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Resumen

Espermatozoides de los bagres yaque (Leiarius marmoratus) y sierra (Oxidoras sifontesi)
suspendidos y mantenidos a 4 °C tanto en soluciéon de Hank como en solucién de hidratacion
oral (Oralite®) mantuvieron su capacidad de movilidad por al menos 5 dias. En ensayos de fer-
tilidad, espermatozoides de bagres yaque almacenados por 2 dias a 4 °C en solucion de Hank o
en Oralite® fecundaron el 45% y el 70%, respectivamente, de los ovocitos a los que fueron ex-
puestos. Espermatozoides de bagres sierra almacenados en las mismas soluciones y en simila-
res condiciones fecundaron el 60% de los ovocitos a los que fueron expuestos. Estos resultados
demostraron que soluciones salinas de facil obtencién pueden ser utilizadas para prolongar la
viabilidad de los espermatozoides de dos especies de bagres de importancia comercial.

Palabras claves: bagres, preservacion de espermatozoides, gameto, soluciones de

extension.

Preliminary trials of short-term sperm preservation
of Yaque (Leiarius marmoratus) and Sierra
(Oxidoras sifontesi) catfish

Abstract

Sperm cells from yaque and sierra catfish suspended at 4 °C in Hank’s solution and in
hydration oral solution (Oralite®) were capable of maintaining motility for at least 5 days. Ferti-
lity trials using sperm cells from yaque catfish suspended for 2 days at 4 °C in Hank’s solution
and in Oralite® showed fertilization rates of 45% and 70%, respectively. Sperm cells from sierra
stored for 2 days at 4 °C in Hank’s solution were capable of fertilizing around 60% of the exposed
oocytes. These results demonstrate that a salt solution of easy acquisition could be used for
short-term storage of sperm cells from two species of catfish with economic importance.
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Introduccion

Frecuentemente ocurre que la madu-
racion de las gonadas de peces en estacio-
nes piscicolas, tanto de machos como de
hembras, se encuentra desfasada, situacion
que puede traer como consecuencia la dis-
minucion en la producciéon de alevines. En
diferentes especies de peces en las que se
practica la fecundacion artificial, este incon-
veniente ha sido solucionado mediante la
preservacion del semen. El semen de peces
se puede almacenar por periodos cortos de
tiempo en soluciones de extension (preser-
vacion a corto plazo) (1-6) o conservarse por
periodos indefinidos mediante la criopreser-
vacion (3, 7-10). En la preservacion de se-
men a corto plazo se utilizan soluciones
fisiologicas que permiten mantener los ga-
metos inactivos por horas o dias antes de ser
utilizados para la fecundacién. Soluciones
fisiologicas como la solucion de Ringer (8) y
la solucion de Hank (6, 10, 11) han sido fre-
cuentemente utilizadas para mantener
inactivos y viables por varios dias los esper-
matozoides de peces de agua dulce. Este
tipo de preservacion permite que el semen
de un ejemplar pueda ser utilizado para fe-
cundar diferentes hembras en diferentes
dias, disminuyendo los problemas de asin-
cronia. Ademas de eliminar este inconve-
niente, las técnicas de preservacion de se-
men permiten un manejo mas comodo al
momento del desove y son frecuentemente
utilizadas como herramientas en el mejora-
miento genético, al facilitar el intercambio
de gametos entre estaciones y la produccion
de hibridos.

Aunque la mayoria de los peces de
aguas continentales que se encuentran en
Venezuela con potencial para ser cultivados
para el consumo tienen que ser desovados
artificialmente, la preservacion de esperma-
tozoides no es aplicada en ninguno de ellos.
Un posible problema que pudiera surgir al
momento de establecer estas técnicas a es-
cala comercial en el pais es la disponibilidad
de soluciones fisiologicas como la soluciéon
de Hank o de Ringer. La elaboracion de estas

soluciones requiere de reactivos de alto gra-
do de pureza y equipos costosos (balazas,
medidores electronicos de pH), lo cual redu-
ciria las posibilidades de aplicacion por par-
te de pequenos productores.

El objetivo de este trabajo fue evaluar:
1) la solucion de hidratacion oral (Oralite®)
como posible medio para la preservacion a
corto plazo de los espermatozoides de los ba-
gres yaque (Leiarius marmoratus) y sierra
(Oxidoras sifontesi); 2) el comportamiento en
el tiempo de espermatozoides de bagres ya-
quey sierra almacenados en soluciones sali-
nas, y 3) la capacidad de fecundacion de los
espermatozoides de los bagres yaque y sie-
rra después de haber sido almacenados en
solucion de Hank y en Oralite®.

Materiales y métodos

Animales

Los peces utilizados en esta investiga-
cion forman parte del conjunto de reproduc-
tores de la Estacion de Piscicultura adscrita
al Decanato de Agronomia de la Universidad
Centroccidental Lisandro Alvarado, la cual
se encuentra a unos 500 m.s.n.m. en Guare-
mal, municipio Pefa, estado Yaracuy. Los
reproductores fueron alimentados diaria-
mente con alimento concentrado (Cachavit,
Vitalin, Chivacoa, Yaracuy) que contenia
28% de proteinas. La seleccion de los repro-
ductores se hizo entre los meses de abril y ju-
nio. Se escogieron machos y hembras de las
especies Leiarius marmoratus y Oxidoras si-
Jfontesien etapa reproductiva para la extrac-
cion de los gametos, que fueron utilizados en
los ensayos de preservacion y fecundacion.

Obtencion de espermatozoides y
suspension en soluciones salinas

Cuatro machos de bagres sierra (Oxido-
ras sifontesi) que expulsaban semen facil-
mente al presionar su abdomen fueron re-
movidos de los estanques. La region uroge-
nital se sec6 con toallas de papel absorbente
para reducir la posibilidad de activacion de
los gametos. El semen expulsado por el poro
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genital fue rapidamente colectado con una
pipeta y colocado en 4 tubos (1 por pez) de
microcentrifuga de 2,5 mL donde una ali-
cuota de cada ejemplar se suspendio 1:1 en
solucion de Hank y otra, 1:1 en solucion
electrolitica de hidratacion oral (Oralite®).
La solucion de Oralite® se preparo siguien-
do las instrucciones descritas por el fabri-
cante (un sobre de Oralite® en 1 L de H,0) y
estaba constituida por 3,5 g/L de cloruro de
sodio (NaCl), 2,9 g/L de citrato de sodio dihi-
dratado, 1,5 g/L de cloruro de potasio (KCl),
y 20 g/L de glucosa anhidra (C;H,,0,).

A diferencia de otros bagres de la familia
Pimelodidae, el bagre yaque no expulsa el se-
men cuando se le presiona el abdomen; por
esta razon, es necesario remover los testicu-
los. Tres reproductores de bagres yaque fue-
ron anestesiados colocandolos en agua que
contenia 0,17 mg/mL de metanosulfonato de
tricaina (methyl-m-aminobenzoate, MS 222,
Argent Laboratories, Inc., Redmond, Wa-
shington). Una vez anestesiados, se sacaron
del aguay con un bisturi se les realizo una in-
cision en el abdomen. Los testiculos de tres
machos, seis testiculos en total, fueron ex-
traidos con cuidado para evitar contacto con
sangre y se colocaron por separado dentro de
6 bolsas de plastico (Ziplock®). A tres bolsas
se les agrego solucion de Hank y a las otras
tres, solucion electrolitica Oralite®, en una
relacion 1 g de testiculos por 20 mL de solu-
cion salina. El tejido se maceroé dentro de las
bolsas y el semen en suspension fue trasva-
sado a bealcers, los cuales se cubrieron con
Envoplast® y se colocaron en la neveraa 4 °C
hasta su utilizacion.

Valoracion de la movilidad
de los espermatozoides

Debido a la subjetividad en la estima-
cion de la movilidad de los espermatozoides
en peces, solo se consideraron moviles
aquellos espermatozoides que mostraron
un movimiento vigoroso y sostenido por mas
de 5 segundos (2). Para valorar la movilidad,
se colocaron en un portaobjeto 10 uL de se-

men suspendido en las soluciones salinas;
luego, los espermatozoides se activaron
agregando 20 puL de agua destilada. La movi-
lidad se observo a través de un microscopio
con objetivo de magnificacion 40X (Olympus
Optical Co., LTD., Taiwan, modelo CHK). A
espermatozoides de 3 bagres yaque y de 4
bagres sierra suspendidos tanto en solucion
de Hank como en Oralite® a 4 °C, se les cal-
culo el porcentaje de movilidad diariamente
hasta que no se observaron espermatozoi-
des en movimiento.

Inducciéon hormonal

La induccién hormonal en hembras de
bagres yaque y sierra se realiz6 siguiendo el
protocolo descrito por Kossowski y Madrid
(12), con algunas modificaciones. El indice
de maduracion gonadal se constato utilizan-
do el método de la cateterizacion intraovari-
ca (13, 14). Aquellas hembras que presenta-
ron el 70% de sus ovocitos con el nucleo mi-
grando a la periferia, se seleccionaron y se
trasladaron a tanques de espera con flujo
continuo de agua y constante aireacion. A
las hembras, tanto de bagres yaque como de
bagres sierra, se les inyectaron 3 dosis de ex-
tracto de hipdfisis de carpa. Una primera do-
sis de 0,3 mg/kg de peso del animal; 24 h
después, una segunda dosis de 0,6 mg/kg, y
12 h mas tarde, una tercera dosis de 5,4
mg/kg. Luego de 8 h, los peces que con una
leve presion en el abdomen expulsaban sus
ovocitos fueron completamente removidos
del agua. Los ovocitos se obtuvieron aplican-
do presion sobre el abdomen del pez, ejer-
ciendo un movimiento continuo de la region
anterior hacia la region caudal. Los gametos
se colectaron en envases de plastico que
contenian solucién de Hank para evitar su
activaciéon. Un macho de bagre sierra que ex-
pulsaba semen fue inyectado un dia antes
del desove con una sola dosis (1 mg/kg) de
hipdfisis de carpa para aumentar el volumen
de semen. Este semen (control) se utilizo
para comparar los porcentajes de fecunda-
cion con el semen preservado.
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Fecundacioén artificial

La capacidad de fecundacion de los es-
permatozoides de los bagres yaque y sierra
suspendidos en las dos soluciones salinas
(solucién de Hank y Oralite®) por dos dias a
4 °C se observo fecundando los ovocitos ma-
duros obtenidos de un ejemplar de bagre
yaque y de uno de bagre sierra. Los ovocitos
se distribuyeron en tres grupos (uno por tra-
tamiento) en capsulas de Petri que conte-
nian solucién de Hank para evitar su activa-
cion. Un mililitro de semen preservado en
cada una de las soluciones de extension uti-
lizadas y de semen recién extraido (control),
se anadieron por separado a las capsulas de
Petri (tres por tratamiento). Se agregaron 4
mL de agua en cada capsula para la activa-
cion de los gametos y se incubaron por 10
min. Posteriormente se llenaron las capsu-
las con agua y se mantuvieron a temperatu-
ra ambiente (27 °C). La tasa de fecundacion
se valoro por la cantidad de ovocitos fecun-
dados que alcanzaron el estadio de larvas.

Analisis estadistico

Los porcentajes de movilidad diarios de
los diferentes tratamientos se compararon
estadisticamente mediante un analisis de
varianza (ANOVA). Los resultados se consi-
deraron significativos cuando a< 0,05.

Resultados y discusion

Espermatozoides de tres ejemplares de
bagres yaque obtenidos mediante diseccion
y maceracion de los testiculos mostraron
70 + 16% (media + DS, n = 3) de movilidad al
momento de su extraccion y suspension en
las soluciones de Hank y Oralite®. El por-
centaje de movilidad decrecio en el tiempo
llegando a cero en el sexto dia (figura 1). No
se observaron diferencias significativas
(P<0,05) entre los porcentajes de movilidad
de los espermatozoides suspendidos en las
dos soluciones salinas utilizadas.

El método de extraccion y maceracion
utilizado parala obtencion del semen del ba-
gre yaque fue efectivo; sin embargo, fue inte-

100
90
80
70
60
50
40
30
20

Movilidad (%)

0+ T T T 3 = 9
0 1 2 3 4 5 6
Dias

Figural. Estimacion de la movilidad de los es-
permatozoides de bagres yaque sus-
pendidos en soluciéon de Hank (O) y
Oralite (®) almacenados a 4 °C. Cada
curvarepresenta el promedio + DS del
semen de 3 peces por separado.

resante notar que el porcentaje de movilidad
observado fue relativamente bajo (70%).
Esto puede estar relacionado con el método
de extraccion, ya que al macerar los testicu-
los completos se obtiene una poblacion de
células germinales que esta constituida por
células en diferentes estadios de madura-
cion (15). El que sea necesaria la extraccion
de los testiculos del bagre yaque para obte-
ner espermatozoides implica pérdida en tér-
minos econoémicos y biolégicos, ya que el in-
ventario de reproductores machos requiere
ser renovado constantemente. Esta caracte-
ristica es una razon de peso para utilizar téc-
nicas de preservacion en esta especie, lo cual
permitiria un uso mas eficiente de los esper-
matozoides pues podrian ser utilizados en
sucesivas fecundaciones y por varios dias.
Esto se comprob6 cuando los espermatozoi-
des de bagres yaque suspendidos a 4 °C por
2 dias en la solucion de Hank fecundaron el
45% de los ovocitos a los que fueron expues-
tos, mientras que los espermatozoides sus-
pendidos en Oralite® fecundaron el 70% de
ellos. La fecundaciéon con semen fresco o
control fue de 41%. Aunque no se puede
concluir sobre cual tratamiento fue mas
efectivo en este ensayo, lo importante de este
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resultado es que la capacidad de fecunda-
cion del semen preservado se mantuvo en
ambas soluciones por lo menos durante dos
dias luego de haber sido extraido.

En los experimentos con bagres sie-
rra, los espermatozoides recién extraidos
mostraron un porcentaje de movilidad de
97 + 4% (media = DS, n = 4). Los esperma-
tozoides suspendidos en solucién de Hank
mantuvieron su capacidad de movilidad
hasta el dia 6 y los suspendidos en Orali-
te® hasta el dia 7 (figura 2). Se observaron
diferencias significativas en el porcentaje
de movilidad entre los espermatozoides
suspendidos en las dos soluciones los dias
5(P=0,02)y 6 (P=0,03) (figura 2). Parte de
la disminucion de la movilidad de los es-
permatozoides a medida que transcurre el
tiempo ha sido relacionada con el creci-
miento bacteriano y la forma de almacena-
miento (6, 4, 16, 17). Por ejemplo, la utili-
zacion de antibioticos en las soluciones de
extension ha aumentado el periodo de via-
bilidad de los espermatozoides de distin-
tas especies de peces (6, 18-19).

En los ensayos de fertilidad, los esper-
matozoides provenientes de bagres sierra
que fueron suspendidos en soluciéon de Hank
y mantenidos a 4 °C por dos dias fecundaron
el 59% de los ovocitos a los que fueron ex-
puestos. Los espermatozoides suspendidos
en Oralite® bajo las mismas condiciones fe-
cundaron el 62% de los ovocitos. Este resul-
tado contrasta con el porcentaje de fecunda-
cion que se alcanz6é con espermatozoides
frescos (13%), lo cual puede ser explicado por
la variabilidad en la calidad de los gametos
entre individuos. Subsecuentes investigacio-
nes deberan aumentar el namero de réplicas
para poder llegar a una conclusion sobre la
diferencia en la capacidad de fecundacion
entre espermatozoides preservados en solu-
ciones salinas y aquellos recién extraidos.

Conclusiones

Tanto la solucion de Hank como la de
Oralite® mostraron su capacidad para ex-
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Figura2. Estimacion de la movilidad de los
espermatozoides de bagres sierra
suspendidos en solucion de Hank (O)
y Oralite (w) almacenados a4 °C. Cada
curva representa el promedio + DS del
semen de 4 peces por separado.

tender la viabilidad de los espermatozoides
de bagres yaque y sierra por mas de 4 dias.
Sin embargo, Oralite® presenta ciertas ven-
tajas por ser un producto de facil obtenciéony
preparacion. Cualquier solucién de hidrata-
cion oral que contenga 3,5 g/L de NacCl, 2,9
g/L de citrato de sodio di-hidratado, 1,5 g/L
de KCIl, y 20 g/L de glucosa anhidra
(CcH,,04) serviria para extender la viabilidad
de los espermatozoides de estos bagres.
Aunque estos resultados son preliminares y
mejoras sustanciales deben hacerse, esta
investigacion abre las puertas para la utili-
zacion de la preservacion de espermatozoi-
des a corto plazo en el desarrollo de la acui-
cultura venezolana. La utilizacion de estas
soluciones hidratantes, como Oralite®, de
facil acceso en todo el pais y facil prepara-
cion, facilitaria la utilizacion de este tipo de
practicas por parte de los pequenos produc-
tores. Esto ayudaria al mejoramiento genéti-
co de peces de interés comercial al facilitar el
intercambio de gametos entre poblaciones
naturales y estaciones de piscicultura o en-
tre diferentes estaciones (9, 18, 20). Con la
utilizacion de esta tecnologia se podria esta-
blecer en un futuro el uso de semen comer-
cial mediante el desarrollo de centros de pro-
duccién de semen o centros de transferencia
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genética, de igual manera como se utilizan
en diversos sectores pecuarios. Dichos cen-
tros tendrian la ventaja de tener un control
mas preciso sobre la calidad tanto del proce-
samiento del semen como de la genética de
este, lo que llevaria a una mejora en la pro-
duccion acuicola venezolana y suramerica-
na. El potencial piscicola venezolano indica
que este rubro de la agricultura crecera en
los proximos anos, lo que implica que nue-
vas tecnologias tendran que irse incorpo-
rando para la masificacion de la produccion,
incluyendo entre ellas a la preservacion de
espermatozoides.
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