. Efecto de la temperatura, en relacion al tiempo de almacenamiento, para semen de gamitana (lote
1), en solucién de Sacarosa 400 mM, para los diferentes tratamientos.

Lote semen 1

HORA TRATAMIENTO (% PROMEDIO)

1 2 3 4
0 90 90 87,5 90
1 90 90 90 90
3 37 90 60 30
4 50 85 40 50
5 70 75 40 65
6 48 0 55 25
7 10 0 45 15

Tabla 2. Efecto de la temperatura, en relacion al tiempo de almacenamiento, para semen de gamitana (lote
2), en solucion de Sacarosa 400mM.

Lote semen 2

TRATAMIENTO HORA (% PROMEDIO DE MOTILIDAD)
0 12 24 36 48 60
1 90 65 50 55 45 30
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DISCUSION

Trabajos de investigacion, que almacenan
semen de especies amazonicas y marinas, se
vienen desarrollando, hasta el momento, sin
embargo la gran mayoria utilizan nitrégeno
liguido para tiempos de congelacion largos,
como lo reportan Nizio et al., (2011), Cabrita
et al. (2010), Nascimento et al. (2010), Maria
et al. (2006), Iniguez & Renno, (2004),
Navarro et al. (2004), Carolsfeld et al.,
(2003); Ribeiro & Godinho, (2003); Murgas et
al (2001); Otemé et al (1996).

Pero en localidades donde se quiera optimizar,
el manejo de gametos de gamitana y donde
no se encuentre nitrégeno liquido, no es
posible poder utilizar un lote de semen para
varias fertilizaciones en diferentes tiempos
(prolongados y relativamente cortos). Son
escasos los trabajos de reportes del efecto de
la temperatura sobre el tiempo de
almacenamiento de semen en solucién de
Sacarosa. Sin embargo, resultados muy
similares lo reporta Minardi et al. (2011), para
gamitana, con el uso de diferentes diluyentes
(BTS — Beltsville Thawing Solution , Yema de
huevo, solucién de Hanks, medio L-15, cafeina
y sus combinaciones, mantenidos en
refrigeracion a 8 * 2°C., obteniendo los
mayores porcentajes de motilidad y vigor
movil, las soluciones que contenian glucosa a
las 4 horas. Sin embargo este mismo autor
reporta que los valores de motilidad, fue
decayendo a las 52 horas de refrigerado, lo
gue tiene mucha relacion con lo reportado por
el presente trabajo.

Asi también Minardi et al (2011), reporta que
el decrecimiento en la vida del
espermatozoide, puede estar relacionado con
el tiempo de exposicion del semen con la
soluciéon diluyente, lo que coincide con lo
observado en el presente trabajo. Sin
embargo, no sdlo la exposicion a los
diluyentes puede afectar el tiempo de
almacenamiento, si no también, las
diferencias de temperaturas provocadas por la
extraccion de un lote para varias pruebas a
diferentes tiempos, lo que contribuiria
negativamente con el tiempo de
almacenamiento de gametos refrigerados.
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Para ambos lotes de semen, la solucién de
sacarosa a 400mM, tendria un desempeio
favorable para el mantenimiento de los lotes
de semen refrigerados, lo que tendria
relacion, con lo reportado por Minardi et al.
(2011), que utilizd diluyente BTS — Beltsville
Thawing Solution, el cual contenia glucosa. Lo
que también, guarda relacion, con lo
reportado por Nascimento et al. (2010), para
la especie Piaractus brachypomus, el cual
utilizd glucosa y glicol de metilo como
soluciones crio protectoras para nitrogeno
liquido.

Sin embargo, la capacidad de motilidad en
semen de gamitana puede también verse
afectado por la concentracion de iones
presentes en la solucion utilizada como
activador de motilidad (agua destilada),
considerando lo que reporta Hadi & Cosson
(2006) y Martino (2006), que el grado de
activacion del agua destilada en comparacién
con el cloruro de sodio, es bajo. Considerando
lo reportado por el presente trabajo y por
trabajos  anteriores indicados,  podrian
realizarse futuros estudios, para determinar la
capacidad del coluro de sodio, para mejorar el
poder de activacion para semen de gamitana,
descongelado de nitrégeno liquido y para
semen refrigerado.

CONCLUSION

Los resultados del presente trabajo, hacen
posible concluir que la Sacarosa, es util en el
mantenimiento y conservacion de la capacidad
motil para semen de gamitana a temperaturas
de refrigeracion (4°C.), para tiempos
relativamente cortos y que si se desea
trabajar, varias fertilizaciones con un mismo
lote de semen, los volimenes deben de ser
separados para cada fertilizacion, para evitar
que el proceso de extraer y volver a
refrigerar, dafnen los espermatozoides.
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