UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

CAMPUS TUXTEPEC

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

EVALUACION DE LA CALIDAD ESPERMATICA EN
MACHOS YY DE TILAPIA DEL NILO
(Oreochromis niloticus)

TESIS

Para obtener el grado de
Maestro en Biotecnologia

PRESENTA
JONATHAN FERNANDEZ SANTOS

Director de Tesis Co-Director de Tesis
DR. VICTOR MANUEL DR. JUAN PABLO
MEZA VILLALVAZO ALCANTAR VAZQUEZ

San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca, México, 2019



Universidad del Papaloapan

UNPA

Division de Estudios de Posgrado

OFICIO DEP/2019/002
ASUNTO  Autorizacién de impresion de tesis

San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca, México a 8 de enero de 2019

L. P. Yesenia Barrientos Arenal
Jefa de Servicios Escolares
Universidad del Papaloapan

Sirva la presente para informarle que el jurado del examen para obtener el grado de
Maestro en Biotecnologia del C. Jonathan Fernandez Santos, matricula 16140005, ha
autorizado la impresion del manuscrito que lleva por titulo “Evaluacion de la calidad
espermética en machos YY de tilapia del nilo (Oreochromis niloticus)" para su
posterior presentacion y defensa por parte del sustentante.

/
De antemano agradezco su atencion, sin mas que agregar, quedo a sus ordenes.

Atentamente

lerra ubérrima, meas aperta
Bou Lo-tama, chijijua

Dr. Adplfé'Lopez Torres
de la Division de Estudios de Posgrado

DE
ESTUDIOS DE
POSGRADO

C.c.p. C. Jonathan Fernandez Santos

C.c.p. Archivo
Campus Tuxtepec wtvw.tinpa.erlu,mx Campus Loma Bonita
C. Circuito central No. 200, Col. Parque Industrial. Av. Ferrocarril S/.\’, Ciudad universitaria.
C.P. 38301. Tuxtepec. Oax. C.P. 68400, Loma Bonita, Oax.

Tcl. 01(287)8759240 Tel. 01(281)8729230

i



Universidad del Papaloapan

UNPA

O1lvi1

Division de Estudios de Posgrado

MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

OFICIO DEP/2019/MB/001
ASUNTO Jurado de Examen de Grado

San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca, a 8 de enero de 2019

C. Jonathan Fernandez Santos
Estudiante de la Maestria en Biotecnologia
Universidad del Papaloapan

Por este medio le informo que el jurado de su examen para obtener el grado de Maestria en
Biotecnologia estara integrado por los siguientes investigadores.

Dr. José Abad Zavaleta UNPA Presidente
Dra. Tafiia Zufliga Marroquin UNPA Vocal
Dr. Victor Manuel Meza Villalvazo UNPA Secretario
M.C. Cecilio Ubaldo Aguilar Martinez UNPA ler Suplente
Dr. Héctor Magafia Sevilla TNM-ITConkai 20 Suplente
cordiales
Atentamente

C.c.p. Dr. Victor Manuel Meza Villalvazo - Director de tesis.
C.c.p. L. P. Yesenia Barrientes Arenal - Jefa de Servicios Escolares.
C.c.p. Archivo
CAMPUS TUXTEPEC www.unpa.edu.mx
C. Circuito.central No. 200, Col. Parque Industrial.
C.P. 38301, Tuxtepec, Oax.
Tel. 01(287)8759240

VICE'RECTORIA
ACADEMICA

Campus Loma bonita
Av. Ferrocarril S/N, Ciudad universitaria,
C.P. 68400, Loma Bonita, Oax.
Tcl. 01(28 1)8729230



“Depende a quien le preguntes, puedo ser un hombre cualquiera pero nunca del montén.
Nadie es completamente bueno o malo, la conciencia nos dicta quienes somos de acuerdo a
que es mejor para la etapa en la que vivimos. Lo dificil es siempre conservar quienes
Somos, que queremos ser y cuando sin importar cuanto el entorno nos parezca orillar a otro

estado de consciencia”.

Jhony Fdez. S.



DEDICATORIA

Dedicado al conjunto de sentimientos que tuve que afrontar y vivir para saltar un peldario,
a la ambicion de un hombre y al hambre de conquistar un mundo desconocido fomentado
con la idea de; “la constancia es para el que quiere perseverar”. Efectivamente, el esfuerzo

estuvo presente para demostrarlo una y otra vez.

Existen diversas razones para realizar investigacion (tanto personales como las mds nobles)
pero sin importar cudl sea la razén todo nace de un deseo, y este es acompafiado de un sin
niimero de eventos que se vuelven un punto de paso forzado fuera de nuestro control y que
desembocaran para culminarlo o desecharlo. Deseo que como yo, contemos con los
sentimientos de un objetivo valioso (que valga la pena superar estos eventos) y no solo un
objetivo de crecer como un vegetal (solo porque si), de lo contrario no habrd triunfo ni logro,

solo un vacio “CO HICE".



AGRADECIMIENTOS

Por supuesto que fue gracias a mis padres que han jugado el rol de apoyo y guia en momentos
de duda, un padre que siempre ha creido en el poder del estudio que nos brindd, a ti mamd

GRACIAS DE TODO CORAZON pues no hay palabras que describan la maravilla de

contar contigo.

Mis directores de tesis, Doctores muy capaces que fueron quienes lograron convertir un
escrito con un sinfin de malas redacciones, en una tesis y una investigacion que ahora vale
todo el tiempo del mundo para su lectura y aprovechamiento, puede que no sea perfecta pero

puede ser base de futuros logros.

Ha Rocio Mdrquez Reyes por ser la iinica persona que conocid el inicio incierto de tan solo
parte de un proyecto de vida que culmino en 3 afios después, con otro proyecto y el inicio de

una nueva investigacion; la de ser PADRE de una hermosa nifia, mi Lila Mabel.

Amigos y conocidos que compartimos una bebida, doctores que prefirieron ser amigos y no
solo profesores, ustedes crearon parte de esos sentimientos de “puedo sequir adelante, no es
tan pesado, hay que aprovechar la maestria y si é[ pudo porque yo no”. La UNPA se

convirtio en un ambiente muy agradable por ustedes.

Vi



CONTENIDO

DEDICATORIA .ottt ettt bbb eeneenes %
AGRADECIMIENTOS ..ottt sttt re e vi
CONTENIDO ...ttt bbbttt b bbbt e et e bbbt st ns vii
CONTENIDO DE CUADROS ..ottt sbe bbb iX
CONTENIDO DE FIGURAS ... .ottt sttt sttt nnennes X
RESUIMEN ...ttt bbb bbbttt bbbt e st Xi
SUMMARY ..t bbbttt b et e bbbt bt bt et e et bbbt e Xii
INTRODUGCCION .....couiiiiiiiiieieiitssesss et 1
L ANTECEDENTES. ... .ottt bbbt bbb nneas 3
1.1. Aspectos generales de la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) ............cccccvevveenee. 5
1.2. Biologia reproductiva de 1a tilapia..........cccoceeerriiiieiiiieeese s 6
1.2.1. Sexado poblacional de la tilapia del Nilo...........ccccovveviiiiiieiie e 7

1.3. Cultivo monosexo de la tilapia del Nilo...........cccoooveiiiiiiii e 8
1.3.1. Técnicas utilizadas para lograr un cultivo monosexo de tilapia del Nilo............. 8
1.3.2. SeXa00 MANUAL.......c.eiiiiiiiieieeie bbb ens 9
1.3.3. Hibridacion IntereSPeCifiCa.........ccovveiveiiiiiiieie e 9
1.3.4. Reversion sexual (INduCCiOn SeXUAL) ........ccciiiieiiiieieie e 9
IR T T |V - Tod 1T T USSR 9

1.4, Calidad €SPEIMALICA. .........civeirieieeie ettt ettt esreenas 10
I |V o) ] T =T O 10
IV (o] o (o] [0 T OSSR SPR P TSRPR 11
1.4.3. CONCENTIACION ....ovveeete ittt et e e e besteabenrenneas 13
1.4.4. Viabilidad espermética (integridad) ...........ccocerrereneieneneneese e 13

1.5. MEtOA0S € ANALISIS .....eveviiieeieeieieie ettt nneene e 14
1.6. Variables que afectan la calidad eSpermatica............ccccceeveeiieveiicve e 14
L JUSTIFICACION ..ottt s 16
L HIPOTESIS ...ttt 17
IV, OBIETIVOS ...ttt sttt et st sbenbeereene e 18
4. 1. ODJETIVO GENETAL ...t 18
4.2. ODJEIVOS BSPECITICOS ... eviitiiiieiieiieie ettt 18
V. MATERIALES Y METODOS .......cooiiiieieeiesiieesiesssses s esesses s senansssenssss s 19
o T0 I N 1 = 1L S 19
ST Ofo] [=Tox - o (=TT 31T o SR 19

Vil



5.3. ANALISIS MICTOSCOPICO ..evveiuieiiieieeie et eee s e ste et et e e te et ne e raenbesseesneeneenee e 19

5.3.1. CONCENIIACION .....eevieir e cieeee ettt et et e e esaeeste e e e sreenreenee s 19

ST I o) ] [ o - To SR 20
ST TG T 1Y/ o] o (0] (oo I USSP 20

5.4, ANALISIS €STAISTICO ....eveeviiieieecie e 20
V1. RESULTADOS Y DISCUSION ..ot 22
6.1. VOIUMEN, CONCENIIACION. .....eeveeie ettt et re e saeene e 22

G T2 11101 1] 1o = Vo 1SS 23
TR I\ [o] o (0] (o]0 | T- WSS PRS 28
CONCLUSIONES ...ttt ettt s be e re e reeeenneens 31
PERSPECTIVAS . ...ttt ettt ettt e e sae e teene e s te e raeeenneenas 32
REFERENCIAS ...ttt e et e e et e e e s et e e e e s s eabae e e s e nreeeas 33

viii



No.

Cuadro 1.

Cuadro 2.

Cuadro 3.

Cuadro 4.

Cuadro 5.

Cuadro 6.

Cuadro 7.

CONTENIDO DE CUADROS

Investigaciones de importancia en el desarrollo de la tecnologia YY
Oreochromis NHOTICUS. .......oeiuii e
Valores normales encontrados en evaluaciones para medir la infertilidad
N MACKOS. ...\ttt e
Valores de volumen, concentracion y motilidad masal de eyaculados en
machos XY y YY de Oreochromis niloticus..................ccceeeinnn.n.
Parametros de motilidad individual de espermatozoides de machos XY y
YY de Oreochromis NIlOtICUS. ..........c..oviiiiiiiiii e
indices de motilidad individual (en unidades arbitrarias, (Nufiez Martinez
et al., 2006) para las subpoblaciones de espermatozoides de machos XY
y YY de Oreochromis nilotiCuS. ............oooviiiiiiiii e,
Distribuciones de la poblacién espermatica en subpoblaciones de machos
Oreochromis NIOLICUS. ... ..o.iviii e
Parametros de morfologia individual en espermatozoides de machos XY
y machos Y'Y de Oreochromis niloticus................ooiiiiiiiiiinnnn,

Pag.

15

22

25

26

27



No.
Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

CONTENIDO DE FIGURAS

Pag.
Caracteristicas morfologicas de la tilapia del Nilo (Oreochromis
NHTOTICUS) ...t 6
Diferencia urogenital entre macho (A) y hembra (B) de tilapia del Nilo
...................................................................................... 7
Parametros analizados por el mdédulo de Morfometria espermatica en el
SISTEMA CAS A . 12



RESUMEN

En la region del Papaloapan, la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) es una especie de
importancia comercial que en Gltimos afios ha mostrado un crecimiento significativo en su
cultivo de hasta en un 50 %. Sin embargo, la produccién se estd implementando a través de
la utilizacién de hormonas para la generacion de poblaciones de monosexo, lo que a su vez
genera conflictos con el mercado y los grupos ambientales, lo que apunta a una reduccion en
el uso de sustancias sintéticas. Debido a esto, existe una busqueda continua de tecnologias
que permitan una cultura mas amigable con el medio ambiente (manteniendo un equilibrio
econodmico y social). La produccion de machos Y'Y (solo producen espermatozoides con un
cromosoma Y) genera poblaciones de machos para su venta sin el uso de hormonas u otras
sustancias activas. Sin embargo, solo unos pocos estudios han abordado las caracteristicas
seminales de los machos Y'Y como reproductores. El objetivo del presente trabajo fue evaluar
las caracteristicas espermaticas de los machos Y'Y de tilapia del Nilo mediante pardmetros
que determinan la calidad espermatica, como el volumen, la concentracion, la motilidad y la
morfologia. Utilizamos 60 reproductores divididos en dos grupos: grupo 1 XY (n = 30),
grupo 2 YY (n = 30), ambos grupos se mantuvieron en las mismas condiciones y régimen de
alimentacion. La concentracién espermatica y la motilidad se determinaron mediante
dilucion (semen / agua destilada) y se analizaron utilizando un sistema CASA. Los valores
obtenidos para el volumen y la concentracion espermatica mostraron diferencias
significativas (P <0.05), con los machos YY (0,8 mL, 3150,43 x10° mill / mL) mostrando
los valores mas altos en comparacion con los machos XY (0,4 mL, 750.78x10° mill / mL).
No se observaron diferencias significativas en la motilidad espermatica entre los grupos
(machos XY = 65 % de los espermatozoides mdviles, machos YY = 63 % de los
espermatozoides mdviles). La morfologia registré diferencias significativas (P <0.05) solo
para el area de la cabeza, en los machos YY (0.5 pum?) mostraron una diferencia
significativamente mayor en comparacion con la observada para los machos XY (0.2 um?).
Los resultados obtenidos sugieren que las caracteristicas seminales de los machos Y'Y no se
ven afectadas negativamente por el genotipo sexual, incluso presentan valores mas altos de
volumen y concentracion espermatica en comparacion con los machos XY.

Palabras clave: Calidad espermatica, Tilapia del Nilo, Macho YY.
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SUMMARY

In the region of Papaloapan, Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is a species of commercial
importance that in later years has shown a significant growth in his culture up to 50 %.
However, production is being implemented through the utilization of hormones for
generation of monosex populations, this in turn generates conflict with the market and
environmental groups, which points to a reduction in the use of synthetic substances. Due to
this, there is a continuous search for technologies that allow a friendlier culture with the
environment (maintaining an economic and social balance). The production of YY males
(only produce spermatozoa with a Y chromosome) generates populations of males for sale
without the use of hormones or other active substances. However, only a few studies have
addressed the seminal characteristics of Y'Y males as breeders. The objective of the present
work was to evaluate Nile tilapia YY-males™ spermatic characteristics through parameters
that determine the spermatic quality such as volume, concentration, motility and morphology.
We used 60 breeders divided in two groups: group 1 XY (n=30), group 2 YY (n=30), both
groups were maintained under the same conditions and feeding regimen. Spermatic
concentration and motility were determined under dilution (semen/distilled water) and
analyzed using a CASA system. The values obtained for volume and spermatic concentration
showed significant differences (P < 0.05), with the YY males (0,8 mL, 3150,43 x10°
mill/mL) showing the higher values in comparison to the XY males (0,4 mL, 750.78x10°
mill/mL). No significant differences were observed in spermatic motility between groups
(XY males = 65 % of motile sperms, YY males = 63 % of motile sperms). Morphology
registered significant differences (P < 0.05) only for head area, with the YY males (0.5 pm?)
showing the significantly higher in comparison to that observed for the XY males (0.2 pm?).
Results obtained suggest that seminal characteristics of Y'Y males are not negatively affected
by sexual genotype, even presenting higher values of volume and spermatic concentration
compared to XY males.

Key words: Spermatic quality, Nile tilapia, Male Y.
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INTRODUCCION

México es un pais que cuenta con un gran potencial para el desarrollo de la acuicultura,
debido a que posee 12,500 km? en cuerpos de agua dividido entre costas, lagunas y esteros
(SAGARPA, 2017). Sin embargo, esta actividad se ha establecido de manera reciente, por lo
que actualmente se encuentra en etapa de desarrollo (Ramirez-Lopez. 2015). Una de las
especies acuicolas méas importantes no solo para México sino a nivel mundial, es la tilapia

del Nilo (Oreochromis niloticus) debido a sus caracteristicas bioldgicas y nutricionales.

El cultivo de la tilapia del Nilo ha tenido un crecimiento significativo, principalmente en el
sur del pais. Por lo cual existe una constante busqueda de la optimizacion para un mejor
aprovechamiento de dichos organismos (FAO, 2016). Sin embargo, la produccién de esta
especie ha sido limitada por diversos factores (como mantener condiciones adecuadas de
habitat, controlar el numero poblacional en estanques para cultivo, obtener un
aprovechamiento semejante de crias masculinas y femeninas en el sector econdémico)
(Kubitza, 2009). Uno de los métodos mas utilizados para incrementar la productividad de la
especie es generar cultivos monosexo a un bajo costo. Esto se puede lograr utilizando machos
reproductores con genotipo sexual YY, los cuales al ser cruzados con hembras normales
(XX) producen una progenie constituida por 100 % de machos genéticos libres de hormonas
(Mair et al., 1997; Alcantar-Vazquez et al., 2014b).

Desde este punto de vista productivo, existe un consenso general sobre la ventaja de utilizar
reproductores YY. Sin embargo, desde el punto de vista reproductivo, existe muy poca
informacién sobre el desempefio de estos machos. Algunos productores con amplia
experiencia sostienen que cuando se han utilizado machos YY como reproductores, se
observa una menor cantidad de alevines producidos (comunicacion personal). Por lo cual, la
unica manera de mantener un producto de calidad es mediante investigacion que le permita
conocer la ventaja y la debilidad que pueda tener dicha variante genética (Rodriguez-
verdugo, 2012).



Los gametos, incluyendo los espermatozoides, pueden presentar dafios celulares y
moleculares por diversos factores intrinsecos durante la espermatogénesis, incluyendo las
modificaciones cromosomicas (Martinez & Carrasco, 2010), como es el caso de los machos
con dos cromosomas Y. debido a lo anterior, la evaluacion espermatica no solo permitira
elevar los niveles de supervivencia larval y garantizar una progenie deseada de cultivo, sino
apoyar la reproduccion en cautiverio (Montes-Montes, 2012) y en ultima instancia mejorar
el manejo de reproductores YY. Algunos estudios previos ya han mostrado resultados
prometedores, como es el caso de Salirrosas et al., (2017), donde observaron que los
reproductores YY muestran una mayor concentracion espermatica en comparacion de
reproductores XY de tilapia roja. Sin embargo, la falta de un estudio mas profundo sobre los
machos YY destinados a la reproduccion, fomenta la poca comprension y certeza del
adecuado manejo de dichos reproductores. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo es la
evaluacion de la calidad espermatica bajo un sistema informatico CASA, el cual permitira
reducir la subjetividad propia de este tipo de estudios y homogeneizar los criterios de calidad

de los reproductores.



I. ANTECEDENTES

La produccidn de tilapia, en paises tropicales y subtropicales, es por lo general de bajo costo

en comparacion de otras regiones, al contar con temperaturas favorables a su desarrollo

(Rodriguez-verdugo, 2012). No obstante, su reproduccién siempre ha sido un tema

complicado, debido a las poblaciones mixtas de alevines que normalmente se presentan si no

se aplica ningun tipo de mejoramiento genetico, hasta la manipulacién cromosomica de los

mismos, lo cual permite al acuicultor la posibilidad de producir progenies genéticamente

machos a traves de reproductores Y. El cuadro 1 resume las investigaciones realizadas con

respecto a la tecnologia YY.

Cuadro 1. Antecedentes de importancia en el desarrollo de la tecnologia YY

Autor Tema

Resultados

Guerrero-Quiroz et al., Analisis de la calidad
2008 seminal

Andlisis de la calidad

Nadirah et al., 2010 espermatica

Especie: Oreochromis spp.
Mencionan la existencia de un
porcentaje aceptable, sobre las
anormalidades en los espermas (10
%).

Las anormalidades mas frecuentes
fueron: la presencia de gotas
citoplasmaticas en la cabeza y
cuerpo del espermatozoide y un
desprendimiento de flagelos.
Especie: Oreochromis niloticus.
Concluyen: que los
espermatozoides se encuentran
inmaviles en el plasma seminal y
permanecen quiescentes.
Evaluaron la actividad optima a
PH de 6.5 a 8.5 sobre la motilidad

del esperma. Como resultado de



Gennotte et al., 2012

Alcéantar-Véazquez et al.,
2014 b

Salirrosas et al., 2017

Influencia del genotipo
sexual sobre la calidad

espermatica.

Evaluacion de
progenie en machos
feminizados (XY)

Evaluacién de la
calidad espermatica en
machos YY

esto, obtuvieron que el efecto del
PH sobre la motilidad del esperma
es insignificante.

Especie: Oreochromis niloticus.
Concluyen: que el genotipo sexual,
no afecta la calidad de esperma en
la tilapia del Nilo. Sin evaluar el
nivel hormonal, los
desplazamientos espermaticos y la
evaluacion a un mayor nimero de
reproductores.

Se menciona que la feminizacion
se completa generalmente a nivel
fisiologico, pero conservando
parte de su morfologia en el
oviducto. Podria ser el resultado de
bajos niveles de absorcion
hormonal o la interaccion con
variables ambientales, como la
temperatura de crianza y un
apreciable efecto parental para una
alta produccion de machos

Lo reportado es un analisis entre la
relacion ~ cromosomica de
reproductores Y'Y y una variacién
encontrada en algunas
caracteristicas como la
concentracion y movilidad
espermatica, comparado con la

encontrada en reproductores XY.




1.1. Aspectos generales de la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)

Las caracteristicas de la tilapia del Nilo son; un cuerpo comprimido con una cubierta de
escamas cicloideas (redondeadas). Una profundidad del pedinculo caudal similar a su
longitud, con una protuberancia ausente en la superficie dorsal del hocico. Contiene en su
primer arco branquial entre 27 y 33 filamentos branquiales. La aleta dorsal presenta
combinaciones de espinas rigidas y blandas en forma continua de 16 0 17 espinas, con un
numero de 11 a 15 rayos (mostrando numerosas lineas negras). En el caso de la aleta anal, se
presentan 3 espinas y entre 10 a 11 rayos. La aleta caudal se encuentra truncada y las aletas
pectoral, dorsal y caudal adquieren una coloracion rojiza en temporada de desove (Figura 1).

Tal como lo describen autores como Morales (1974), Basurto (2008) y manuales como el de
Nicovita (2007), la tilapia del Nilo, presenta caracteristicas que la hacen un candidato ideal

para la acuicultura, entre las que se encuentran:

a) Una alta adaptabilidad (condiciones ambientales).

b) Facil reproduccién con alta resistencia a enfermedades.

c) Alta productividad, al aceptar los diferentes tipos de alimentos (naturales como
artificiales).

d) Presentan tendencia omnivora (fitoplancton, plantas acudticas, pequefios
invertebrados, fauna bentonica, desechos y capas bacterianas asociadas al detritus).

e) Es una especie que vive preferentemente en aguas someras dentro de un rango de
temperaturas (20 a 35 °C).

f) Latilapia del Nilo llega a vivir mas de 10 afios y alcanzar un peso de 5 kg.



H
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Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas de la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus); A:
nariz, B: branquias, C: aleta dorsal, D: linea lateral, E: péndulo caudal, F: aleta caudal, G:
aleta anal, H: orificio anal, I: aleta ventral, J: aleta pectoral, K: 0jo y L: boca.

1.2. Biologia reproductiva de la tilapia

El proceso reproductivo de la tilapia del Nilo es asincronico, lo cual significa que puede
desovar a lo largo del afio si no se presenta una temporada fria que inhiba el desove.
Generalmente la etapa reproductiva inicia cuando el macho establece un territorio, marca un
nido a manera de crater y vigila su territorio ahuyentando a cualquier posible competidor; el
tamafo de los nidos parece estar en funcion de la talla y la cercania de los nidos, lo cual
permite que cada ocupante pueda ver a sus vecinos sobre guardando sus nidos (Baltazar et
al., 2007).

La hembra madura desova sobre el nido (la temperatura minima para iniciar el desove es de
24°C) y después de la fertilizacion por parte del macho, la hembra recogen los huevos con
la boca y se retira. La hembra incuba los huevos en la boca y cria a los alevines hasta que se
absorbe el saco vitelino. Mientras dura la incubacion la hembra come muy poco o bien nada.
Una hembra de 200 g desovara aproximadamente 200 huevos, en tanto que una hembra de

500 g desovara 500 huevos (Alcantar-Vazquez et al., 2014a).



Una ventaja importante que ofrece la tilapia del Nilo a la produccion es su pronta madurez
sexual, que también puede representar una desventaja sobre la tasa de crecimiento (Gémez
et al., 2003). Pueden alcanzar esta madurez de los 2 a los 4 meses de edad (Alcantar-Vazquez
etal., 2014a), es decir, mucho antes de la talla comercial (6 meses de edad), lo cual complica

su manejo bajo cultivo.

1.2.1. Sexado poblacional de la tilapia del Nilo

Las hembras pueden alcanzar su madurez sexual entre los 20 y 40 gr (figura 2) segun lo
menciona Alvarado-Ruiz (2015); sin embargo, se menciona que otros autores consideran que
la madurez sexual se presenta a pesos mayores entre los 80 y 100 gr, lo que corresponde a

una edad entre 5 y 6 meses.

A) B)

Figura 2. Diferencia urogenital entre el macho (A) y la hembra (B) de la tilapia del Nilo

expuesta por Alvarado-Ruiz (2015).

Por lo general, la tilapia del Nilo produce poblaciones compuestas en un 50 % por machos y
un 50 % por hembras, sin embargo, existen algunas condiciones particulares como la edad
de maduracion sexual y la mortalidad de los individuos que, podrian causar que la proporcion

sexual sufra un desbalance (Gjedrem, 2005).

Los machos tienen un crecimiento mayor que las hembras debido a que estos utilizan la

energia extraida del alimento en su crecimiento somatico, mientras que las hembras la



utilizan en la produccién de gametos para desove, como lo menciona Alvarado-Ruiz (2015),
por lo tanto, las hembras requieren un mayor gasto energético durante la reproduccion lo que
conduce a una disminucion de la tasa de crecimiento (Nicovita, 2007; Tsang, 2008;
SAGARPA, 2011).

1.3. Cultivo monosexo de la tilapia del Nilo

El cultivo monosexo, es una técnica encaminada al cultivo de organismos de un solo sexo en
una especie en particular, con el fin de evitar la reproduccion incontrolada o para aumentar
la produccion (Marin-Ramirez, 2014). Adicionalmente, este tipo de cultivo ayuda a eliminar
la presencia de tallas heterogéneas, de acuerdo a lo mencionado por Alvarado-Ruiz (2015).
En el caso de la tilapia del Nilo, se utiliza el cultivo monosexo exclusivo de machos, dicha
preferencia esta en relacion a la diferencia marcada en las tasas de crecimiento entre ambos

sexos (Alcantar-Vazquez et al., 2014b).

1.3.1. Técnicas utilizadas para lograr un cultivo monosexo de tilapia del Nilo.

Actualmente se han desarrollado varias técnicas que permiten conseguir una poblacion de

monosexo de tilapia del Nilo, tales como:

a) Sexado manual (Bocek, 2003).

b) Hibridacion interespecifica (Alvarado-Ruiz, 2015).

c) Reversién sexual (Induccién sexual) (Alvarado-Ruiz, 2015), Alcantar-Vazquez et
al., 2014a).

d) Tilapia genéticamente macho (TGM) o progenie de machos YY (Mair et al.,
1997; Alcantar-Vazquez et al., 2014a).



1.3.2. Sexado manual

El sexado manual es una técnica basica, consiste en separar machos y hembras basandose en
la forma de la papila genital. Por lo general este método tiene una eficacia del 85 %. Entre
los inconvenientes, se encuentra la necesidad de un ojo entrenado, un incremento de personal

capacitado y el consumo de tiempo (Bocek, 2003).

1.3.3. Hibridacién Interespecifica

El resultado de esta técnica es una cruza entre especies de tilapia para obtener solo machos,
donde un ejemplo claro es una cruza de machos O. aureus (cromosomas ZZ), con hembras
O. niloticus (cromosomas XX). Este tipo de cruzas producen progenies con un elevado
namero de machos, lo cual ayuda reduciendo la posibilidad de reproduccion indeseada
(Alvarado-Ruiz, 2015).

1.3.4. Reversion sexual (Induccién sexual)

La reversion sexual consiste en el suministro de alimento con androgenos (17 a
metiltestosterona) a poblaciones de alevines sexualmente indiferenciados, esto causa que las
hembras manifiesten un morfotipo de macho, mejorando el desempefio productivo
(Alvarado-Ruiz, 2015). Sin embargo, la utilizacion de hormonas es un tema muy
controvertido, ya que existe una creciente preocupacion por la acumulacion de hormonas
naturales y sintéticas inmersas para obtener la calidad de los productos (Alcantar-Vazquez et
al., 2014a).

1.3.5. Machos YY

La técnica consiste en suministro de estrégenos (17R-estradiol, etinilestradiol vy
dietilestilbestrol) a alevines indiferenciados sexualmente, lo cual producira hembras
revertidas (XY) o machos feminizados; estas seran cruzadas con machos normales (XY)

produciendo un 50 % machos normales (XY), un 25 % hembras normales (XX) y un 25 %



de machos Y'Y estos ultimos, son los encargados de producir la nueva progenie compuesta
por un 100 % de machos naturales al cruzarse con hembras normales (XX) (Mair et al., 1997;

Alcéantar-Vazquez et al., 2014a).

1.4. Calidad espermatica

Desde un punto de vista biologico, la calidad espermatica es la habilidad que tiene un
espermatozoide para lograr fertilizar al gameto femenino. Los pardmetros que permiten
medir la calidad espermatica son: motilidad, morfologia, concentracion, viabilidad y/o
integridad de ADN (Martinez y Carrasco, 2010).

1.4.1. Motilidad

La motilidad es una evaluacion de las clases en términos de porcentaje de espermatozoides
en movimiento progresivo o nulo de los espermas individualmente (Fauvel et al., 2010).
Depende principalmente de las reservas de ATP enddgeno, el cual se encuentra presente antes
de la activacion de reacciones enzimaticas, las cuales se llevan a cabo para la degradacion de
las moléculas grandes tales como: los polisacéridos, lipidos y proteinas durante el proceso de

produccién de energia (Rurangwa et al., 2002).

La importancia de un sistema especializado como lo es el CASA, radica en la capacidad
como herramienta de captura del desplazamiento espermatico, es decir, un registro del
comportamiento que de manera tradicional resultaria inverosimil realizarlo. Para comprender
mejor el desplazamiento espermatico, se deben considerar valores para medirlo, a

continuacion, se mencionan (Proiser, 2017).

Velocidad curvilinea (VCL): Es la distancia total recorrida por la cabeza del espermatozoide
a lo largo de su trayectoria en tiempo (um / S).

Velocidad rectilinea (VSL): Se determina a partir de la distancia en linea recta entre el primer
y ultimo punto de su trayectoria, se aprecia observando el espacio recorrido, se expresa en

tiempo (um / s).
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Velocidad media (VAP): es la distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo de la
trayectoria media de circulacion en el periodo de observacion.

indice de linealidad (LIN): Es la relacion porcentual entre la velocidad rectilinea y la
velocidad curvilinea (LIN = (VSL / VCL) X 100).

indice de rectitud (STR): es la relacion porcentual entre la velocidad rectilinea y la velocidad
media (STR = (VSL / VAP) X 100).

indice de oscilacion (WOB): es la relacion porcentual entre la velocidad media y la velocidad

rectilinea.

Los espermatozoides estaticos no necesariamente estan muertos, pero no pueden fertilizar de
manera natural en su medio ambiente. También es importante reconocer que la aglutinacion

puede interferir la medicion de la movilidad (Lo Nostro, 2000).

1.4.2. Morfologia

Los espermatozoides son células aisladas que estan sujetas a entornos variables desde los
testiculos hasta el proceso de la fertilizacion en el medio en el cual sean liberados. Ademas,
pueden ser dafiados por xenobioticos, alterados por una mutacion genética o el mismo
envejecimiento y, por ultimo, pueden ser parcialmente degradados por protocolos de
conservacion (Fauvel et al., 2010). Hasta la fecha, se ha demostrado que los espermatozoides
morfolégicamente normales nadan mas rapido, realizan un recorrido lineal y por supuesto
cuentan con una mayor frecuencia de golpe flagelar, por el contrario, toda alteraciéon o
anormalidad son causantes de baja fertilidad. Se pueden encontrar anormalidades de cabeza,
flagelo 0 metabolica en el mecanismo de produccién y transduccién de la energia dentro de
la célula (Gimeno-Miquel, 2014).

Dado que la existencia de una relacién entre la morfologia espermatica y la fertilidad es dificil
de interpretar, no es del todo correcto presentar resultados globales con espermatozoides
normales y anormales. Es decir, la teratozoospermia es el numero elevado de
espermatozoides con forma anormal y es causa de infertilidad, pero se puede presentar por

diversos trastornos tales como los mencionados por Lo Nostro (2000):
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= Varicocele (agrandamiento de las venas dentro de la piel floja que sostiene los
testiculos (escroto)

= Sepsis seminal (respuesta por infeccion)

= Estrés

= EXxposicion a agentes externos nocivos

A continuacién en la figura 3, se muestran algunos pardmetros tomados en cuenta en el
andlisis morfolégico. Estas mismas alteraciones morfoldgicas en teoria, son heredadas
genéticamente o por un hecho desconocido, incluso antes de ser activada la madurez y puede
afectar a futuro el proceso de espermatogénesis (Vasquez y Vasquez, 2012), por lo cual su

presencia no es suficiente para establecer un diagnéstico causal.

Figura 3. Parametros analizados por el médulo de morfometria (Proiser, 2017).
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1.4.3. Concentracioén

El conteo espermatico en peces se realiza bajo diluciones de semen (espermatozoides / agua
destilada) usada en todas las especies estudiadas y ajustada a la especie en cuestion (Fauvel
et al., 2010). El método estandar en peces (espermas / mililitros), es un conteo de
espermatozoides que generalmente se lleva a cabo usando un hemocitometro (camara
Neubauer) (Rurangwa et al., 2003) con el fin de obtener un numero por macho donador, este
numero indica un promedio aproximado de células espermaticas producidas por dicho macho

en el proceso de espermatogénesis.

En esta investigacion este valor se obtuvo con ayuda del sistema CASA que analiza un
numero indefinido de campos y células. Realiza calculos en tiempo real y la concentracion
se muestra en millones / mililitro. Sin embargo, el reporte final se realiza después de un

proceso de depuracion realizado por el investigador a cargo.

1.4.4. Viabilidad espermatica (integridad)

Es importante evaluar el dafio en el ADN que potencialmente seria transmitido a la siguiente
generacion. En los ultimos afios se han usado varias técnicas para detectar diferentes tipos de
dafio del ADN. Los diferentes marcadores de ADN como el bromuro de etidio pueden
utilizarse para mostrar los anuncios del fraccionamiento (entre mas lesiones presente el
material genético, indicard una menor integridad de este y menor sera la posibilidad del
proceso embrionario a término). Otros métodos de la integridad del ADN son los estudios
tales como el "TUNEL" y "CASA", pero no ha sido ampliamente utilizado en estudios de
esperma de peces hasta el momento (Fauvel et al., 2010). Las causas de la aparicion de un
porcentaje significativo de espermatozoides dafiados y las consecuencias sobre la fertilidad,

es un tema digno de estudio

La viabilidad es un valor que indica el porcentaje de espermatozoides que pueden realizar el
proceso de fecundacion con éxito (independientemente de si estos tienen la capacidad motora

para realizarlo de manera natural). Este valor se determina con espermas inmoviles, los
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cuales, bajo una observacién se contabilizan los vivos de los muertos. La separacion de estos
se hace con ayuda de una tincion (de Eosina), para que al paso de unos minutos se puedan
tomar las capturas en el microscopio (Salirrosas et al., 2017). Con el uso de las técnicas de
reproduccion asistida como el ICSI (por sus siglas en ingles), se ha comprobado que incluso
espermatozoides morfoldgicamente anormales pueden producir fetos totalmente normales

(Vasquez y Vasquez, 2012).

1.5. Métodos de andlisis

El sistema CASA, contiene diferentes modulos de analisis, cada uno de estos, esta disefiado
para evaluar y analizar cada variable mencionada (motilidad, concentracion, morfologia y
viabilidad), cuenta con un ocular de campo claro de 10x, 20x o 100 x, el cual permite
seleccionar la especie, el aumento, incluso la temperatura de analisis. Se pueden realizar
capturas automaticas o manuales. La vision individualizada de la imagen original y la
mascara de analisis, junto con los resultados. Estos sistemas son especialmente disefiados
para programas de control de calidad y con capacidad de disefio de matrices de clasificacion
especificas (Proiser, 2017; Fauvel et al., 2010; Rurangwa et al., 2003).

1.6. Variables que afectan la calidad espermatica

Como se menciono en apartados anteriores, hay diferentes causas para una calidad seminal
baja o nula. El efecto de la temperatura sobre la velocidad y letargo de los espermas, misma
que a su vez, es proporcional al tiempo con el que un esperma puede lograr durar con su
vitalidad reduciendo su oportunidad de realizar la fecundacién. En el caso del PH, que es un
balance entre las diferentes secreciones, algunos autores no consideran el PH como un
regulador primario (Nadirah et al., 2010), pero que si tiene su importancia para efectos de
activacion espermatica, el PH adecuado esta entre 6.5 y 8.5 (normalmente 7.2) y valores fuera
de rango inhiben el movimiento (Tabares et al., 2005).

Los indicadores para evaluar la calidad seminal no son siempre fiables, es decir, reportes de

la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) indica que existen problemas de infertilidad por
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“causas no demostrables” (aun cuando sus pruebas base muestren normalidad). Lo que indica
la presencia de otros pardmetros que permitan definir de manera més detallada la capacidad

de fertilizacion de los espermatozoides.

Algunos investigadores recomiendan una clasificacién méas descriptiva para las alteraciones,
que permitan uniformidad y eviten confusiones al lector inexperto, tal como se muestra en el
siguiente cuadro 2, donde se encuentran algunos criterios de normalidad al examinar la
calidad espermatica. Desde luego las irregularidades al analizar dichos pardmetros son en
promedio las mencionadas y recomendadas por la literatura pero estan sujetas a la
interpretacion y experiencia del investigador a cargo (Triana et al., 2016).

Cuadro 2. Valores normales encontrados en evaluaciones para medir la infertilidad

Indicadores parametros normales
pH del semen 7.2-8.0
Movilidad lineal progresiva (a + b) 50 %
Movilidad lineal rapida (a) 25 %
Morfologia normal 50 %
Viabilidad 50 %
Anormalidad 4%

Astenozoospermia: Menos del 50 % de espermatozoides con progresion lineal (movilidad a+b) o menos del 25
% con progresion rapida (movilidad a). Teratozoospermia: Menos del 50 % de espermatozoides con morfologia
normal. Azoospermia: Ausencia de espermatozoides en el eyaculado (Padrén et al., 1999; Triana et al., 2016;).
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1. JUSTIFICACION

La region del Papaloapan es una de las zonas con mayor potencial de crecimiento para el
cultivo de la tilapia del Nilo. Reportes de CONAPESCA (2016) muestran un crecimiento de
la produccion en aproximadamente un 50 %. Las caracteristicas bioldgicas de la tilapia y las
condiciones climaticas de esta region favorecen su cultivo a niveles que pocas regiones en
nuestro pais pueden ofrecer. Lo anterior, sumado al aumento de su consumo tanto en los
mercados nacionales como internacionales, genera un gran potencial de desarrollo para esta
zona. Debido a esto, es primordial que dentro de la region se desarrollen tecnologias que
permitan un cultivo més sustentable (manteniendo el balance econdmico, social y ambiental),

como es la implementacion de la tecnologia de los machos Y.

La reproduccion con machos YY, permite producir poblaciones de machos libres de
hormonas, manteniendo los beneficios del cultivo monosexo. Sin embargo, dentro de la
acuicultura la calidad de los reproductores se mide por la calidad de sus gametos y aunque
en la tilapia del Nilo existen diversos reportes para machos XY (normales), esto no ocurre
para los machos YY. Por ejemplo, los efectos de la alteracion del genotipo parental (dos
cromosomas Y) sobre la calidad espermética ain no han sido estudiadas a detalle, por lo
tanto, este tipo de estudio cobra especial importancia ya que de la calidad de los gametos en
machos XY se sabe que cuentan con caracteristicas que permiten mantener una tasa de
produccion estable (bajo las condiciones deseadas), mientras que la reproduccion con machos
Y'Y todavia no cuenta con registros adecuados y dependera en gran medida de ello para lograr

el establecimiento de la tecnologia Y'Y en nuestra region.
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I11. HIPOTESIS
El genotipo sexual de machos reproductores de Oreochromis niloticus, no afecta las

caracteristicas seminales macroscopicas y microscopicas que determinan la calidad

reproductora de los mismos.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar las caracteristicas espermaticas de machos YY de tilapia del Nilo Oreochromis

niloticus
4.2. Objetivos especificos
= Determinar las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los eyaculados de
los machos Y'Y de Oreochromis niloticus.

= Evaluar la vitalidad y morfologia de los espermatozoides de machos YY de

Oreochromis niloticus.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales

Se utilizaron 60 machos reproductores de aproximadamente 12 meses de edad y un peso
aproximado de 800 ( 0.2 gr), pertenecientes a la Universidad del Papaloapan campus Loma
Bonita. La seleccién de reproductores se realizd siguiendo el manual establecido por
Alcantar-Vazquez et al. (2014a), los cuales fueron distribuidos en funcion de sus

caracteristicas genéticas en dos grupos: machos Y'Y (n=30) y machos XY (n=30).

5.2. Colecta de semen

Previo a la colecta, los machos fueron anestesiados con 2-fenoxietanol (5 mL en 16 L de
agua), el area de la papila genital se limpid con agua destilada, se coloc6 un pafio himedo
sobre la cabeza del animal (para reducir el estrés). El semen se obtuvo mediante la técnica
descrita por Abascal et al. (2007). Este proceso se realiz6 de manera repetitiva hasta obtener

la mayor cantidad posible de eyaculado de cada macho.

5.3. Anélisis microscopico

5.3.1. Concentracion

La concentracion espermatica se realizé en una dilucién de 1 / 250 uL (eyaculado / agua
destilada respectivamente). Se colocaron 8 pL de la dilucién en la camara de Neubauer y se
dejo reposar durante 5 min, transcurrido este tiempo se observaron en el sistema CASA bajo

el objetivo 20X, se capturaron 4 campos con un namero indefinido de células (Rurangwa et
al., 2003).
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5.3.2. Motilidad

Se realizd6 una activacion mediante una dilucion de 1:2 (semen: agua destilada
respectivamente). Se colocaron 5 pl de semen en un portaobjetos para su observacion en una
platina atemperada a 31 °C con objetivo 20 X, se capturaron 4 campos para medir
cuantitativamente la movilidad de los espermatozoides de peces (Rurangwa et al., 2002).

5.3.3. Morfologia

De cada eyaculado, se realizd una dilucion 1:50 (semen Yy solucion alcoholica,
respectivamente) y homogenizada en un agitador por 1 min, se colocaron 5 pL de dilucion
en un portaobjeto a través de un barrido de la gota a un angulo de 45° aproximadamente, para

terminar este proceso las muestras se dejaron secar por 24 h a temperatura ambiente.

Posterior a las 24 h, los frotis fueron tefiidos mediante un kit de tincion (tincion para frotis
sanguineo). De acuerdo a las instrucciones del proveedor, la primera fue el colorante rojo
(hemocolorante 1) por 10 min, la segunda fue para el colorante azul (hemocolorante 2) por 5
min. El sistema CASA (bajo la configuracion de esta tincion) determino por la diferencia de
los tipos normales y anormales un analisis citomorfologico. Esta se realizd bajo el objetivo

40 X con un total de 100 espermatozoides capturados (por muestra).

5.4. Andlisis estadistico

Se realiz6é un analisis de varianza (ANOVA) con un intervalo de confianza del 95 % y se
aplico un analisis a posteriori de Tukey. Para determinar las subpoblaciones espermaticas,

las ocho variables obtenidas de motilidad mediante el CASA de cada uno de los 13,782

espermatozoides obtenidos, fueron analizados como describe Nufiez Martinez et al., (2006).
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De manera general, se uso la técnica multivariante de conglomerados en dos fases (two step
cluster) mediante los indices aplicados a los valores de parametros de espermatozoides
individuales y valores obtenidos por la aplicacion de los indices, los clasifica utilizando el
tratamiento como variable categdrica. Los datos fueron analizados con el software SPSS
22.0.0.0 (SPSS for Windows, versién 22 IBM Corp).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Volumen, concentracion.

En el Cuadro 3 se muestran los valores de volumen, concentracion y motilidad. El volumen
de eyaculado de los machos YY fue significativamente (P < 0.05) mayor en comparacion
con los eyaculados obtenidos de machos XY. Del mismo modo, el numero total de
espermatozoides contabilizados fue significativamente (P < 0.05) mayor en machos YY en

comparacion con los machos XY.

Cuadro 3. Valores de volumen, concentracion y motilidad masal de eyaculados de machos

XY y YY de Oreochromis niloticus.

) Parametros
Tratamiento

Volumen (mL)  Concentracién (esp/mL) Motilidad masal (%0)

Machos XY  0.470+0.306 b 750.78x10°+ 539.37 b 64.71+10.71

Machos YY  0.875+0546a  3150.43x10°+1324.95a 63.05 + 7.30

a,b: Literales entre columnas indican diferencia significativa.

Los resultados obtenidos en volumen y concentracidn del presente estudio son similares a los
reportados por Salirrosas et al., (2015), quienes reportan valores para volumen (0.4 mL) y
concentracion espermatica (4x10° esp / mL) mayores en machos YY de la variedad roja de
la especie Oreochromis niloticus. En comparacion a machos normales (0.5 mL y 1x10° esp /
mL respectivamente). Dichos autores mencionan ademas, que no existe una relacién entre el

peso vivo del individuo con el volumen y la concentracion encontrada en los reproductores.
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En este sentido, Guerrero-Quiroz et al., (2008), mencionan un mayor volumen vy
concentracion espermatica para los machos XY con tallas y pesos mayores. Esto es debido a
que existe una relacion significativa entre el niUmero de espermatozoides por mililitro y el
tiempo que tardan estos en movimiento, lo que significa que entre mayor concentracion de
espermatozoides existan en el eyaculado, la motilidad se afecta negativamente (Guerrero-
Quiroz et al., 2008).

Diversos estudios realizados en mamiferos (incluido humanos) demuestran que una variacion
de la espermatogénesis, que es afectada por la funcion endocrina del testiculo y las glandulas
sexuales accesorias, afectando la capacidad fecundante de los espermatozoides (Maza-
Gamboa et al., 2015). Por su parte, Alcantar-Vazquez et al. (2014b) describe las variaciones
encontradas en los machos revertidos (utilizados para producir machos YY) en el area de
papila genital, como resultado del proceso de hormonado y que pueden presentarse en

generaciones de alevines futuras ya sea por el estado nutricional o interacciones genéticas.

6.2 motilidad

La motilidad espermatica de machos YY y XY no mostro diferencia estadistica significativa
(P > 0.05) (Cuadro 3). En ambos grupos fue superior al 60 %, esto indica que los
espermatozoides presentan un correcto estimulo para activar su funcionamiento, mismo que
les permite, iniciar el proceso de fertilizacion adecuado (Tabares et al., 2005). Los resultados
en el presente son similares a los presentados por Salirrosas et al., (2017), quien reporta
valores del 60 % para ambos tipos de reproductores, indicando que la motilidad espermaética

es normal cuando presenta valores superiores al 50 %.

En el Cuadro 4 se presentan los parametros de motilidad analizados, los cuales se
conformaron por parametros de desplazamiento (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH
y BF), permitiendo apreciar de manera especifica los desplazamientos y velocidades medias.
El analisis revel6 en la comparativa, que los espermatozoides de machos XY poseen cifras
de velocidad (en tiempo W/s) significativamente superiores (P > 0.001) que la media
registrada en machos Y. Las variables VCL, VSL y VAP son frecuentemente considerados
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indicadores de calidad espermatica (Nufiez Martinez et al., 2006), ya que existe una
correlacion entre la calidad seminal y fertilidad cuando las velocidades de desplazamiento
espermatico son mas altas (Holt et al 1997; Geyter et al., 1998; Larsenet al., 2000).

Los pardmetros del desplazamiento presentaron valores significativamente (P > 0.001) més
altos para los indices de linealidad y rectitud (LIN y STR) en espermatozoides provenientes
de machos Y'Y en comparacion a los obtenidos en machos XY (31.5 y 57.3 respectivamente),
pero con un porcentaje en el indice de oscilacion (WOB) y amplitud de media del
desplazamiento lateral de la cabeza (ALH en p) a favor de los espermatozoides de machos
XY. No se encontraron diferencias significativas (P > 0.001) en la frecuencia de batido de

cola (BF) tal como se muestra en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Parametros de motilidad individual de espermatozoides de machos XY y machos Y'Y de Oreochromis niloticus

Parametros

VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BF
Tratamientos

(W/S) (W/S) (W/S) (%0) (%0) (%0) (1) (Hz)

Machos XY  65.7+495 189+174 298+218 315+242 573+324 542+195 31+22 37%21

(N=7652)

Machos YY 56.9+422 19.7+203 283+23.0 39.0+249 654+279 460+231 29+21 38%26

(n=6130)

Significancia ** *% *k *k *k *k
VCL= velocidad curvilinea, VSL= velocidad rectilinea, VAP= velocidad promedio, LIN= indice de linealidad, STR= indice de

rectitud, WOB= indice de oscilacién, ALH= amplitud de media del desplazamiento lateral de la cabeza y BF= frecuencia de batido de
la cola.

**P > 0.001.
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La velocidad inferior puede ser perjudicial para los espermatozoides dado que el micrépilo
de la ova se mantiene abierto por un corto tiempo, por lo tanto es importante que los
reproductores presenten espermatozoides con velocidades adecuadas de desplazamiento de
lo contrario podria reducir la posibilidad de alcanzar una taza Optima constante de

reproduccion (Tabares et al., 2005).

Los resultados del anlisis de componentes principales en parametros de velocidad mostraron
cuatro subpoblaciones espermaticas mediante el método de agrupacion en el programa SPSS
(Two Step Clustering). EI Cuadro 5 presenta los indices de velocidad espermatica
(incluyendo ALH) e indice de motilidad espermatica (SVI € SMI por sus siglas en inglés),
dando como resultado mayores valores indices pertenecientes a la subpoblacién 2 y 3, los

menores indices para las subpoblaciones 1 y 4.

Cuadro 5. indices de motilidad individual en unidades arbitrarias, (Nufiez Martinez et al.,
2006) (Media £ Desviacion Estandar) para las subpoblaciones de espermatozoides de machos

XY y machos YY de Oreochromis niloticus.

indice de velocidad Indice de movimiento
Subpoblaciones Media £ DE Media + DE
1 0.031+£0.101 6.3 £16.7
2 1.041 £ 0.461 99.4+44.3
3 1.098 £ 0.444 86.8 £ 35.1
4 0.026 + 0.931 5.31+154
Combinados 0.693 + 0.619 62.1 + 65.0

La manera en que se distribuyen las cuatro subpoblaciones se origina de las caracteristicas

morfolGgicas de cabeza y pieza media del espermatozoide (Nufiez Martinez et al., 2006).
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Las subpoblaciones espermaticas mostraron un mayor porcentaje de motilidad para los
eyaculados pertenecientes a los machos XY como se puede apreciar en el cuadro 6. Las
subpoblaciones tienen estructuras diferentes, los espermatozoides de los reproductores YY
tienen frecuencias de batido en la subpoblacion 3y 4 y en los reproductores XY fuelaly 2,
el mayor porcentaje con el indice de espermatozoides motiles se encontrd en una
subpoblacion de los eyaculados de machos Y'Y (subpoblacién 3, 65.3 %) que en el eyaculado
de reproductores XY (subpoblacion 1, 37.1 %).

Cuadro 6. Distribuciones de la poblacion espermatica en sub-poblaciones de machos XY y

YY de Oreochromis niloticus.

Tratamientos

Machos XY Machos YY
Subpoblaciones Frecuencia % Frecuencia %
1 2839 37.1 0 0
2 4813 62.9 0 0
3 0 0 4005 65.3
4 0 0 2125 34.7
combinados 7652 100 6130 100

No existe evidencia de una relacion directa entre el porcentaje de espermatozoides moviles
y la fertilidad potencial de un individuo. Sin embargo la falta de una movilidad progresiva
rapida como la encontrada en machos Y'Y, puede deberse a un efecto aislado o ser un
acompafiamiento de alteraciones en la concentracién (aun con la morfologia normal), en este
sentido puede indicar un dafio global en la espermatogénesis (Padron et al., 1999). La
motilidad puede estar condicionada por factores como la temperatura tendiente al frio (esto
justificaria la respuesta de variacién), pero también afectaria el desempefio de
espermatozoides pertenecientes a machos XY. Otra posible explicacion son las afectaciones

mitocondriales por mal congenito o adquirido.
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Dado que la disminucion de la movilidad espermatica tiene mdltiples y dificiles causas de
diagnosticar, por un simple analisis cominmente no es posible establecer un pronostico

mediante el mismo.

6.3 Morfologia

Se analizaron los parametros morfométricos de 3000 espermatozoides (Cuadro 7). La
morfologia de la cabeza de los espermatozoides muestra diferencias significativas (P > 0.05),
un mayor tamafio de cabeza para espermatozoides de machos YY (largo / ancho), en
comparacion con los machos XY que presentan medidas inferiores para dichas
caracteristicas. En cuanto al area y perimetro de los espermatozoides muestran diferencia

estadistica significativa (P > 0.05) entre los espermatozoides de ambos grupos.

Los valores obtenidos en el presente estudio son similares a los reportados para machos YY
por autores como Salirrosas et al., (2015), donde se menciona que el tamafio encontrado es
de 7 um, en cambio para machos XY el valor obtenido fue de 2 um. Tabares et al., (2005),
indican que lo normal esta en el rango de 2 a 4 um por lo que los espermatozoides en machos
XY estan ligeramente por encima del valor normal, mientras que los espermatozoides

pertenecientes a machos Y'Y se encuentran en un rango mayor.

Los valores de: elipticidad, elongacion, rugosidad y regularidad, tal no mostraron diferencias
significativas (P > 0.05) entre ambos grupos. Estos parametros describen la cabeza
espermatica, lo que significa que se conserva la misma forma incluso cuando el promedio de
la talla cambia. Esta caracteristica no deberia representar un problema relacionado a la
infertilidad (Salirrosas et al., 2017). Sin embargo, las anomalias en la forma de la cabeza
pueden ocasionar esterilidad, pero la proporcion de espermatozoides con cabeza (tipo
redonda, pera, alfiler) pueden ocasionar esterilidad, cuando se presentan porcentajes

superiores al 80 % en el eyaculado (Padrén et al., 1999).
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Dichas anormalidades pueden ser. Las cuales causadas por estrés, altas temperaturas y una

etapa temprana en los machos reproductores (Vasquez y Vazquez, 2012).

El valor promedio presentado en machos XY puede ser tomado como normal, pues existe
presencia de mas del 50 % de espermas morfolégicamente normales, en la literatura existen
reportes (incluyendo en humanos) que toman como normales valores de hasta 14 % (Padrén
etal., 1999).
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Cuadro 7. Parametros de morfologia individual en espermatozoides de machos XY y machos Y'Y de Oreochromis niloticus

. Cabeza de los espermatozoides
Tratamiento

Longitud Ancho Area Perimetro Elipticidad Elongacion Rugosidad
(jum) (pum) pm’ (nm)
Machos XY 05+£0.1 04+0.1 02+0.1 1.5+0.3 1.1+0.2 1.2+0.1 0.1+0.1
(n=1500)
Machos YY 0.8+£0.2 0.7£0.2 05+0.2 24+0.6 1.1+0.2 1.2+0.1 0.1+0.1
(n=1500)
SIGNIFICANCIA kol x x *x

Longitud= maxima longitud de la cabeza, Anchura= minima longitud de la cabeza, Area= superficie dentro del perimetro de la cabeza,
perimetro= Delimitacién de la cabeza, Elipticidad= se emplea para describir la forma eliptica de un objeto, partiendo de 1 para una forma
circular y a mayor numero para una elipse, Elongacion= describe el alargamiento de un objeto, parte de O para un circulo y a mayor
numero para una forma mas alargada, Rugosidad= describe el grado de circularidad de un objeto, partiendo desde 1 para un circulo
perfecto y 0 cuando es una linea.

**P < 0.05
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CONCLUSIONES

Las caracteristicas seminales de los machos reproductores Y'Y de Oreochromis niloticus, no
se ven afectadas de manera negativa por el genotipo sexual, ya que presentan mayores valores

en cuanto volumen y concentracion en comparacion con machos normales.

Los parametros de motilidad individual y composicion de las subpoblaciones espermaticas

en machos Y'Y muestran tener menor motilidad.
La cabeza de los espermatozoides Y'Y presenta mayor tamafio que los espermatozoides de

machos XY, factor que pudiera influir en los patrones de motilidad. Sin embargo, los

porcentajes de normalidades se encuentran dentro de los valores normales.
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PERSPECTIVAS

Debido a las caracteristicas y resultados obtenidos, es necesario reconsiderar los dias de

reposo entre ciclos para reproductores Y.

El resultado de las pruebas realizadas indica la presencia de una variacién en la
espermatogénesis, lo cual puede repercutir en la tasa reproductiva de los machos YY. La
presencia de mas células espermaticas puede no ser negativo si tomamos en cuenta las claras
ventajas que presenta, pero hay que tener presente la dificultad de mantener la velocidad y
trayectoria en tiempos adecuados para alcanzar el mayor nimero de gametos femenino, lo
cual si generaria una dificultad para mantener la mayor cantidad de alevines producidos por

ciclo reproductivo.

Debido a lo anterior, se sugiere realizar un andlisis del perfil hormonal de la Hormona
Foliculo Estimulante (FSH). Un alto nivel de FSH confirmaria que existe una importante
alteracion en la espermatogénesis (la cual se sabe bien que esta relacionada con el proceso
de espermatogénesis). De lo contrario cuando el nivel de esta misma es bajo, podria

estimularse la espermatogénesis para obtener resultados favorables.
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