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RESUMEN

El morro colorado (Viejafenestrata) es una especie nativa del sur-sureste mexicano, con
potencial acuicola comercial debido a su aceptacion local por sus caracteristicas tales
como su color, tamafio, textura y sabor de la carne. Debido a que es una especie nueva
en las practicas acuicolas, existen pocos estudios relacionados con su biologia,
incluyendo las caracteristicas espermaticas de sus machos reproductores, las cuales es
necesario evaluar para poder estimar su potencial reproductivo bajo programas de
manejo acuicola. Por tal motivo, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el volumen
espermatico, la concentracion y el eyaculado total en el morro colorado utilizando el
programa informatico CASA. Se emplearon 30 machos de morro colorado a los cuales
se les extrajo semen cada 10 semanas durante 40 semanas. De cada muestra espermatica
se evalud la concentracion espermatica (C x109 célulasmL-1), el eyaculado total (C
x109 célulasmL-1) y el volumen total (mL). Se observé un incremento significativo (P
< 0.05) en la concentracion espermatica y eyaculado total a las semanas 30 y 40, en
comparacion con las semanas 10 y 20. En lo que respecta al volumen total, no se
registraron diferencias significativas (P > 0.05) entre las semanas analizadas. Los
resultados obtenidos indican que los machos de morro colorado alcanzaron la madurez
sexual al aclimatarse al cautiverio después de 30 a 40 semanas de manejo bajo

condiciones acuicolas.

Palabras clave: morro colorado, Viejafenestrata, volumen, concentracion espermatica,

sistema CASA.



ABSTRACT

Morro colorado (Vieja fenestrata) is a native species of south-southeastern Mexico, with
commercial aquaculture potential due to its local acceptance for its characteristics such
as color, size, texture and flavor of the meat. Because it is a new species in aquaculture
practices, there are few studies related to its biology, including the sperm characteristics
of its reproductive males, which need to be evaluated in order to estimate its
reproductive potential under aquaculture management programs. The aim of this study
was to assess the sperm volume, concentration and total ejaculate in morro colorado
using the CASA computer program. Thirty morro colorado males were used and semen
was extracted every 10 weeks for 40 weeks. Sperm concentration (C x109 cells-mL-1),
total ejaculate (C x109 cells-mL-1) and total volume (mL) were evaluated from each
sperm sample. A significant increase (P < 0.05) was observed in sperm concentration
and total ejaculate at weeks 30 and 40, compared to weeks 10 and 20. As for total
volume, there were no significant differences (P > 0.05) between the weeks analyzed.
The results obtained indicate that male morro colorado reached sexual maturity upon
acclimatization to captivity after 30 to 40 weeks of management under aquaculture

conditions.

Keywords: morro colorado, Viejafenestrata, volume, spermatic concentration, CASA
system.



1. INTRODUCCION

Segun el Instituto Nacional de la Economia Social (2018), la acuicultura se define como
el conjunto de actividades, técnicas y conocimientos de crianza de especies acuéaticas
vegetales y animales, las cuales se desarrollan en diversos cultivos ya sea de agua salada
0 dulce, bajo condiciones controladas. La produccion acuicola es destinada, en su
mayoria, a producir alimento que pueda colaborar en la meta “Hambre Cero” de la

Agenda 2030 para el desarrollo sostenible (FAO, 2022).

En las Gltimas dos décadas el reconocimiento sobre los sectores y las actividades
acuicolas ha crecido por su contribucién esencial en la busqueda de la seguridad
alimentaria y la nutricion mundial (FAO, 2022). En el afio 2018 la produccion total de
la acuiucultura alcanzé 179 millones de toneladas, con un valor que asciende a los
401 000 millones de USD, de las cuales 82 millones de toneladas, con costo redituable
de 250 000 millones de USD, fueron aportadas por la produccion acuicola (FAO, 2020).
Para el afio 2020, la produccidn acuicola mundial alcanz6 topes histéricos productivos
de 126.6 millones de toneladas que generaron una derrama econémica de 285 500
millones de USD (FAO, 2022). Se estima que para el afio 2050 la actividad acuicola en
agua dulce aportard mas del 50% del total de la produccion acuicola a nivel mundial
(FAO, 2020). EI sector acuicola mantendra nimeros productivos y comerciales al alza,
uno de los sectores de produccion de alimentos de origen animal con mayor crecimiento
ya que en las siguientes décadas la produccion total de la pesca de captura y la

acuacultura superara a la de carne de vacuno, porcino y aves de corral (Aranda, 2018).

En el caso de Mexico, la produccion dulceacuicola presenta un gran potencial, a
pesar de haberse establecido recientemente en el pais, por lo cual se encuentra adn en

etapa de desarrollo (Avilés-Quevedo & Vazquez-Hurtado, 2006), entre los afios 2000 a



2017 las practicas acuicolas aumentaron con una tasa superior al promedio de
crecimiento, que fue del 9 por ciento (FAO, 2019). Ademas, existe un total de 8,550
granjas acuicolas dentro del territorio nacional, de las cuales 4,605 concentran el 80%
de la produccion a nivel nacional. En el afio 2016, la actividad acuicola generé una
importante derrama econémica que se remonta a 15 mil 940 mdp, lo que representa un
incremento de 32% respecto de 2015, de acuerdo con la CONAPESCA (2016).
Considerando que las proyecciones de crecimiento poblacional esperan que para el afio
2030 se llegara a 141 millones de habitantes en el territorio nacional, con el escenario
acuicola a favor mostrado anteriormente, las tendencias del crecimiento del sector
podran abastecer la demanda de pescado, pero insuficiente para lograr producir el
equivalente al consumo per céapita similar al promedio mundial de 19.9 kilogramos

consumidos por persona al afio.

Segln su importancia productiva y economica, los principales grupos de
especies acuicolas cultivados en México son: mojarra, camaron, ostion, carpa y trucha
(Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, 2017). Como parte de las
estrategias para fundamentar el desarrollo de la acuacultura, primero se debe garantizar
el abasto de las crias, semillas y postlarvas dentro del sector, lo cual se logra en gran
medida (en especies como el morro colorado) incrementando la produccion de centros
de investigacion que puedan dedicarse a mejorar la calidad genética de la progenie

(Aranda, 2018) antes de escalar al cultivo comercial.

En Meéxico la acuicultura se ha basado en la implementacion de cultivos
exoticos, tal es el caso de la tilapia del Nilo, la cual es de origen africano y fue
introducida en el afio 1964 (Fideicomiso de Riesgo Compartido, 2017). Lo anterior ha
provocado que las especies nativas sean desplazadas por estas nuevas poblaciones de

especies exoticas. Por lo anterior, es de vital importancia el cultivo de peces nativos, ya



no solo para la alimentacion humana sino también para el repoblamiento de especies

nativas en los cuerpos de agua naturales (McCrary etal., 2001).

Existen problemas como la pérdida de biodiversidad, el desplazamiento de
especies, la introduccién de especies exoéticas y el incremento demografico, por tales
motivos se han promovido esfuerzos para incrementar el rendimiento de los cultivos, la
recuperacion de sitios impactados, la reintroduccion de especies y la busqueda de
alternativas para comprender, y evaluar la reproduccion de las especies icticas nativas
(Lopez-Hernandez, et al, 2018). Por ello, en los dltimos afios se han incrementado los
esfuerzos dentro de varios grupos de investigacion de algunas universidades
(Universidad Judrez Autonoma de Tabasco, Universidad del Papaloapan, Instituto
Tecnoldgico de Boca del Rio), los cuales desde hace algunos afios han abordado el
estudio del cultivo de peces nativos tropicales (Flores-Nava, 2010). En México se han
logrado diversos casos de éxito en el desarrollo de cultivos de especies nativas en agua
dulce, tales como: pejelagarto (Atractosteus tropicus), mojarra castarrica (Cichlasoma
urophthalmus), tenguayaca (Petenia splendida), chara (Menidia jordani), pescado

blanco (Menidia estor), entre otros (Davila-Camacho et al., 2019).

Una de las especies nativas con gran potencial acuicola es el morro colorado
(Vieja fenestrata), el cual es un pez habitual de la region del sur-sureste mexicano,
donde es muy apreciado por sus caracteristicas, entre las que destacan el sabor de su
carne, su color, tamafio y textura. En la region sur del pais representa una alternativa
local de gran potencial para las practicas acuicolas, pues es relativamente abundante, se
ha adaptado a las condiciones del trépico mexicano y usualmente habita aguas someras
sin mucho movimiento, como lagunas mesotroficas, y canales superficiales (FishBase,
2019). Sin embargo, para poder desarrollar su cultivo es necesario, dentro del marco de

la produccion acuicola, abordar uno de los aspectos bioldgicos cuyo monitoreo y control



resulta crucial; la reproduccion, que es uno de los factores limitantes del éxito del
cultivo de cualquier especie acuicola, ya que permite la obtencion de gametos y la
optimizacion de su calidad (Zohar & Mylonas, 2001). Lograr el control de la funcién
reproductiva de los peces en cautiverio es esencial para la sustentabilidad de la
produccion acuicola comercial. En este sentido es necesario el conocer y estudiar los
factores que afectan la calidad de los gametos, como es el caso de los espermatozoides
(Zohar & Mylonas, 2001; Rurangwa et al., 2004; Herrdez et al., 2017). La calidad
espermética es la capacidad y habilidad de un espermatozoide para fertilizar de manera
exitosa un ovulo, generando el desarrollo de un embridn viable (Bobe & Labbé, 2010;

Dumorne etal., 2017; Lopez-Hernandez etal., 2018).



2. MARCO TEORICO

2.1 Aspectos generales de Viejafenestrata

El género Vieja esta compuesto por ciclidos que se encuentran en las vertientes del
Atlantico-golfo de México y el Pacifico de América del Norte desde el sur-sureste de

México hasta Panama en Centroamérica (Kullander, 2003).

El morro colorado o mojarra vieja (V. fenestrata) es un pez perteneciente a la
familia Cichlidae (FishBase, 2019). Habita ecosistemas acuaticos como arroyos, rios,
lagunas, lagos, estuarios salobres, incluso agua marina, agua clara a tefiida con taninos o
lodosa; corriente nula, lenta a moderada, ocasionalmente veloz; multiples sustratos
como lodo, arena, pizarra, roca, algas, hojarasca, troncos, roca madre; sin vegetacion o
rala, de algas, raices de arboles y en profundidades de hasta 1.5 metros entre los estados

de Oaxacay Veracruz (Miller et al., 2009; Fishbase, 2019).

En el sureste del pais, particularmente en la region del Papaloapan, el morro
colorado (V. fenestrata) es un pez nativo, muy apreciado culturalmente por su sabor y
su atractivo estético debido a su color llamativo, tamafio y textura. Por lo anterior, esta
especie representa una oportunidad de diversificacion para el interés acuicola local, ya
que las especies nativas han sido poco exploradas desde una perspectiva de produccion.
Su valor para el comercio local se debe a su presencia en la region, su relativa
abundancia y aprovechamiento como recurso pesquero (Gaspar-Dillanés & Hernandez-

Montafio, 2013).

Sobre el morro colorado se tienen escasos registros cientificos acerca de sus
aspectos bioldgicos y reproductivos, los cuales son base primordial para el desarrollo
del paquete tecnoldgico para su cultivo acuicola. Es por ello necesario investigar

aspectos reproductivos, lo cual incluye aspectos de la calidad espermaética, como pueden



ser el volumen y la concentracion de células espermaéticas en el semen de machos del
morro colorado (Bobe & Labbé, 2010; Fauvel et al., 2010; Lopez-Hernandez et al.,

2018).

2.2 Volumen y concentracion espermatica

En los peces las estrategias reproduccion son variadas, en este caso la reproduccién
sexual se da por fecundacion externa, es decir, que los espermas y los dvulos son
liberados en el medio acuatico simultaneamente, donde el agua activa los
espermatozoides para que este posteriormente fertiliza a los 6vulos (Dumorné et al.,
2017; Mylonas et al., 2010; Zohar & Mylonas, 2001). En la fertilizacion externa se
requiere de un gran nimero de gametos para incrementar la posibilidad de encuentro al
azar entre Ovulos y espermatozoides, esto a su vez incrementa la oportunidad de
sobrevivencia de los embriones (Herraez etal. 2017; Rurangwa etal., 2004; Mylonas et
al., 2017). Razon por la cual, la concentracion de células espermaticas es uno de los
parametros que se analizan tradicionalmente, junto a la motilidad o la actividad y los

porcentajes de células activas (Cabrita etal., 2014; Rurangwa et al., 2004).

El volumen espermético es el total de semen de la muestra recolectada en
mililitros por cada macho reproductor (Gennotte et al., 2012). La concentracion esta
definida como el nimero de espermatozoides por mililitro (células mL-1) de semen
previo a dilucion, sin intervenciones en su composicion de ningun tipo (Garcia, 2012;
Gennotte etal., 2012). Este pardmetro es frecuentemente empleado en la caracterizacion

de la calidad espermaética (Arias-Rodriguez, 2001).

Para obtener un numero total de espermatozoides por macho se emplea el

método clasico estandarizado de conteo celular (esperma/mililitro) en una camara


https://www.redalyc.org/journal/6337/633766163005/html/%23B12
https://www.redalyc.org/journal/6337/633766163005/html/%23B30

Neubauer. El resultado indica un promedio de células esperméticas producidas por

individuo reproductor (Rurangwa et al., 2004).

Murakami et al. (2014) mencionan que el nimero total de espermatozoides
puede estar relacionado con diversos aspectos del ambiente naturales e inducidos como
las estaciones reproductivas, disponibilidad de alimento y sus propiedades nutricionales,
tratamientos hormonales, porcentajes de fecundacion de la especie y calidad del agua.
Estos autores recomiendan que este parametro sea analizado por cada reproductor en lo
individual, debido a que la concentracion espermatica puede variar entre individuos de

la misma especie.



3. ANTECEDENTES

En la tabla 1 se presentan trabajos relacionados a la caracterizacion espermatica en

peces tropicales y subtropicales:

Tabla 1 Trabajos relacionados con la caracterizacion en peces de pardmetros
espermaticos.

Autor Titulo Aportaciones

Linhart et al., 2000. Evaluacion de la Elaboraron métodos de
calidad espermética criopreservacion para la carpa
en Cyprinus carpio comun. Analizaron el rendimiento de
post-congelacion. fertilizacion, de eclosion de los

embriones, las malformaciones
larvarias y el porcentaje y la
velocidad de la motilidad en
espermatozoides
congelados/descongelados con
respecto a espermatozoides frescos.
Los resultados indicaron que la
congelacion no afecta la tasa de
eclosion, ni las malformaciones
larvarias. En el resto de las variables
si  se observd una influencia
significativa de la crioconservacion.

Evaluaron los parametros  de
Viveiros & Godinho,  Crioconservaciéon y volumen espermatico, motilidad,
2000. analisis espermatico medios de congelacion, meétodos de
es especies de agua congelacion y calidad espermatica
dulce nativas de post-congelacion en especies nativas
Brasil. de Brasil. Ademas, discuten sobre la
técnica de crioconservacion como
medio para garantizar la diversidad
genética y conservar las especies
nativa, asi como el desarrollo de
programas para el cuidado de los
mismos.

Gennotte etal., 2012.  Analisis de la Evaluaron la calidad espermética
calidad espermética (motilidad, concentracion, numero
en machos XX, XY total de espermatozoides e indice

e YY del ciclido gonadosomatico) en machos
Oreochromis revertidos (XX) y super machos
niloticus. (YY) del ciclido Oreochromis

niloticus, con respecto a machos
normales (XY). Los resultados




Cejko et al., 2014.

Salitrosas et al., 2017.

Fernandez-Santos,
2019.

Evaluacién de la
calidad del esperma
al comienzo  del
periodo reproductivo
en Cyprinus carpio.

Evaluacién de la
calidad espermatica
en super machos YY
de la tilapia roja
Oreochromis
niloticus.

Evaluacion de la
calidad espermatica
en machos YY de
Oreochromis
niloticus.

demostraron que el genotipo y los
tratamientos de reversion sexual no
alteran los niveles de calidad
espermética en los reproductores
machos de la tilapia del Nilo.

Analizaron la calidad espermatica

durante un periodo de desove
estimulado  hormonalmente  con
Ovopel. Se evalu6 mediante el

sistema CASA los parametros de
porcentaje  de  espermatozoides
moviles, espermatozoides
progresivamente moviles, velocidad
curvilinea, velocidad en linea recta,
linealidad del movimiento, indice de

oscilacion, amplitud del
desplazamiento lateral de la cabezay
frecuencia cruzada de latido. Los
resultados indican que la

estimulacién hormonal con Ovopel
no afecta de manera significativa los
parametros de calidad espermatica de
Cyprinus carpio.

Se evalué la influencia de los
genotipos sexuales en la calidad
espermatica, comparando la calidad
espermatica de una poblacion
introducida de tilapia roja macho con
genético YY y XY. Los resultados
mostraron una mejor movilidad
espermatica, motilidad, viabilidad,
confluencia y menos anomalias en
los machos con doble cromosoma Y
(machos YY), sin embargo, el peso
corporal de los individuos fue
significativamente mejor en los
machos XY.

Se evaluaron las caracteristicas
esperméaticas en machos YY de
Oreochromis niloticus con respecto a
machos normales XY de la misma
especie. Se analizaron parametros
tales como volumen, concentracion y
motilidad mediante el sistema
CASA. Los resultados que se

obtuvieron indican que las
caracteristicas seminales de los
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machos reproductores YY no se ven
afectados negativamente por el
genotipo sexual, incluso presentan
valores significativamente méas altos
de volumen y concentracion
espermatica.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La acuicultura se enfrenta al reto de incrementar su volumen de produccion afio con
afio, todo esto para abastecer la demanda de recursos alimentarios que requerird una
poblacion que aumenta sus numeros demograficos (FAO, 2018). A su vez, este sector
encuentra topes productivos como la limitacion de la semilla debido a los problemas
reproductivos de las especies dulceacuicolas (Aranda, 2018). Este problema bioldgico
busca ser solucionado desde la investigacion de diversos parametros de la calidad
espermatica, la cual es una herramienta basica que nos ayuda a obtener lineas genéticas
viables para la produccion acuicola. Ahora bien, hablando de especies que comienzan a
domesticarse, en estos casos se requiere de esperma de alta calidad (Fauvel et al., 2010)
ya que la calidad de la semilla define frecuentemente los beneficios del cultivo de una

especie (Kowalski & Cejko, 2019).

En la actualidad se cuenta con herramientas de software sofisticadas que brindan
métodos mas efectivos para analizar la calidad espermatica en peces, tal es el caso del
sistema CASA (Computer-assisted sperm analysis), dicho programa computacional
puede rastrear una gran cantidad de células espermaticas simultdneamente y permiten
mediciones de parametros como concentracion, morfologia y motilidad en términos de
proporcion de células moviles, velocidad de los espermatozoides y trayectorias
(Rurangwa et al., 2004; Fauvel et al., 2010; Gennotte et al., 2012). Esta herramienta ha
podido demostrar su eficacia en la examinacion de las variables relacionadas con la
calidad de los espermatozoides en peces como la tilapia del Nilo (Oreochromis

niloticus) (Fern&ndez-Santos, 2019), asi como en otras especies de interés acuicola.

Aungue el morro colorado es un ciclido como la tilapia del Nilo, se desconocen

los aspectos basicos de la calidad de sus gametos, pues hasta ahora, no existen estudios
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relacionados con la calidad espermatica de esta especie. El escaso conocimiento que se
tiene hasta ahora acerca de su biologia y mas especificamente de la calidad de sus
gametos, limita su potencial a futuro como una especie acuicola, al no permitir su
mejoramiento genetico. Esto conlleva a que el morro colorado sea explotado
directamente del medio natural, es decir que el consumo de esta recaiga exclusivamente
sobre la pesca, generando una disminucion de las poblaciones silvestres y poniendo a la
especie en potencial riesgo. Agregando también que no hay regulaciones de ningun tipo,
se busca provocar un contrapeso, ya que estos trabajos representan una puerta hacia la
busqueda de bancos genéticos que puedan ser aprovechados por el sector acuicola.
Hasta el momento esto resulta dificil debido a que la investigacién al respecto es
limitada. Se tiene poco conocimiento hasta ahora acerca de su biologia, la cual, es
informacion necesaria para establecer medidas biotecnoldgicas y emprender asi su

cultivo.

Los parametros de volumen y concentracion espermatica son los primeros que
deben cuantificarse a nivel productivo, ya que, el primero es medible a nivel
macroscopico con ayuda de un tubo capilar graduado y el segundo es medido
tradicionalmente con el método de conteo por dilucion en hematocitometro, el cual
requiere de equipos relativamente asequibles, como lo son un microscopio y una camara

de Neubauer,
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5. JUSTIFICACION

El camino de la acuicultura conlleva esfuerzos desde las etapas de investigacion
cientifica hasta la comercializacion por parte de los productores, es por ello que
desarrollar nuevas tecnologias puede influir en las mejoras de rentabilidad. Para esto se
necesita una base reproductiva para la obtencion de gametos de buena calidad, ya que es
un factor que define el porcentaje de éxito en el cultivo y por ende la rentabilidad de la

produccidn.

El morro colorado es sefialado como una especie de potencial acuicola, que en
los ultimos afios ha visto su conservacion amenazada por especies invasoras Yy
sobrepesca, lo cual ha provocado que esta especie se encarezca en su comercializacion.
Es una especie atractiva visualmente por sus colores, es nativa de la region del
Papaloapan por lo que estad adaptada a la temperatura local y al fotoperiodo, ademas,

muestra tranquilidad y nado activo al manejarse en los estanques reducidos usados en el

sector. Todas estas caracteristicas resultan favorables para el sector acuicola, pudiendo

explotar a esta especie y mejorar su manejo.

Ahora bien, desde una perspectiva ecologica, la produccién acuicola del morro
colorado permitiria coadyuvar en la repoblacion de los cuerpos de agua locales
mediante la reproduccion controlada de la especie, ademas de satisfacer la demanda que

existe actualmente por esta especie.

Por todo lo anterior, es necesario generar conocimiento basico sobre la calidad
espermética del morro colorado con el fin de reproducir esta especie bajo entornos
controlados, llegando asi a la fertilizacion de los ovocitos y desarrollando nuevas

biotecnologias relacionadas con la calidad de los gametos masculinos.
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Los parametros de volumen y concentracion espermatica son los primeros en
cuantificarse a nivel productivo, ya que nos permitiran definir a grandes rasgos el
potencial reproductivo de los machos del morro colorado. En el presente trabajo se
utilizara del sistema CASA para lograr lo anterior. Este sistema permite la medicion
rapida y precisa de diversos parametros de la calidad espermatica, incluidos el volumen
y concentracion, ademas de que presenta la ventaja de eliminar el factor de error

humano en el conteo.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Evaluar el volumen y concentracion espermatica en machos reproductores del morro

colorado (Viejafenestrata) mantenidos en cautiverio.

6.2 Objetivos Particulares

Estimar el volumen total de semen obtenido en machos reproductores del morro

colorado (Viejafenestrata) mantenidos en cautiverio.

Evaluar el eyaculado total obtenido en machos reproductores del morro colorado

(Viejafenestrata) mantenidos en cautiverio.
Determinar la concentracion de células espermaticas en machos reproductores del

morro colorado (Viejafenestrata) mantenidos en cautiverio.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1 Organismos

Se seleccionaron 30 machos reproductores en el rango de 350-500 g de peso y entre 12-
15 meses de edad. Estos ejemplares seleccionados fueron identificados con base en la
diferenciacion de la papila genital, técnica establecida para especies de la familia

Cichlidae (Gonzélez & Quevedo, 2001).

El experimento se llevd a cabo en la Universidad del Papaloapan, campus Loma
Bonita, dentro de las instalaciones de la Unidad Acuicola Experimental. Los organismos
se alimentaron dos veces al dia con alimento comercial con 32% de proteina (Purina

Agribrands de energia digestible 3.00 Kcal/g).
7.2 Colecta de la muestra espermatica

Se empleé el método descrito por Gennotte et al. (2012), de acuerdo con el cual los
reproductores fueron anestesiados por inmersion en agua con 2-fenoxietanol (0.4 mL de
2-fenoxietanol/L de agua), se les coloco un pafio humedo en los ojos para asi disminuir
los niveles de estrés. Se limpid el area de la papila genital con agua destilada y se seco
cuidadosamente con papel absorbente, asegurandonos de no dejar residuos de ningin
tipo. Posteriormente se colectd el esperma mediante un suave masaje abdominal en
direccion antero-posterior y se coloco directamente en microtubos Eppendorf (Abascal
et al., 2007). El proceso completo consistidé en repetir estos pasos por cada uno de los
reproductores, todo esto con el fin de que se pudiera obtener la mayor cantidad de

muestra de semen.
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7.3 Analisis macroscépico y microscopico.

7.3.1 Volumen

El volumen espermético consistio en la medicion directa de la cantidad de eyaculado
recolectado en los microtubos Eppendorf inmediatamente después de toma la muestra.
Dichos tubos fueron graduados utilizando una regla numérica para representar de
manera precisa los valores volumétricos obtenidos. Esta medida se adoptd debido a que
los tubos Eppendorf vienen graduados en intervalos de 0.1 - 0.5 - 1.0 mL. Debido a la
falta de antecedentes sobre esta especie, se tomaron como normal los valores que mas se
repitieron en las muestras colectadas y se compararon con el de otros ciclidos cultivados

de manera comercial (tilapia del Nilo).

7.3.2 Eyaculado total y concentracion espermatica

Las muestras analizadas empleando el sistema CASA fueron preparadas de la siguiente
manera; se diluyé la muestra 1:200 de eyaculado (5 p,L) /agua destilada (995 p,L), de
esta dilucion se toman 8 |iL, se colocan en una cdmara de Neubauer y se dejo en reposo
de 5a 10 minutos. Posteriormente, se coloco en la platina del microscopio y se observo
bajo el objetivo 20x. En total se capturaron cuatro campos con un ndmero
indeterminado de células espermaticas y se procedio a correr el conteo utilizando el
sistema CASA, ajustandolo previamente al reconocimiento de celulas espermaticas de
peces. El sistema CASA cuenta de una interfaz sencilla e intuitiva, caracteristica que
permite capturar de manera inmediata los datos de la muestra, los cuales se guardaron
en formato Excel (.xIsx) e imé&genes de los campos de captura (Figura 1). Para calcular
el eyaculado total en cada muestreo, se multiplico la concentracion espermatica

obtenida por el volumen total colectado.
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Las mediciones para volumen, eyaculado total y concentracion espermatica se
tomaron cada 10 semanas hasta completar 40 semanas. Lo anterior se establecid
considerando que los machos por lo general se recuperan en periodos de 4 a 6 semanas

(Martinez etal., 2019), lo cual se considera tiempo suficiente para su recuperacion.
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Figura 1 Ejemplo de fotografiatomada del campo capturado por el programa CASA

7.4 Analisis Estadistico
Los datos fueron ordenados y sometidos a pruebas de homogeneidad vy
homocedasticidad utilizando el programa estadistico MINITAB 2019. Posteriormente,

se aplicd un analisis de varianza (ANOVA) de una via con intervalo de confianza del

95% para comparar las medias repetidas (P > 0.05).
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8. RESULTADOS

Los resultados de concentracion espermatica, eyaculado total y volumen total obtenidos
en machos de morro colorado (V. fenestrata) se encuentran contenidos en la Tabla 2. El
volumen total obtenido a lo largo del experimento no registro diferencias significativas
(P >0.05) en las semanas muestreadas, aunque fue posible observar una tendencia hacia
un mayor volumen total a partir de la semana 20, la cual se mantuvo hasta la semana 40.

El eyaculado total al igual que la concentracion de células espermaticas registrd
los valores significativamente méas altos (P < 0.05) a las semanas 30 y 40 en
comparacion con las semanas 10 y 20. No se observaron diferencias significativas (P >
0.05) para el eyaculado total o la concentracion espermatica entre los muestreos

realizados a las semanas 10y 20, asi como entre las semanas 30 y 40.

Tabla 2. Concentracion espermatica (C x109 célulasmL-1), eyaculado total (C x109
célulasmL-1) y volumen total (mL) obtenidos en machos de morro colorado (Vieja

fenestrata) a lo largo de 40 semanas. Promedio = Desv. Std.

Tratamiento Semana 10 Semana 20 Semana 30 Semana 40

Volumen total 0.19 + 0.08a 0.29 + 0.10a 0.25 + 0.09a 0.24 + 0.05a

Eyaculado total 0.064 + 0.007b 0.145 + 0.070b  0.545 £ 0.250a  0.561 + 0.140a

Concentracion 0.34 + 0.04b 0.50 + 0.25b 2.18 +1.02a 2.34 + 0.61a

Los superindices con distinta letra en la misma fila indican diferencias significativas (P
< 0.05).
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9. DISCUSION

Hasta este momento no existen antecedentes sobre la calidad espermatica del morro
colorado. Esta especie como alternativa en la practica acuicola local esta siendo
considerada como una alternativa real, sin embargo, ain es muy limitada la informacion
que se tiene de ella. De tal manera, este trabajo abordo la aclimatacion de esta especie a
las condiciones de los estanques, a las dietas comerciales y al manejo para la colecta
espermatica. Este Ultimo aspecto es importante ya que puede tomar tiempo para que un
colector de muestra espermatica pueda obtener muestras no contaminadas (sin contacto
con agua, orina, heces o cualquier sustancia que pueda afectar la activacion de las
células) (Beirao et al., 2019). Todo lo anteriormente mencionado se llevé a cabo a lo
largo de 40 semanas tratando de reducir el estrés para nuestros reproductores, ya que
esto incidiria en la viabilidad de la calidad espermaética. Finalmente se logro observar la

evolucién de la madurez sexual de los machos del morro colorado.
9.1 Macroscépico

9.1.1 Volumen

El volumen espermatico no presento diferencias significativas en cualquiera de las
semanas muestreadas en este trabajo, a pesar de que las muestras presentaron inmadurez
hasta la semana 20. En el morro colorado, Ramirez-Ochoa (2022) observd que en
eyaculados inducidos con gonadotropina el volumen espermatico aumenta hasta dos
veces sobre los eyaculados naturales para la misma especie. Sin embargo, es importante
aclarar que en dichas muestras el volumen total consistio en mayor medida de liquido
seminal y no de células espermaticas. En nuestro trabajo la media de volumen del morro
colorado resulté ser mayor que lo reportado por Salirrosas-Fernandez (2015) para el

caso de latilapia roja (Oreochromis sp.). Ambas especies pertenecen a la misma familia
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(Cichlidae) al ser géneros cercanos, por lo cual se puede considerar que el volumen
seminal obtenido a las semanas 30 y 40 en el morro colorado se encuentra dentro
intervalos normales para los peces pertenecientes a representantes de la familia
Cichlidae. Es importante aclarar que las mediciones reportadas fueron hechas en etapas

maduras de su ciclo en ambos casos.

En comparacion con otras especies de interés acuicola (Tabla 3), el volumen
seminal observado en el morro colorado aln se mantiene por debajo de la media, tal es
el caso reportado por Cejko et al. (2014) que evaluaron la calidad espermatica de la
carpa comun (Cyprinus carpio), obteniendo valores que duplican a los observados en
este trabajo. Por otro lado, Castro & Patil (2019), evaluaron la calidad espermatica en el
salmoén del Atlantico (Salmo salar), reportando un volumen de eyaculado superior a los
11 mL. La diferencia pronunciada entre Salmo salar y morro colorado probablemente
es causada por que el primero tiene por objetivo dispersar el contenido espermatico en
toda la columna de agua buscando coincidir con los desoves de las hembras. Para
garantizar la fertilizacion del mayor nimero de huevos se necesita de un mayor
volumen de eyaculado. Mientras que las diferencias con C. carpio y Brycon amazonicus
se podrian deber a que el morro colorado apenas empieza a ser domesticado, con lo
cual, se ha comprobado que la adaptacion de las especies a las condiciones de
hacinamiento de los estanques suele ser sumamente estresantes para los organismos,
esto a su vez puede afectar el sistema endocrino y con ello la produccién de hormonas
que ayudan en la generacion y maduracion de los gametos (Barandica & Tort, 2008). De
igual forma, ha sido reportado que el tamafio de los organismos tiene una relacion
directa con la cantidad del volumen seminal producido, lo cual es otro factor que puede

influir en la produccion de semen (Guerrero-Quiroz et al., 2008).
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Por todo lo anterior, la domesticacion del morro colorado, aunado a la seleccion
de lineas genéticas mejoradas, podria coadyuvar a incrementar los volimenes totales en
los eyaculados de organismos bajo condiciones de cautiverio, pues se ha reportado que
factores tales como la temperatura, nutricion, buen manejo y domesticacion influyen de
manera significativa en la produccion de células sexuales, asi como en el éxito de la
reproduccion (Fauvel et al., 2010). Por lo cual, el manejo de los animales, las
condiciones de los estanques y los factores de estrés son los principales factores que

delimitan el correcto desarrollo de las células espermaticas.

Tabla 3. Valor medio del volumen espermatico en muestras naturales de Vieja

fenestrata con respecto a otras especies acuicolas de importancia comercial.

Especie Volumen (mL) Referencia
Viejafenestrata 0.25 £ 0.09 Este estudio
Oreochromis niloticus 0.22 + 0.17 Salirrosas Fernandez, 2015
Cyprinus carpi6 051 +0.21 Cejko et al., 2014
Salmo salar 11.13 + 5.46 de Castro & Patil, 2019
Brycon amazonicus 18+ 12 Cruz-Casallas etal., 2007
Piaractus brachypomus 7.44 +£2.18 Suarez-Martinez etal., 2019

9.2 Microscopico

9.2.1 Concentracion

La concentracion espermatica presenté un incremento conforme se avanzo en las
semanas evaluadas para los muestreos, probablemente derivado de la aclimatacion de
los reproductores a las condiciones de cautiverio pues se observaron diferencias

significativas entre la semana 10 y la semana 40 en cautiverio, presentando una mayor
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concentracion en el Gltimo muestreo. Es importante mencionar que este trabajo es uno
de los primeros reportes referente a la calidad de los gametos en el morro colorado, por
lo cual, el incremento significativo en el nimero de células espermaticas por mililitro
observado en el transcurso de las semanas evaluadas puede considerarse como la

maduracion del nimero de espermatozoides por eyaculado para la especie.

La concentracion espermatica reportada en este trabajo resultd similar a la
reportada por Salirrosas-Fernandez (2015) y superior a lo observado por Alcantar-
Vézquez et al. (2022) quienes evaluaron la calidad espermética de la tilapia roja
(Oreochromis sp.) y la tilapia del Nilo (O. niloticus), respectivamente. Cabe resaltar que
esta mayor concentracion espermatica (1.3 veces mayor en morro colorado sobre O.
niloticus) se puede deber a que la segunda es una especie ampliamente domesticada y
varios autores establecen que la concentracion espermatica disminuye con el tiempo de
domesticacion de la especie, ya que, debido a la nula competencia reproductiva del
entorno natural se vuelve innecesaria la generacion de un gran numero de gametos

(Smitherman etal., 1988; Osure & Phelps, 2006).

Los resultados obtenidos apoyan la hipdtesis de que el intervalo de tiempo entre
las colectas no afectd a sus consecuentes muestreos, es decir, que en condiciones
experimentales no hay influencia negativa en la calidad espermaética con los tiempos que
se manejan en el presente trabajo. Al respecto, Suarez-Martinez et al. (2019) reportaron
en la cachama blanca (Piaractus brachypomus), que en un intervalo de cuatro semanas
se puede obtener semen de calidad similar empleando un mismo reproductor sin
variaciones significativas en los parametros espermaticos, en este trabajo se emplearon
tiempos de 10 semanas entre muestreo, lo que se considera un tiempo de recuperacion
suficiente, en especial en machos reproductores no domesticados como los del morro

colorado.
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Especies cultivadas en el sector acuicola como la carpa comun (C. carpio) y la trucha
arcoiris (O. mykiss), muestran concentraciones de espermatozoides superiores a lo
observado en morro colorado (Tabla 4). Kowalski & Cejko (2019), han establecido que
el nimero de células espermaticas por desove puede alterarse por las condiciones de su
medio. Debido a esto se produce mayor cantidad de espermatozoides en las especies de
peces que habitan en aguas de corriente rapida, esta particularidad se hace con el fin
estratégico de fecundar la mayor cantidad de huevos posibles (Lahnsteiner et al., 1996).
Por el contrario, para las especies que habitan en aguas someras como morro colorado,
ya que acostumbra a fertilizar los desoves a la altura del sustrato, no se necesita de un
elevado nimero de espermatozoides para lograr la mayor cantidad de huevos,
idealmente (FishBase, 2019). Debido a que, para el morro colorado la fertilizacion
ocurre en aguas tranquilas, resulta conveniente a nivel productivo para el desarrollo de
una técnica in vitro ya que solo se emplearia de una extraccion manual del esperma y
depositarlo sobre el desove, eliminando la necesidad de un flujo constante que emplean
las especies de aguas de corriente rapida (Piamsomboon et al., 2019). En la fertilizacion
artificial de peces como el salmén o la trucha, se requiere de un flujo constante de agua
que ayude a los gametos a lograr una fertilizacion exitosa (Munkittrick & Moccia, 1984;
Lahnsteiner et al., 1996; Hugunin et al., 2008). Nuevamente, es importante mencionar
que no hay investigaciones previas de la calidad espermatica en el morro colorado, por
lo que se puede inferir que lo observado hasta el momento, puede ser resultado de los
factores mencionados anteriormente, de la evolucion en su madurez sexual durante el
periodo experimental (40 semanas), o bien, pueden ser las caracteristicas propias de la

especie.

En el presente trabajo existieron diferencias en el ndmero de células

espermaticas por mL obtenidas a lo largo del periodo experimental, es decir, hubo un
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aumento significativo en la presencia de estas conforme se avanzd en las semanas
muestreadas hasta la semana 40, tiempo suficiente para que se pueda reportar que los
datos obtenidos se consideren como muestras completamente maduras y con los

mayores numeros en el conteo de espermatozoides por eyaculado para la especie.

Tabla 4. Valor medio de la concentracion espermatica en muestras naturales
consideradas maduras de V. fenestrata con respecto a la media de otras especies

acuicolas de importancia comercial.

Concentracion espermatica

Especie (x109 células-mL"1) Referencia
Viejafenestrata 2.26 + 0.82 Este estudio
Oreochromis niloticus 0.75 + 0.54 Salirrosas Fernandez, 2015
Cyprinus carpio 3.10+ 1.39 Kovacik et al., 2018
Salmo Salar 15.99 + 3.36 Dziewulska etal., 2011

25



10. CONCLUSIONES

1 El volumeny la concentracion espermatica del morro colorado obtenidos al final
del periodo experimental permiten la viabilidad de su cultivo a corto plazo en
materia de volumen espermatico y cantidad de células espermaticas.

2. Los valores de concentracion espermatica obtenidos al final del experimento son
evidencia de que los tiempos adecuados para un reproductor de esta especie,
debido a la falta de domesticacion, son alrededor de 30 a 40 semanas en
cautiverio.

3. La concentracion espermatica se incrementd significativamente con el paso de
las semanas muestreadas, lo cual es indicativo del proceso de aclimatacion al

confinamiento de los machos reproductores del morro colorado.
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