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Resumen

El objetivo del trabajo fue la criopreservacion de semen, que permitird constituir un banco genético, para lo
cual se buscd obtener una solucion inactivadora de colecta para el semen de Colossoma macropomum
'gamitana”, que permita obtener espermatozoides, con buena motilidad de activacion después de la
descongelacion, en nitrogeno liquido. Se utilizd semen de reproductores mantenidos, del Instituto de
Investigaciones de la Amazonia Peruana (IIAP) inducidos con Conceptal® y sin inducir mantenidos en el
Centro de Acuicultura Nuevo Horizonte del Fondo Nacional de Desarrollo Pesquero (CANH - FONDEPES). El
semen fue colectado en soluciones inactivadoras de 9% y 10% de NaCl, afiadiendo 2 g/L, 4 g/L y 8 g/L de
NaHCOs, soluciones de sacarosa (300 mM, 400 mM y 500 mM) sola o con 1,5 g/L, 1 g/L y 0,5 g/L de NaCl.
Se concluye que el tratamiento de 400 mM de sacarosa dio el mejor resultado, con una motilidad del 80% vy
40 segundos de duracion. También se evalud la motilidad, después de una hora de almacenamiento a
temperatura ambiente, con 60% de motilidad después de la activacion y 20 segundos de duracion. Este
trabajo permitird desarrollar un protocolo de criopreservacion para lotes de semen inmovilizados, con tiempo
suficiente para preparar las pajuelas, congelarlas en nitrégeno liquido y optimizar el manejo de
reproductores.
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Abstract

The objective was the cryopreservation of semen, which enable a gene bank, for which a solution was
sought inactivating semen collection for Colossoma macropomum "tambaqui" to obtain sperm with good
motility after activation thawing in liquid nitrogen. The collection inactivating solution was prepared with
semen from players held at the Institute of Amazonian Research (IIAP)-induced without inducing Conceptal
® and maintained at the station of New Horizon National Fisheries Development Fund (FONDEPES). Semen
was collected in solutions of 9 % and 10 % NaCl, adding 2 g/L, 4 g/L and 8 g/L NaHCO3. As inactivating
solution was tested 3 concentrations of sucrose (300 mM, 400 mM and 500 mM) alone or with 1.5 g/L, 1 g/L
and 0.5 g/L NaCl. The treatment of 400 mM sucrose gave the best result, with 80% motility and 40 seconds
long. Motility was also evaluated after one hour storage at room temperature with 60% motility after
activation and 20 seconds long. This work will develop a protocol for cryopreservation of semen frozen
batches, with sufficient time to prepare the straws, frozen in liquid nitrogen and optimize the management
of players.

Keywords: Colossoma macropomum, cryopreservation, motility, sucrose, activation time.

Recibido: 12 de mayo de 2014
Aceptado para publicacion: 25 de agosto de 2014 143


http://dx.doi.org/10.22386/ca.v4i2.80

Llasaca-Calizaya et al.

INTRODUCCION

Colossoma macropomum “gamitana”, es una
especie muy requerida en la Amazonia. Por
ser una especie migradora, presenta
problemas, en la reproduccion en cautiverio.
Trayendo como consecuencia, la reduccion del
volumen de semen y una disminucién en la
calidad de esperma. Siendo necesario, la
aplicacion de hormonas para inducir la
espermiacion y puesta, para completar su
ciclo reproductivo en condiciones de control
artificial. (Nizio et a/., 2011; Valdebenito, 2008
e Ihiguez & Renno, 2004)

Son muchos los beneficios y los estudios de la
criopreservacion de semen y su utilizacion
para la conservacion de las especies. Sin
embargo, presentan bajos indices de
fertilidad, porque la mayoria de los protocolos
estudiados han sido derivados de aquellos
utilizados en especies marinas,
particularmente salmoénidos y ciprinidos. No
pudiendo establecer, procesos practicos que
permitan el uso de ésta técnica a escala
comercial. (Murgas et al, 2001; Liu, 2006;
Martino, 2006; Otemé et al, 1996; Carolsfeld
et al, 2003; Ribeiro & Godinho, 2003;
Chereguini et al, 1992; Leung y Jaieson,
1991). En general, los resultados son muy
variables, indicando una alta sensibilidad de
los protocolos propuestos, lo cual hace
necesario, en la mayoria de los casos, ajustar
el procedimiento para cada especie (krone y
Wittbrodt, 1997; Ciereszko y Dabrowski,
1993).

Surge entonces la necesidad de realizar
trabajos que permitan perfeccionar un
protocolo para la crioconservacion del semen
de esta especie, que garantice adecuados
indices de fertilidad y que permita aprovechar
las ventajas que ofrece la inseminacion
artificial.

Los hallazgos de este trabajo constituyen un
paso muy importante, orientado hacia el
desarrollo de una tecnologia que permita
estandarizar el protocolo de criopreservacion,
para su uso a escala comercial.

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
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(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. Y también, en las
instalaciones del Centro de Acuicultura Nuevo
Horizonte — CANH, del Fondo Nacional de
Desarrollo Pesquero — FONDEPES, ubicado en
el km 40, de la carretera Iquitos — Nauta.

Material Biol6gico

Se trabajdo con cuatro 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
Conceptal®y uno y sin inducir, mantenidos en
el Centro de Acuicultura Nuevo Horizonte
(Fondo Nacional de Desarrollo Pesquero), los
cuales fueron seleccionados de acuerdo a las
caracteristicas externas de un ejemplar que
ha alcanzado madurez sexual, establecido por
Alcantara et al., 2002 (figura 1).

Colecta y evaluacion del semen

Para la realizacién de los experimentos, se
procedid a colectar semen de reproductores
de gamitana (inducidos y sin inducir),
mediante ligera presion abdominal, esperando
que primero salga la orina y dejando que se
pierda un poco de semen, para minimizar la
contaminacion de la muestra con orina, lo cual
activaria la motilidad, del semen (figura 2).
Luego se colectd en una cucharita o placa
Petri, la muestra de semen, para luego
observar en el microscopio una pequeha
muestra del semen colectado y comprobar la
inactivacion de los  espermatozoides.
Posteriormente se procedid a activar la
muestra observada al microscopio, con agua
destilada, para comprobar la viabilidad de los
espermatozoides.

Para la evaluacién del semen, se realizd por
observacion directa del campo visual del
microscopio y fue expresado en porcentaje
aproximado de motilidad de los
espermatozoides observados, tomando como
referencia el momento inicial de la activacion
con agua destilada.

Para la evaluacion del tiempo de
almacenamiento de semen en solucion de
sacarosa, se considerd el tiempo que duré la
motilidad de los espermatozoides.

Ensayos Experimentales
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El trabajo utilizd 4 reproductores machos y se
desarrollé en cuatro ensayos experimentales,
para las  observaciones de los
espermatozoides, se realizd6 de manera visual
del campo O6ptico, del microscopio. Fueron
realizados 4 ensayos experimentales en CIQ y
uno en el CANH y un ensayo para evaluar el
tiempo de almacenamiento corto en solucion
de sacarosa.

Ensayo experimental 1: NaCl y Bicarbonato de
Sodio, para el semen de 3 reproductores del
CIQ, inducidos con Conceptal®.

Se evaluaron 3 reproductores machos,
inducidos  con Conceptal®, utilizando
soluciones de 9% y 10% de NaCl, ahadiendo
2g/L,4g/Ly8g/L de NaHCOs;

Ensayo experimental 2, 3, 4, 5y 6: NaCl y
Sacarosa, para semen del reproductor del
CIQ, inducido con Conceptal®, para semen
testicular, optimizacién de soluciones, sin
inducir del CANH y almacenamiento de semen
en soluciéon de Sacarosa, por una hora a
temperatura ambiente.

Se evalué semen de un reproductor inducido
con Conceptal®, semen testicular inducido
con Conceptal® y semen de un reproductor
sin inducir del CANH, en soluciones de 300
mM, 400 mM y 500 mM de Sacarosa sola o
con1,5g/L, 1g/Ly0,5g/L de NaCl.

@Llasac.2010

Figura 1. Reproductor de Colossoma

macropomum “gamitana”
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Figura 2. Colecta de semen de reproductor de
Colossoma macropomun “gamitana” sin inducir
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RESULTADOS

Ensayo experimental 1. NaCl y Bicarbonato de
Sodio, para el semen de 3 reproductores del
CIQ, inducidos con Conceptal®.

En la tabla 1, se puede observar, que ninguna
solucién evaluada, puede mantener inactivo el
semen colectado, por presion abdominal.
Ensayo experimental 2: Evaluacion de
soluciones de NaCl, Sacarosa y sus
combinaciones, para semen del reproductor
del CIQ, inducido con Conceptal®.

En la tabla 2, se puede observar que sélo la
solucién de Sacarosa en un rango de
concentracion de 333 mM a 500 mM, es la
gue mejor inactivacion de espermatozoides
presenta, comparado a las demas
concentraciones de soluciones. Manteniendo
intactas sus condiciones de motilidad a
diferentes tiempos de activacion.

Ensayo experimental 3. Evaluacion de
soluciones de NaCl, Sacarosa y sus
combinaciones, para semen testicular,

inducido con Conceptal®

Los valores obtenidos, demuestran que para
semen testicular, el rango de concentracion
de sacarosa es de 300 mM y 500 mM,
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también mantienen a los espermatozoides
inmotiles (tabla 3).

Ensayo experimental 4. Optimizaciéon de
soluciones de NaCl, Sacarosa y sus
combinaciones, para semen testicular,
inducido con Conceptal®

Segun los valores obtenidos, se aprecia que
niveles inferiores a 150 mM de NadCl, inician la

activacion de la motilidad en los
espermatozoides. Sin embargo

Ensayo experimental 5. Evaluacion de
soluciones de Sacarosa, NaCl vy sus

combinaciones, para semen del reproductor
del CANH, sin inducir.

Se observa en la Tabla 5, que los mejores
valores de activacion con agua destilada
(motilidad) se aprecian, en la solucién de
sucrosa a concentracion de 400 mM, para
semen colectado sin inducir.

Ensayo experimental 6. Evaluacion de
soluciones de Sacarosa, NaCl y sus
combinaciones, para semen del reproductor
del CANH, sin inducir, después de una hora
almacenado a temperatura ambiente (tabla
6).

Tabla 1. Valores de motilidad para semen de reproductor inducido con Conceptal®, para soluciones de 9% y
10% de NaCl, ahadiendo 2 g/L, 4 g/L y 8 g/L de NaHCQOs.

Solucion Reproductor 1 Reproductor 2 Reproductor 3
Motilidad  Motilidad de  Motilidad  Motilidad de  Motilidad  Motilidad de
de Colecta post Colecta de Colecta post Colecta de Colecta post Colecta
s/H.0 ¢/H20 s/H.0 ¢/H0 s/H-0 ¢/H20
9 % 0,00 0,00 50,00 20,00 0,00 0,00
9%vy2g 20,00 20,00 70,00 0,00 20,00 0,00
9%vy4g 20,00 20,00 0,00 0,00 50,00 0,00
10 % 50,00 50,00 50,00 0,00 70,00 0,00
10%y2g 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10%vy4g 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10%vy8g 0,00 50,00 20,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 2. Valores de motilidad para semen de reproductor inducido con Conceptal®, para soluciones a
diferentes mM de NaCl, Sacarosa y sus combinaciones.

Solucion Concentracion Motilidad* (%)
5 min. 20 min. 30 min.
NaCl (mM) s/H20 ¢/ H20 s/ H20 ¢/ H20 s/H20 ¢/H20
Destilada Destilada Destilada Destilada Destilada Destilada
A 125 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B 250 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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C 333 70,0 70,0
D 500 0,0 0,0
E 1000 0,0 0,0
Sacarosa (mM) 5 min,
I 125 0,00 0,00
II 250 0,00 0,00
III 333 15,00 60,00
v 500 0,00 50,00
\ 1000 0,00 0,00
NaCl Sacarosa 5 min,
(mM) (mM)
1 63 63 0,00 0,00
2 125 125 0,00 0,00
3 167 167 70,00 70,00
4 250 250 0,00 20,00
5 500 500 0,00 0,00

0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
20 min,
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 50,00
0,00 30,00
0,00 0,00
20 min,
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00

0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
30 min,
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 40,00
0,00 30,00
0,00 0,00
30 min,
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00

*Motilidad activada, con agua destilada a diferentes tiempos.

Tabla 3. Valores de motilidad para soluciones a diferentes concentraciones de molaridad, de NaCl,
Sacarosa y sus combinaciones, para semen testicular, de reproductor inducido con Conceptal®

Motilidad (%)*

No Solucion s/H20 ¢/H20
Destilada Destilada

1 300 MM de Na Cl 80 80

2 500 mM de NaCl 5 80

3 300 mM de Sacarosa. 0 80

4 500 mM de Sacarosa. 0 40

5 150 mM de Sacarosa y 150 mM de NaCl 70 70

6 250 mM de Sacarosa y 250 mM de NacCl. 0 80

*Motilidad evaluada a los 5 minutos de colectada la muestra.

Tabla 4. Valores de motilidad para la optimizacion de soluciones a diferentes combinaciones de
concentraciones de molaridad, de NaCl, Sacarosa, para semen testicular, de reproductor inducido con

Conceptal®
No Soluciénes (mM) Motilidad* (%)
s/H20 ¢/H20
Destilada Destilada
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1 300 Sacarosa y 150 NaCl 0% 80%
2 300 Sacarosa y 100 NaCl 10% 60%
3 300 Sacarosa y 50 NaCl 5% 80%

*Motilidad evaluada a los 5 minutos de colectada la muestra.
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Tabla 5. Valores de motilidad para la Evaluacidn de soluciones de Sacarosa, NaCl y sus combinaciones, para semen del reproductor del CANH, sin inducir.

No Solucion Replica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 4
Sacarosa NaCl (mM)  Motilidad de Activacion de  Motilidad de  Activacion de Motilidad de  Activacion de  Motilidad de  Activacio
(mM) ¢/H20 Colecta Motilidad Colecta Motilidad Colecta Motilidad Colecta n de
s/H20 Destilada Motilidad
Destilada
1 300 0 50 50 0 30 0 0 0 0
2 350 0 0 90 0 90 0 90 0 0
3 400 0 0 80 0 50 0 70 1 40
4 450 0 0 90 0 80 0 80 0 20
5 300 150 0 60 0 0 0 0 0 0
6 350 150 0 70 0 0 0 0 0 0
7 400 150 0 70 0 0 0 0 0 0
8 450 150 0 60 0 0 0 0 0 0

Tabla 6. Valores de motilidad para la Evaluacion de soluciones de Sacarosa, NaCl y sus combinaciones, para semen del reproductor del CANH, sin inducir, después
de una hora almacenado a temperatura ambiente.

No° Solucion (mM) MOTILIDAD* (%)
Replica 1 Réplica 2 Replica. 3 Replica. 4 Replica. 5

Sacarosa NaCl s/HHO ¢/ HO0 s/ HO ¢ HO s/HO ¢/ HO s/ HXO ¢/ HO s/HO ¢/ H0
1 300 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 400 0 0.00 30.00 0.00 80.00 0.00 60.00 0.00 60.00 0.00 60.00
3 450 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 350 150 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 400 150 0.00 60.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

*Motilidad evaluada utilizando agua destilada, para activar la motilidad.
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DISCUSION

Los valores obtenidos en la inactivaciéon de
motilidad utilizando cloruro de sodio y
bicarbonato, no tuvieron un efecto
inactivador, por el contrario tuvieron un efecto
en el control de la movilidad del semen,
activando la motilidad para las muestras
colectadas. Asi también, en muchas especies
el Ca tiene influencia en el K o en el Na, lo
cual constituye una sefal de iniciacion de la
movilidad del semen. Estos resultados
tendieron a coincidir con lo reportado por Hadi
& Cosson (2006), en relacion a los efectos de
iones y osmolalidad en la motilidad
espermatica in peces (ciprinidos y salmones).
Asi también, esto coincide con Martino (2006),
reporta que los porcentajes de motilidad
aumentan en un 20% en relacion al semen
activado con agua pura.

Se tiene a la actualidad varios estudios para
criopreservacion de semen para especies
amazodnicas. Sin embargo estos trabajos,
difieren entre si en el porcentaje de
fertilizacion post descongelacion de semen
criopreservado. Tal como lo reporta Matino
(2006), Maria et al. (2006), Fresneda et al
(2004) y Navarro et al (2004).

El uso de glucosa, como crioprotector
(relacionado a la capacidad de proteger al
espermatozoide), en combinacidén con glicol
de metilo para semen de Piaractus
brachypomus, muestran altos valores (81%),
de motilidad en semen descongelado, como lo
reporta Nascimento et al. (2010). Por lo tanto,
puede ser usada para facilitar procedimientos
de reproduccion artificiales.

Para la especie C. macropomum, aun no se
han reportado valores de osmolalidad, para
conservar el semen inmétil y evitar la
activacion, de los espermatozoides, el cual va
a influir en los porcentajes de motilidad al
momento de la pos descongelacion, de los
lotes de semen crio preservados y por
consiguiente aumentar la tasa de fertilizacion.
Este trabajo aportaria el conocimiento de la
utilizacion de sacarosa, que va a permitir
mantener inactivos lotes de semen, antes de
la criopreservacion y poder trabajar con
tranquilidad en el protocolo de
criopreservacion.

Dicho aporte en osmolalidad, son un punto
critico, para establecer protocolos de
criopreservacion, como lo reporta Cabrita et
al. (2010), quienes resaltan la optimizacién en
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el uso del esperma congelado para la
reproduccion y el manejo de la seleccién, lo
cual define la suceptibilidad de las muestras.
Asi mismo, el progreso en estas areas podria
contribuir con la standarizacion de los
métodos y podria porveer una garantia en el
mejoramiento y la seguridad del uso de un
protocolo de criopreservacion estandarizado,
de semen para la acuicultura.

CONCLUSION

Con los resultados del presente estudio, se
puede concluir que la Sacarosa (400 mM.),
influye  manteniendo  inactivo a los
espermatozoides de Colossoma macropomum,
al momento de la colecta, tanto de
reproductores inducidos con Conceptal® o sin
inducir, manteniéndolos con el vigor de
motilidad necesario, para el proceso de
fecundacion; sin embargo se puede aseverar
que se puede mantener semen colectado en
solucién de Sacarosa (400mM), a temperatura
ambiente por un tiempo de una hora. Por lo
que este trabajo inicial permitira el desarrollo
de un protocolo de crio conservacion para
lotes de semen inmovilizados, obteniendo el
tiempo suficiente para la preparacién de las
pajuelas y el congelamiento, en nitrégeno
liquido.
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