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RESUMEN
En la region sureste del pais el morro colorado (Vieja fenestrata) se ha convertido en una
especie candidata para la produccion acuicola, pues presenta una alta demanda en el mercado.
Sin embargo, la nula informacion que se tiene de la especie limita su potencial de cultivo.
Esto hace necesario realizar estudios relacionados con el control de su reproduccion, ya que
el conocimiento acerca de los gametos es de vital importancia para un cultivo exitoso. Debido
a lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar las caracteristicas espermaticas de
machos del morro colorado mediante pardmetros macro y microscopicos que determinan la
calidad espermatica, evaluando, ademas, la aplicacion de hormonas exdgenas y un aditivo
comercial. Se utilizaron 30 reproductores, los cuales se mantuvieron en las mismas
condiciones y regimenes de alimentacion. La concentracion espermatica, morfologia y la
motilidad se analizaron utilizando un sistema CASA. Los valores obtenidos para
concentracion mostraron diferencias significativas (P <0.05) en las muestras colectadas al
final del experimento con respecto a las colectadas al inicio del mismo y las inducidas
hormonalmente. No se observaron diferencias significativas en la motilidad espermaética la
cual presentd una media de 88% de células progresivas. La morfologia registro diferencias
significativas (P <0.05) entre las muestras colectadas al final del experimento y las inducidas
hormonalmente. Las muestras analizadas tras la implementacion del aditivo comercial no
mostraron diferencias significativas. Los resultados obtenidos sugieren que las caracteristicas
seminales del morro colorado presentan valores similares a lo reportado por otras especies
de alta demanda comercial, por lo cual, en base a la calidad espermatica se podria considerar

una especie Optima para la produccion acuicola.

Palabras clave: Calidad espermatica, morro colorado, motilidad, concentracion espermaética.



ABSTRACT
In the southeastern region of Mexico, morro colorado (Vieja fenestrata) has become an
important species for aquaculture production, presenting a high demand among consumers.
However, the lack of information on the species limits its cultivation potential. Therefore, is
necessary to carry out studies related to the reproduction managment, since knowledge about
gametes is of vital for successful cultivation. Hence, the objective of this study was to
evaluate the sperm characteristics of males from morro colorado, studing macro and
microscopic parameters that determine sperm quality, also evaluating the application of
exogenous hormones and a commercial additive. Thirty male breeders were used, which were
kept under the same conditions and feeding regimens. Sperm concentration, morphology and
motility were analyzed using a CASA system. The values of sperm concentration showed
significant differences (P <0.05) in the samples collected at the end of the experiment with
respect to those collected at the beginning and those induced hormonally. No significant
differences were observed in sperm motility, which presented an average of 88% progressive
cells. The morphology registered significant differences (P <0.05) between the samples
collected at the end of the experiment and those induced hormonally. The samples analyzed
after the implementation of the commercial additive did not show significant differences. The
results obtained suggest that the seminal characteristics of the morro colorado present values
similar to those reported in other species with high commercial demand. Hence based on the

sperm quality, it could be considered an optimal species for aquaculture production.

Keywords: Sperm quality, motility, sperm concentration, morro colorado.



1. INTRODUCCION
Dentro de un escenario de incertidumbre econdmica y ambiental, la actividad acuicola se
encamina como una de las principales alternativas para cubrir las necesidades alimenticias
de la poblacion (FAO, 2018). Actualmente, la acuicultura contribuye con un 46% de la
produccidn total de organismos acuaticos, esto con un valor aproximado de 114.5 millos de
toneladas, estimadas en un valor de primera venta de 263,600 millones de USD (FAO, 2020).
De este total, la acuicultura de agua dulce representa mas del 50% del total de la produccion
acuicola mundial, encaminandose a ser el principal foco de produccion acuicola hacia el afio

2050 (FAO, 2020).

En México, la produccion dulceacuicola presenta un gran potencial, a pesar de
haberse establecido recientemente en el pais, por lo cual se encuentra aun en etapa de
desarrollo (Avilés-Quevedo & Vazquez-Hurtado, 2006). Dentro del pais, la produccion de
peces dulceacuicolas se lleva a cabo en 23 de los 32 estados de la republica, siendo los
principales productores: Morelos, Nayarit, Jalisco, Veracruz y Yucatan (INES, 2018). Sin
embargo, esta produccidn se ha inclinado principalmente a especies exoticas, desplazando a
las especies nativas, acto que puede, a largo plazo, poner en riesgo el equilibrio ecolégico de

la region (PNUD México, 2017).

Para contrarrestar lo anterior, en los ultimos afios varios grupos de investigacion han
reforzado los estudios encaminados al cultivo de peces nativos (Flores-Nava & Brown,
2010). Ademas de que estas especies presentan una amplia aceptacion en el mercado, en el
aspecto de investigacion cientifica y tecnoldgica se han estudiado por diversas razones como,

su elevada capacidad reproductiva, su alta tolerancia ante cambios ambientales, sus tasas



elevadas de crecimiento e incluso una alta proporcién de carne para su consumo (Martinez-

Palacios & Ross, 1994).

Bajo este contexto, el cultivo de peces nativos es una alternativa importante, no solo
para abastecer la necesidad de alimento, sino para recuperar las poblaciones nativas que han

sido desplazadas por la introduccion de especies exdéticas (McCrary et al., 2001).

En la regidn del sureste del pais, el morro colorado, también Illamado mojarra negra
(Vieja fenestrata) es un pez nativo, muy apreciado por su sabor y en ello va su color, tamafio
y textura. V. fenestrata es un pez perteneciente a la familia Cichlidae que encuentra
principalmente en la region del Papaloapan (FishBase, 2019). En la region sur del pais
representa un recurso natural de gran potencia para la acuicultura, pues es relativamente
abundante, esta adaptada al trépico y habita aguas someras sin mucho movimiento, como
lagunas mesotroficas, cenotes y canales superficiales. Algunas poblaciones han migrado a
los valles de los rios inferiores con aguas de flujo lento a moderado. Se alimenta
principalmente de materia vegetal, complementada con invertebrados e insectos acuéticos.

(FishBase, 2019).

Debido al gran potencial de la especie, en los Gltimos afios, el cultivo de V. fenestrata
ha comenzado a tomar importancia en la zona sur del pais, siendo ya el foco de estudios en
algunas instituciones. Sin embargo, la principal limitante hasta ahora para su cultivo es la
falta de informacién en aspectos nutricionales y etoldgicos, resaltando su control

reproductivo.

El control de la reproduccion es un topico muy importante en acuiculturay es uno de

los factores limitantes del éxito reproductivo, donde la calidad de los gametos es crucial



(Zohar & Mylonas, 2001), pues de esta dependen los porcentajes de fertilizacion (Lopez-

Hernandez et al., 2018).

El control de la funcion reproductiva de los peces en cautiverio es esencial para la
sustentabilidad de la produccion acuicola comercial. En este sentido se 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; Herraez et al., 2017). La
calidad espermaética se entiende como la capacidad y habilidad de un espermatozoide para
fertilizar de manera exitosa un 6vulo, generando el desarrollo de un embrién viable (Bobe &

Labbé, 2010; Dumorne et al. 2017; Lépez-Herndndez et al., 2018).

Dentro del sector acuicola, el analisis de la calidad espermatica permite predecir la
capacidad de los reproductores para generar células sexuales que sean capaces de fecundar
el 6vulo (Lopez-Hernandez et al., 2018). Esto, contribuye con el mejoramiento de las técnicas
de fertilizacion in vitro asi como con el desarrollo de metodologias de crioconservacién o
con procesos biotecnoldgicos aplicados al mejoramiento genético de las especies (Bobe &
Labbé, 2010; Fauvel et al., 2010). En este sentido, para poder considerar viables los
espermatozoides de un pez, estos deben de cumplir con los requerimientos basicos de calidad

espermatica (Rurangwa et al., 2004; Herraez et al., 2017).

Para evaluar la calidad espermatica de un pez, se puede analizar parametros tanto
cuantitativos como cualitativos que se relacionen directamente con la habilidad fecundante
de la célula espermatica (Fauvel et al., 2010; Lopez-Hernandez et al., 2018). Ahora bien, el
analisis de espermatozoides asistido por computadora (CASA por sus siglas en inglés,
computer-assisted sperm analysis) es una de las herramientas mas Utiles en la actualidad para
el andlisis objetivo de los pardmetros relacionados con la calidad espermatica. Los sistemas

3



CASA pueden rastrear una gran cantidad de células espermaéticas simultaneamente y
permiten mediciones de parametros como concentracion, morfologia y motilidad en términos
de proporcion de células mdviles, velocidad de los espermatozoides y trayectorias (Rurangwa

et al., 2004; Fauvel et al., 2010; Gennotte et al., 2012).

Bajo este contexto, el analisis de la calidad espermatica de V. fenestrata permitira
predecir la viabilidad de la especie para su produccion acuicola, mejorando a su vez la
domesticacion de la especie y abriendo paso para futuras mejoras genéticas (Fauvel et al.,
2010). Todo esto permitird no solo repoblar las poblaciones naturales de la especie sino
también contribuira en la satisfaccion de la demanda alimenticia de la region, garantizando
un desarrollo sostenible en la produccién de morro colorado, esto en términos econémicos,

sociales y ambientales.



2. MARCO TEORICO

2.1 Aspectos generales del morro colorado (Vieja fenestrata)

El género Vieja representa un grupo de ciclidos que se encuentran en las vertientes del
Atlantico y el Pacifico de América del Norte desde el sur de México hasta Panama
(Kullander, 2003). De manera mas especifica el género Vieja se extiende en las costas del
Pacifico, se extiende desde el Rio Tequistlan (=Tequisistlan), Oaxaca, México, hasta el Lago
Coatepeque en el Salvador. Mientras que, en las costas de la vertiente Atlantica, van desde
el Rio Chachalacas, Veracruz, México, hasta el Rio Chagres en Panama (McMahan et al.,

2015).

De manera mas especifica, la especie V. fenestrata, es un ciclido nativo de la region
del Papaloapan, en los Gltimos afios ha generado un especial interés por parte de grupos
investigadores debido a la demanda que posee en la region sureste del pais. Esto
principalmente por su apreciado sabor, tamafio y llamativa coloracion (FishBase, 2019).
Actualmente V. fenestrata representa un recurso natural de gran potencial acuicola, gracias a
su adaptacion a las condiciones climatolégicas de la regién y a su relativa abundancia, sin
embargo, no existe actualmente mucho conocimiento acerca de los habitos bioldgicos de la
especie, lo cual la limita para su produccion acuicola. Esto hace ain mas necesaria la
investigacion relacionada con los aspectos biol6gicos y reproductivos, como lo es la calidad

espermatica.

2.2 Calidad espermaética
La calidad espermatica se define como la habilidad y la capacidad que posee una célula

espermatica para fertilizar de manera exitosa un évulo, activando el desarrollo de un embrién



viable (Rurangwa et al., 2004; Bobe & Labbé, 2010; Fauvel et al., 2010; Dumorné et al.,

2018; Lopez-Hernandez et al., 2018).

Dentro del sector acuicola, la importancia de la calidad espermatica radica en que esta
permite predecir la capacidad fecundante de los reproductores, contribuyendo en la mejora
de técnicas de fertilizacién in vitro (Bobe & Labbé, 2010). Ademas, el andlisis espermatico
permite el desarrollo de metodologia de crioconservacion y biotecnologias aplicadas al
mejoramiento genético de las especies, en especial cuando se trata de especies de poco
conocimiento biolégico como es el caso del morro colorado, en donde se necesita esperma
de alta calidad para obtener lineas genéticas viables para la produccién acuicola (Fauvel et

al., 2010; Kowalski & Cejko, 2019).

Ahora bien, para considerar viables los espermatozoides de un pez, estos deben de
cumplir con los requerimientos basicos de la calidad espermaética. En este sentido, la
evaluacion espermatica se puede medir en funcion de cualquier parametro que esté
directamente relacionado con la habilidad fecundante del espermatozoide, entre ellos se
puede mencionar: la motilidad, morfologia, concentracién, nimero total de espermatozoides,
viabilidad y/o integridad del ADN (Rurangwa et al., 2004; Fauvel et al., 2010; Martinez &

Carrasco, 2010; Herréez et al., 2017).

2.2.1 Motilidad

El tiempo de motilidad o periodo de actividad de los espermatozoides posterior a su
activacion, basicamente es la a capacidad de movilidad y movimiento de los espermatozoides
desde el momento en que estos son activados con agua o fluido ovarico, hasta la disminucion
0 cese total del movimiento flagelar (Arias-Rodriguez, 2001). La motilidad depende
principalmente de las reservas de ATP intracelular, el cual se encuentra presente antes de la

6



activacion por reacciones enzimaticas. Esta activacion ocurre por los cambios ionicos y de
osmolaridad que suceden cuando los espermatozoides entran en contacto con el agua una vez
liberados en el proceso de reproduccion (Linhart et al., 2002). La reduccion del contenido de
ATP conlleva a la disminucién del movimiento espermatico (Rurangwa et al., 2002;

Dziewulska et al., 2012).

Dado que la motilidad integra diferentes caracteristicas del fluido celular y seminal,
se considera como el estimador mas objetivo y confiable para evaluar la calidad del esperma

(Kime et al., 2001; Rurangwa et al., 2004).

Bajo el sistema CASA, se puede analizar el movimiento espermatico, capturando de
manera objetiva el desplazamiento de cada espermatozoide y registrando el comportamiento
de los mismos. Ahora bien, se deben considerar distintas variables para medir el
desplazamiento espermatico, las cuales se presentan a continuacion (del Gallego et al., 2017,

Valverde et al., 2018):

a) Velocidad curvilinea (VCL): Distancia total recorrida por la cabeza del espermatozoide a

lo largo de su trayectoria con respecto al tiempo (um/s).

b) Velocidad rectilinea (VSL): Es la distancia en linea recta entre el primer y ultimo punto
de la trayectoria del espermatozoide, se observa tomando en cuenta el espacio recorrido con

respecto al tiempo (um/s).

c) Velocidad media (VAP): Distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo de la

trayectoria media de circulacion en el periodo de observacion (um/s).

d) Indice de linealidad (LIN): Relacion porcentual entre la velocidad rectilinea y velocidad

curvilinea (LIN = (VSL/VCL) X 100).



e) Indice de rectitud (STR): Linealidad de la distancia de trayectoria promedio, obtenida de
la relacion porcentual entre la velocidad rectilinea y la velocidad media (STR = (VSL/VAP)

X 100).

f) Indice de oscilacion (WOB): Relacion porcentual entre la velocidad media y la velocidad

rectilinea (WOB = (VAP/VSL) X 100).

g) Motilidad Progresiva (PM): Expresado como la direccion que la célula toma en su
trayectoria motil, lo cual indica si el espermatozoide esta en su maxima capacidad progresiva
para fecundar el oOvulo desde el momento de la activacion. MP se puede estimar
cualitativamente en base a los patrones de movimiento de los espermatozoides activados

como se describe a continuacion (Menkveld & Kruger, 1996):

Grado 4. Maximo movimiento progresivo de los espermatozoides (Optimo para la

fertilizacion).

Grado 3. Disminucion del movimiento progresivo de los espermatozoides, junto con
el incremento de los movimientos laterales que promedian aproximadamente de dos

a tres anchos el cuerpo del espermatozoide (apropiado para la fertilizacion).

Grado 2. Poco o0 ningin movimiento progresivo y movimientos laterales circulares
de una o dos veces el ancho del cuerpo del espermatozoide (no apropiado para la

fertilizacion).

Grado 1. Muy poco movimiento de la cabeza de los espermatozoides, junto con el

decremento del movimiento del flagelo (sin capacidad de fertilizacion).

Grado 0. Sin motilidad, ni movimiento progresivo (movimiento frontal) de los

espermatozoides (sin capacidad absoluta para la fertilizacion).
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2.2.2 Morfologia
Numerosos trabajos se han enfocado al estudio de la morfologia de células espermaticas de
peces, y han demostrado la diversidad de formas, asi como de la composicion estructural y

ultraestructural de los espermatozoides (Rurangwa et al., 2004; Herréaez et al., 2017).

A través de los procesos de seleccion natural, los arreglos microestructurales de los
espermatozoides se han optimizado en base a las estrategias de fertilizacion de cada especie,
sin embargo, en casi todas, la anatomia espermética consiste en tres segmentos: cabeza, pieza

media y flagelo (Ciereszko et al., 2017).

La cabeza de acuerdo a la especie puede variar en forma y tamafio, esta transporta los
genes del macho en un nucleo de formas variables. En los peces puede existir la ausencia de
acrosoma, esto debido a la presencia del micrdpilo en el dvulo (Zohar & Mylonas, 2001;

Islam & Akhter, 2011).

La pieza media se encuentra sujeta a la cabeza de las células espermaticas y esta
constituida principalmente por mitocondrias las cuales participan en la aportacion de energia
para el movimiento flagelar (Rurangwa et al., 2004; Dzyuba et al., 2017). Ademas, estan
presentes dos centriolos, el proximal y el distal los cuales también contribuyen en el

movimiento del flagelo.

El flagelo es el aparato motil de las células espermaéticas, su funcién es impulsar el
movimiento de la célula hasta alcanzar y penetrar el 6vulo a traves del canal micropilar
(Dzyuba & Cosson, 2014). Generalmente esta constituido por el axonema en un arreglo de

nueve pares de microtubulos periféricos y un par de microtubulos centrales conocidos como



complejo 9 + 2, el cual se encuentra recubierto por una membrana plasmatica (Jamieson,

1991).

Todas las estructuras y componentes que integran las células espermaéticas son
importantes para determinar la calidad del desempefio espermético (Linhart et al., 2003).
Hasta la fecha se ha demostrado que los espermatozoides morfolégicamente normales nadan
mas rapido, realizan un recorrido lineal y por ende presentan una mayor frecuencia de golpe
flagelar (Gimeno-Miquel, 2015). Por el contrario, cualquier tipo de alteracion o anormalidad
en las células espermaticas son causantes de baja fertilidad. Estas alteraciones se puedan
encontrar en la cabeza, flagelo o en el metabolismo dentro del mecanismo de produccion y
transduccion de energia celular (Gimeno-Miquel, 2015). Se debe tener en cuenta, que los
espermatozoides de los peces son células aisladas que estan sujetas a entornos variables desde
las génadas hasta el proceso de fertilizacion en el medio en el cual sean liberados, en este
sentido, pueden ser dafiados durante el recorrido desde los testiculos hasta el medio externo.
Ademas, también pueden ser alterados por xenobi6ticos, mutaciones genéticas, por
envejecimiento o ser parcialmente degradados por los mismos protocolos de conservacion

(Fauvel et al., 2010).

La presencia de un nimero elevado de espermatozoides anormales, se puede presentar
por diversos trastornos tales como: varicocele, sepsis seminal, estrés y/o exposicion a agentes
externos nocivos (Lo Nostro, 2000; Hecker et al., 2006; Bobe & Labbé, 2010). Bajo este
contexto, dado la existencia de una relacion entre la morfologia espermatica y la fertilidad,
se deben de presentar resultados globales de la morfologia espermaética para la especie, en

especial cuando esta se encuentra poco estudiada.
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2.2.3 Concentracion

La concentracion de células espermaticas en el liquido seminal también es frecuentemente
empleada en la caracterizacion de la calidad espermatica (Arias-Rodriguez, 2001). Esta
concentracion se expresa como el nimero de espermatozoides por mililitro (células mL™) de

semen sin diluir (Gennotte et al., 2012).

El ndmero total de espermatozoides, puede estar relacionado con la estacion
reproductiva, tratamientos hormonales, porcentajes de fecundacion de la especie,
disponibilidad de alimento, las propiedades nutricionales del alimento y con la calidad del
agua (Murakami et al., 2014). La concentracion de espermatozoides varia ademas entre los
individuos de la misma especie y por supuesto entre las diferentes especies, por ello, se
recomienda que dicho pardmetro se determine en las muestras de semen de cada uno de los

reproductores estudiados (Murakami et al., 2014).

El conteo de espermatozoides en peces se realiza bajo diluciones de semen
(espermatozoide/agua destilada) implementadas en todas las especies estudiadas y ajustada
a la especie en cuestion (Fauvel et al., 2010). EI método estandar en peces
(esperma/mililitro), generalmente es un conteo de células espermaticas implementando un
hemocitometro (cAmara Neubauer) (Arias-Rodriguez, 2001; Rurangwa et al., 2004), esto con
el fin de obtener un nimero total de espermatozoides por macho reproductor. Este nimero
indicara un promedio aproximado de células espermaticas producidas por dicho reproductor
en el proceso de espermatogénesis (Rurangwa et al., 2004; Schulz et al. 2010; Dzyuba &

Cosson, 2014; Herréez et al., 2017).

El nimero de células espermaticas necesarias para fertilizar un dvulo es equivalente
a un espermatozoide por cada évulo del pez, sin embargo, esto es en los casos muy precisos
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de fertilizacion in vitro. En realidad, realmente no existe un valor o nimero preciso de células
espermaticas viables, esto debido a que los valores estan en funcion del nimero de dvulos a
fertilizar, en este sentido se estima que un minimo de mil espermatozoides puede garantizar

la fertilizacion exitosa de aproximadamente cien dvulos (Satterfield & Flickinger, 1995).

2.2.4 Viabilidad espermatica (integridad)

La importancia de la evaluacion del dafio en el ADN radica en que estas alteraciones serian
potencialmente transmitidas a la siguiente generacién. En afios recientes se han
implementado diferentes técnicas para poder detectar distintos tipos de alteraciones del ADN.
Los diferentes marcadores del acido desoxirribonucleico como el bromuro de etidio, pueden
utilizarse para demostrar el fraccionamiento del ADN (entre mas lesiones presente el material
genético indicara una menor integridad del mismo, lo que conlleva a que disminuya la
posibilidad de concluir con el proceso embrionario) (Fauvel et al., 2010). Otras técnicas para
medir la integridad del ADN son estudios como el “TUNEL” y “CASA”, sin embargo, hasta
el momento no han sido ampliamente utilizados para investigaciones relacionadas con la
calidad espermatica en peces (Fauvel et al., 2010). Las causas relacionadas con la presencia
significativa de alteraciones genéticas en espermatozoides y su consecuencia sobre la

fertilidad es un tema poco estudiado hasta ahora.

La viabilidad espermatica nos indica el porcentaje de espermatozoides que pueden
realizar el proceso de fecundacion con éxito, independientemente de si estos presentan la
capacidad motora para concluir el proceso de manera natural (Cabrita et al., 2010; Gasparini
& Evans, 2013). Este valor se determina identificando los espermatozoides inmoviles, los
cuales, bajo una observacion se contabilizan y se separan de los vivos. La separacion de estos,

se realiza implementando una tincion (de Eosina), para que después de unos minutos se
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puedan observar las imagenes tomadas con el microscopio (Salirrosas et al., 2017). Gracias
a la implementacion de técnicas de reproduccion asistida como el ICSI (por sus siglas en
inglés) se ha logrado comprobar que incluso espermatozoides que no son viables al 100%

pueden producir fetos totalmente normales (Vasquez & Echeverri, 2007).

2.3 Métodos de anélisis

Debido a que los espermatozoides necesitan ser células moviles y capaces de activarse para
lograr alcanzar y penetrar el ovocito para fecundarlo es importante contar con un sistema de
evaluacion seminal que proporcione informacion precisa, objetiva y repetible, sobre el
porcentaje de células moviles presentes en la muestra, asi como de la calidad media de las

células espermaéticas. Esto es posible hacerlo mediante el sistema CASA.

El equipo CASA, involucra una cdmara de video conectada a un microscopio de
interfase y a una computadora que digitaliza las imagenes del tamafio y el movimiento de las
células espermaticas (Aguero, 2012). El equipo CASA permite el céalculo del conteo total de
una muestra seminal, la cantidad de espermatozoides moviles y la concentracién, asi como
también todos los valores de velocidad, movimiento lateral, progresivo y linealidad de la
trayectoria espermatica (Brogliatti, 2008). Ademas, cuenta con un ocular de campo claro de
10x, 20x 0 100x, el cual permite seleccionar la especie, el aumento e incluso la temperatura

de anélisis (Fauvel et al., 2010; del Gallego et al., 2017).

El sistema CASA también se ha implementado como una herramienta para la
identificacion de sub-poblaciones espermaéticas para una gran cantidad de especies. El
establecimiento de subpoblaciones se realiza con base a una serie de datos objetivos
proporcionados por el mismo sistema. El porcentaje de células vivas presentes en la muestra
y la calidad de las mismas, permiten identificar la existencia de sub-poblaciones de
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espermatozoides que presentan distintos patrones de movimiento y que coexisten en lamisma
muestra espermatica, lo cual es una vision mas real, ya que en una muestra en realidad se
encuentra una poblacién heterogénea de células espermaticas (Muifio et al., 2006). En este
sentido, el estudio de sub-poblaciones espermaticas podria conducir a un aumento

significativo de la informacion obtenida durante el analisis de la calidad espermatica.

Bajo este contexto, los diferentes instrumentos disponibles en el sistema CASA han
demostrado poseer altos niveles de precision, utilizando la metodologia de clasificacion
espermatica. Disefiado especialmente para programas de control de calidad y con la
capacidad para disefiar matrices de clasificacion especificas, CASA es una herramienta
sumamente Util para el analisis objetivo de la calidad espermatica en peces (Rurangwa et al.,

2004; Fauvel et al., 2010; del Gallego et al., 2017).

2.4 Variables que afectan la calidad espermatica.

En la mayoria de los peces se presenta una fecundacion externa, por lo cual, las células
espermaticas estan sometidas al estrés del medio ambiente (Valdebenito et al., 2009). Debido
a lo anterior, los factores fisicos, quimicos y fisiolégicos que pueden afectar la calidad de las
células espermaticas son muy variados, dependiendo de la especie y del medio en donde

habita (Rudolfsen et al., 2008; Valdebenito et al., 2009).

La temperatura, por ejemplo, influye sobre la velocidad y letargo de los
espermatozoides, esta incide sobre el metabolismo de las células espermaticas alterando los
patrones de motilidad después de su activacién en la gran mayoria de las especies. En general,
las bajas temperaturas prolongan la motilidad a través del tiempo y reducen la velocidad de

desplazamiento (Vladi¢ & Jatrvi, 1997; Alavi & Cosson, 2005).
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Otra variable de importancias es el pH, el cual es un balance entre las diferentes
secreciones, y aunque algunos autores no consideran el pH como un regulador primario, la
realidad es que tiene importancia sobre el efecto de activacion espermatica (Musa, 2010).
Este factor, en las soluciones activadoras de la motilidad espermatica también afecta de
distintas maneras la actividad flagelar de las células espermaticas dependiendo de la especie
(Woolsey et al., 2006). De manera general, el pH adecuado para las células espermaticas se
encuentra entre 6.5 y 8.5, valores fuera de este rango tienden a inhibir el movimiento flagelar

(Tabares et al., 2005).

Existen ademas otros factores que pueden afectar la calidad espermatica, tales como:
osmolaridad, diéxido de carbono, niveles de oxigeno disuelto, metales pesados, protones,
cationes y sustratos metabolizables para la iniciaciébn y mantencién de la motilidad
(Rudolfsen et al., 2008; Valdebenito et al., 2009). Todos estos factores deben de tomarse en
cuenta para un correcto andlisis de la calidad espermatica, puesto que son reguladores de la
motilidad y activacion de los espermatozoides una vez que estos son liberados al medio

externo (Valdebenito et al., 2009).

Ahora bien, dentro de la investigacion acuicola se han desarrollado distintas
herramientas y técnicas para la evaluacion objetiva y cuantitativa de la calidad de los gametos
(Fauvel et al., 2010). En el caso de las células espermaticas, se han establecido variables
relacionadas con la capacidad fecundante de las mismas, tales como: concentracion de
espermatozoides, morfometria, procesos de motilidad, integridad de la membrana'y ADN de
los espermatozoides y mediciones del estado energetico. Estas variables, se han cuantificado

y evaluado a través del sistema CASA, el cual ha comprobado ser un sistema Util y confiable.
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En afios recientes, diversos autores han evaluado la calidad espermatica de especies

acuicolas, asi como las diferentes variables que pueden afectar a esta. En la mayoria de los

trabajos, se ha implementado y detallado el uso del sistema CASA para la evaluacion de las

caracteristicas espermaticas. Sin embargo, hasta ahora existen muy pocos trabajos de

caracterizacion espermatica en especies nativas, por lo cual nuestra investigacion sirve como

un trabajo base para futuras investigaciones relacionadas con la calidad espermatica no solo

del morro colorado, sino para otras especies nativas con potencial acuicola.

A continuacion, se presentan en el cuadro 1 algunas de las investigaciones

relacionadas con la caracterizacion espermatica en peces.

Cuadro 1. Investigaciones relacionadas con la caracterizacion espermatica en peces.

Autor

Titulo

Aportaciones

Linhart et
al., 2000.

Viveiros
&
Godinho,
20009.

Evaluacion de

carpio post-congelacion.

la calidad
espermatica en Cyprinus

Crioconservacion y analisis
espermatico es especies de

agua dulce
Brasil.

nativas

de

Elaboraron métodos de criopreservacion para
la carpa comdn. Analizaron el rendimiento de
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 variables si se observo una
influencia significativa de la crioconservacion.

Evaluaron los parametros de volumen
espermatico, motilidad, medios de
congelacion, métodos de congelacion y calidad
espermatica post-congelacion en especies
nativas 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.
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Gennotte

et
2012.

Cejko et

al.,

al., 2014.

Salirrosas

et
2017.

al.,

Alcéantar-
Vazquez

et
2022.

al.,

Andlisis de

la

calidad

espermatica en machos XX,

XY e YY del

ciclido

Oreochromis niloticus.

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

Evaluacion de
espermatica

la calidad

en

stper

machos Y'Y de latilapiaroja
Oreochromis niloticus.

Sperm kinetics and motility
subpopulation in XY and

YY Nile
(Oreochromis
males

tilapia
niloticus)

Evaluaron la calidad espermética (motilidad,
concentracion, namero total de
espermatozoides e indice gonadosomatico) en
machos revertidos (XX) y super machos (YY)
del ciclido Oreochromis niloticus, con respecto
a machos normales (XY). Los resultados
demostraron que el genotipo y los tratamientos
de reversion sexual no alteran los niveles de
calidad espermatica en los reproductores
machos de la tilapia del Nilo.

Analizaron la calidad espermaética durante un
periodo de desove estimulado hormonalmente
con Ovopel. Se evalu6 mediante el sistema
CASA los pardmetros de porcentaje de
espermatozoides moviles, espermatozoides
progresivamente maviles, velocidad curvilinea,
velocidad en linea recta, linealidad del
movimiento, indice de oscilacion, amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza vy
frecuencia cruzada de latido. Los resultados
indican que la estimulacion hormonal con
Ovopel no afecta de manera significativa los
pardmetros de calidad espermética de Cyprinus
carpio.

Se evalué la influencia de los genotipos
sexuales en la calidad espermatica,
comparando la calidad espermética de una
poblacién 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 espermaticas en
machos YY de Oreochromis niloticus con
respecto a machos normales XY de la misma
especie. Se analizaron parametros tales como
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volumen, concentracion y motilidad mediante
el sistema CASA. Los resultados que se
obtuvieron indican que las caracteristicas
seminales de los machos reproductores YY no
se ven afectados negativamente por el genotipo
sexual, incluso presentan valores
significativamente mas altos de volumen y
concentracion espermatica.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
De manera general, la reproduccion representa un cuello de botella tipico en la produccién
animal, en este sentido, la evaluacion de la calidad de los gametos juega un papel fundamental
en la practica de la acuicultura, determinando con frecuencia los beneficios del cultivo de
una especie (Kowalski & Cejko, 2019). Por otro lado, la estimacion de la calidad espermatica
es una herramienta basica para el investigador que trabaja con especies que comienzan a
domesticarse donde se necesita esperma de alta calidad para obtener lineas genéticas viables

para la produccién acuicola (Fauvel et al., 2010; Kowalski & Cejko, 2019).

El uso de gametos de alta calidad de reproductores de peces en cautiverio es de gran
importancia para asegurar la produccion de descendencia viable para la acuicultura. Ahora
bien, actualmente uno de los métodos mas efectivos para analizar la calidad espermética en
peces es el sistema CASA, el cual ha demostrado ser Util para analizar de manera objetiva las
variables relacionadas con la calidad de los espermatozoides en peces de importancia

comercial como la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus).

A pesar de que 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
relacionados con la calidad espermaética de esta especie nativa. El poco 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 de gran envergadura, al no permitir su
mejoramiento genético. Esto conlleva a que V. fenestrata sea explotada directamente del
medio natural, generando una disminucién de las poblaciones silvestres y poniendo a la

especie en potencial riesgo.
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4. JUSTIFICACION
En la acuicultura moderna, uno de los puntos de interés comun entre el acuicultor y el
cientifico ha sido la rentabilidad del cultivo, la cual depende totalmente de que la especie
cultivada sea capaz de reproducirse en cautiverio. Bajo este contexto, la calidad de los
gametos es un factor que determina el éxito o fracaso de la reproduccion, pues de esta

depende la capacidad de produccion de los organismos.

No obstante, la industria acuicola se ha centrado més en la calidad de los huevos y las
larvas, sin tomar en cuenta que la calidad de las células espermaticas de los reproductores
también afecta la fertilizacion, asi como la produccidn de larvas sanas. De esta forma, en los
criaderos comerciales, la calidad espermatica de los reproductores a menudo es inadecuada

y no siempre proporciona una fertilizacion exitosa ya sea en inseminacion artificial o natural.

El morro colorado, es sefialado como una especie potencial, debido a un conjunto de
caracteristicas, tales como su valor comercial (a nivel regional), su atractiva coloracion, asi

como su adaptacion a la temperatura y fotoperiodo de la region.

Si bien en la actualidad el morro colorado solo es explotado directamente del medio
natural, el descenso de los volumenes existentes en campo y las tendencias al incremento en
los precios de las especies nativas pueden hacer que esta situacion cambie en un futuro
cercano; por lo que serd necesario implementar los diferentes aspectos que conlleva un

manejo adecuado en la explotacion acuicola.

Debido a lo anterior, probablemente una perspectiva més real e inmediata no solo
para la explotacion intensa de V. fenestrata sino para su repoblacion en los ecosistemas

naturales puede encontrarse en su cultivo.
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En este sentido, la domesticacion de V. fenestrata, asi como la posible produccion
controlada, estan ligadas al éxito reproductivo, y en particular a la fertilizacion final de los
ovocitos maduros. Ahora bien, para alcanzar esto, se requiere una evaluacion de la calidad
espermatica que permita predecir la viabilidad de los reproductores para una produccion
acuicola rentable, asi como para mejorar y desarrollar técnicas de crioconservacion y

biotecnologias relacionadas con la calidad de los espermatozoides.
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5. HIPOTESIS
Las caracteristicas espermaticas del morro colorado (Vieja fenestrata) cumplen con los
estandares macroscopicos y microscopicos que determinan la viabilidad de los reproductores

en los cultivos acuicolas.
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6. OBJETIVOS

6.1 General
e Evaluar las caracteristicas espermaticas del ciclido nativo morro colorado (Vieja

fenestrata) como especie potencial para cultivo.

6.2 Especificos
e Determinar las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los espermatozoides
del ciclido nativo morro colorado (Vieja fenestrata)
e Evaluar la motilidad y morfologia de los espermatozoides del ciclido nativo morro
colorado (Vieja fenestrata).
e Evaluar la viabilidad del morro colorado (Vieja fenestrata) como especie potencial

para el cultivo acuicola en relacion a las caracteristicas espermaticas.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1. Animales

Se selecciono un primer lote de 30 reproductores de aproximadamente 350-500 g de peso y
12-15 meses de edad pertenecientes a la Universidad del Papaloapan. Los organismos
seleccionados fueron identificados en base a la diferenciacion de la papila genital establecida
para representantes de la familia Cichlidae y haciendo uso de una canula. El experimento se
desarrollé en las instalaciones de la Unidad Acuicola Experimental pertenecientes a la
Universidad del Papaloapan, campus Loma Bonita y se aclimataron por 30 dias antes de
iniciar el experimento. Se alimentaron 2 veces al dia con alimento comercial (Purina

Agribrands) al 32% de proteina (energia digestible 3.00 Kcal/g).

7.2. Colecta de muestra espermatica.

Para realizar la colecta de semen, los reproductores fueron previamente anestesiados por
inmersion en agua con 2-fenoxietanol (0.5 mL de 2-fenoxietanol por cada litro de agua). Una
vez anestesiados se les colocd un pafio himedo sobre la cabeza para reducir el estrés. Para
efectuar la colecta del esperma se limpi¢ el area de la papila genital con agua destilada y el
esperma se obtuvo mediante la técnica descrita por Abascal et al. (2007), la cual consistié en
realizar un suave masaje abdominal en direccion antero-posterior y colectar el esperma una
vez saliera del poro genital directamente en un microtubo Eppendorf. Este proceso se realiz6
con cada uno de los reproductores de manera repetitiva con el fin de obtener la mayor
cantidad de muestra posible por cada reproductor. Las colectas se realizaron cada 14 dias
durante 40 semanas, dividiendo los grupos de muestras colectadas en periodos de 10

semanas.
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7.3. Aplicacion de aditivo

Después de un periodo de descanso (de aproximadamente 30 dias después de la ultima
colecta espermatica), a 10 reproductores de la Universidad del Papaloapan se le suministro
un aditivo comercial de marca BlOprotec, Aquanu3® a través del alimento. Para esto, se
preparo un kg de alimento con aditivo (2 g de aditivo por kg de alimento) adherido mediante
aceite comercial. Se alimentaron con este aditivo durante 40 dias, pues es el periodo en el
cual las células espermaticas se desarrollan y maduran en las gonadas. De esta forma se
garantizo poder evaluar el efecto del aditivo a través del alimento sobre la calidad de los

espermatozoides.

7.4. Induccion con gonadotropina.

Con el fin de estimular la produccidn de células sexuales en los reproductores del primer lote,
10 peces fueron inyectados bajo la aleta pectoral una Unica ocasién utilizando hormona
gonadotropina (GONAFORTE® Gonadotropina 2500 Unidades frasco de 10 ml en solucion
inyectable). La recoleccion de las muestras se inici6 de acuerdo a lo descrito en la seccion

7.2 aproximadamente 72 horas después de aplicar la hormona.

7.5 Analisis macroscopico

Se evaluaron los parametros, volumen, pH y color. Debido a que no existen antecedentes
relacionados con la caracterizacion espermatica de V. fenestrata, la evaluacion macroscopica
se realizd en base a la repetibilidad de los datos obtenidos, tomando como normal el valor
que mas se repitié en cada variable. Para volumen se observo la cantidad de eyaculado en los
tubos Eppendorf inmediatamente después de colectar la muestra. Para pH, se tom6 una
alicuota de cada muestra y se colocaron sobre tiras reactivas de pH marca MilliporeSigma,

posteriormente se compararon los resultados con lo establecido en las instrucciones de las
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tiras. En cuanto al color, se realiz6 una tabla con diferentes tonos de blanco y se comparo

cada muestra con la tabla para determinar el color de cada una.

7.6. Analisis microscopico.

7.6.1 Concentracion

La concentracion espermatica se evaluo en cada una de las muestras colectadas, para ello se
utiliz6 una dilucion de 1:200 (eyaculado (5 pL) /agua destilada (995 pL). Se colocaron 8 L
de la dilucién en una camara de Neubauer y se dejo reposar entre 5y 10 minutos, una vez
transcurrido el tiempo se observd la camara con la ayuda del sistema computarizado de
analisis espermatico (por sus siglas en ingles CASA) bajo el objetivo 20x, se capturaron
cuatro campos con un namero indefinido de células y se calculé la concentracion (Rurangwa
et al., 2004). EIl namero total de espermatozoides para los organismos se calcul6 mediante

una relacion entre el volumen de la muestra y la concentracion de espermatozoides.

7.6.2 Motilidad

Se realizd la activacion espermatica mediante una dilucién de 1/2 (muestra espermatica y
agua dulce) homogeneizada previamente en un agitador orbital durante un minuto en todas
las muestras obtenidas a excepcidn de las inducidas mediante gonadotropina. Posteriormente,
se colocaron 5 pL de semen en un portaobjetos para su observacién en una platina atemperada
a 28°C bajo el objetivo 20x. Se capturaron cuatro campos para medir cuantitativamente la
movilidad de los espermatozoides en el sistema CASA, mediante la evaluacion de los
siguientes parametros: motilidad total, motilidad progresiva, velocidad curvilinea, velocidad

en linea recta y linealidad (Rurangwa et al., 2002; Gennotte et al., 2012).
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7.6.3 Morfologia

Para cada muestra espermatica colectada se realiz6 una dilucién 1/50 (eyaculado/solucion
alcohdlica) y se homogeneizo en un agitador orbital durante un minuto. Se colectaron 5 pL
de la dilucion en un portaobjetos a través de un barrido de una gota de la muestra y se dejo

secar durante 24 horas a temperatura ambiente.

Una vez pasadas las 24 horas, los frotis se tifieron utilizando un kit de tincién marca
HYCEL (Hemocolorante rapido para frotis sanguineo). Para la tincion se siguieron las
instrucciones del mismo kit (HEMOCROM-FIX HYCEL), colocando primero el colorante
rojo (hemocolorante 1) durante 10 minutos, posteriormente se coloco el colorante azul
(hemocolorante 2) por 5 minutos. Finalmente, el sistema CASA (previamente configurado
con la tincion) determind por diferencia de los tipos normales y anormales un analisis

citomorfoldgico. Todo este proceso se realizo bajo el objeto 40x.

7.7 Andlisis estadistico

Se aplicaron pruebas de homogeneidad y homocedasticidad en los datos obtenidos a lo largo
del experimento, comparando las caracteristicas macro y microscopicas de las muestras
colectadas en periodos de 10 semanas, asi como también las muestras inducidas mediante
gonadotropina y las muestras colectadas después de aplicar el aditivo comercial en la dieta
de los reproductores. Una vez cumplidos los supuestos se realizé un andlisis de varianza
(ANOVA) con un intervalo de confianza del 95%, posteriormente un analisis de Tukey en
las caracteristicas microscopicas y una prueba t de Student para las caracteristicas

macroscopicas.
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8. RESULTADOS
8.1 Comparacion de eyaculados naturales a través del periodo de experimentacion

8.1.1 Variables macroscopicas y concentracion.

En el Cuadro 2 se presentan los valores de color, pH, volumen y concentracion obtenidos en
V. fenestrata a través del periodo de experimentacion. A la semana 10 se observo una
coloracion translucida, ligeramente similar al agua. Las muestras presentaron un color blanco
lechoso a partir de la semana 20. En cuanto al pH se observaron diferencias significativas (P
< 0.05), con las muestras colectadas a la semana 10 mostrando un valor de pH mas bajo que
las colectadas durante el resto del periodo de evaluacion. No se presentaron diferencias
significativas para el volumen colectado a lo largo de las semanas evaluadas. Finalmente, la
concentracion espermatica presentd diferencias significativas (P < 0.05), mostrando un
numero de espermatozoides superior a las semanas 30 y 40 en comparacién con las semanas

10y 20.

Cuadro 2. Valores de variables macroscépicas y concentracion en el esperma del morro

colorado (V. fenestrata) a partir de la siembra inicial en los estanques de experimentacion.

Volumen  Concentracién (x10°

Periodo Color pH
(mL) células mL™?)
10 semanas  Crema - translicido 6.6 £ 0.5  0.19 + 0.08? 0.34 +0.04°
20 semanas Blanco lechoso 7.5+0.3 0.29+0.10% 0.50 + 0.25°
30 semanas Blanco lechoso 7.5+0.3 0.25+0.092 2.18 +1.022
40 semanas Blanco lechoso 75+£0.1% 0.24 £0.05° 2.34 £ 0.612
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mL: mililitros de eyaculado. Los valores representan el promedio representativo de cada
grupo de muestras + desviacion estandar. Valores con superindices con diferente letra entre

columnas indican diferencias significativas. Tukey, P < 0.05.

8.1.2 Morfologia.

A continuacién, en el cuadro 3 se presentan los pardmetros morfoldgicos observados en V.
fenestrata a través del periodo de experimentacion. De manera general, el esperma del morro
colorado presenta una cabeza de forma redonda, similar a lo reportado en la tilapia del Nilo.
En cuando a la longitud, se observaron diferencias significativas (P < 0.05) en las muestras
colectadas en la semana 10, las cuales presentaron una longitud inferior al resto de las
muestras colectadas en los periodos posteriores. No se observaron diferencias significativas
entre ninguno de los periodos de muestreo con respecto a lo ancho de la cabeza. Finalmente,
tanto el &rea como el perimetro de la cabeza, mostraron diferencias significativas (P < 0.05)
entre las células espermaéticas colectadas en la semana 30 y 40 en comparacion con las

colectadas en la semana 10 y 20.

8.1.3 Motilidad.

En los Cuadros 4 y 5 se presenta el andlisis de velocidad y los valores de desplazamiento
espermatico obtenidos en reproductores de V. fenestrata a lo largo del periodo de
experimentacion. En cuanto al anélisis de velocidad presentado en el cuadro 4, no se
observaron diferencias significativas (P < 0.05) en ninguno de los periodos evaluados, asi

como en las variables analizadas.
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Cuadro 3. Caracteristicas morfologicas en el esperma del morro colorado (V. fenestrata) a

partir de la siembra inicial en los estanques de experimentacion.

Parametros morfologicos

Periodo Longitud Ancho Area Perimetro
Forma
(um) (um) (um) (um)
Semana 10 Redonda 1.63+0.15° 1.33+0.172 1.87 £0.34° 508+ 0.46°
Semana 20 Redonda 1.99+0.22%8 157+0.30° 2.69+0.74° 6.18+0.80°
Semana 30 Redonda 2.16+0.18 1.61+0.22%  4.05+0.89% 7.96 +1.26%
Semana 40 Redonda 2.26+0.06° 1.49+0.21%® 4.79+0.34% 8.49+0.68

Los valores representan el promedio representativo de cada grupo de muestras + desviacion

estandar. Valores con superindices con diferente letra entre columnas indican diferencias

significativas. Tukey, P < 0.05.

En lo que respecta a los valores de desplazamiento se observaron diferencias

significativas (P < 0.05) en la velocidad rectilinea y en la velocidad promedio de los

espermatozoides. En el primer caso, las células colectadas en la semana 40 presentaron una

velocidad rectilinea estadisticamente superior a las células muestreadas en la semana 10. Por

su parte, las muestras colectadas en la semana 20 y 30 no mostraron diferencias significativas.

Para la velocidad promedio, las células espermaticas obtenidas en la semana 30 y 40

mostraron valores superiores a lo observado en las semanas 10 y 20.
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Cuadro 4. Analisis de movilidad espermatica en el esperma del morro colorado (V.

fenestrata) a partir de la siembra inicial en los estanques de experimentacion.

Parametros de movilidad espermatica

Periodo Celulas motiles Células motiles no Celulas estaticas
progresivas (%) progresivas (%) (%)
Semana 10 88.1+4.9? 11.8£5.0° 0.08 £ 0.0%
Semana 20 85.7+ 2.3 142 +2.22 0.07 £ 0.0%
Semana 30 88.4 + 3.12 114 +3.12 0.10+0.18
Semana 40 88.5 + 3.42 11.3+3.42 0.20+£0.18

Los valores representan el promedio representativo de cada grupo de muestras + desviacion

estandar. Valores con superindices con diferente letra entre columnas indican diferencias

significativas. Tukey, P < 0.05.

Cuadro 5. Comparativa de valores de desplazamiento en el esperma del morro colorado (V.

fenestrata) a partir de la siembra inicial en los estanques de experimentacion.

Parametros de velocidad de desplazamiento

Periodo
VCL (um/s) VSL (um/s) VAP (um/s)
Semana 10 109.24 + 13.862 24.19 + 6.15P 31.60 + 8.56"
Semana 20 121.0 + 32.92 27.10 + 4.312b 35.34 +8.21°
Semana 30 130.75 + 22.072 30.83 + 2.68%® 57.91 + 4.052
Semana 40 132.0 + 32.01@ 32.08 + 3.232 56.30 + 3.342
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*VCL = Velocidad curvilinea, VSL = Velocidad rectilinea, VAP = Velocidad promedio. Los
valores representan el promedio representativo de cada grupo de muestras + desviacion
estandar. Valores con superindices con diferente letra entre columnas indican diferencias

significativas. Tukey, P < 0.05.

8.2 Efecto del aditivo comercial sobre la calidad esperméatica

8.2.1 Variables macroscopicas y concentracion.

En el Cuadro 6 se presentan los resultados de color, pH, volumen y concentracion obtenidos
en reproductores de V. fenestrata. Los resultados obtenidos en las muestras espermaticas de
reproductores alimentados con aditivo comercial no presentaron diferencias significativas (P
< 0.05) con respecto a las muestras colectadas de manera natural en ninguno de los

parametros evaluados.

Cuadro 6. Comparacion de valores macroscépicos y de concentracién espermatica entre
muestras naturales y muestras colectadas después de la alimentacion con aditivo comercial

en reproductores del morro colorado (V. fenestrata).

Volumen Concentracion (x10°

Muestra Color pH

(mL) células mL™?)
Natural Blanco lechoso 74+0.2% 0.24+0.072 2.41 +1.008
Aditivo Blanco lechoso 74+03* 0.25+0.082 2.40 +0.492

mL: mililitros de eyaculado. Los valores representan el promedio representativo de cada
grupo de muestras + desviacion estandar. Valores con superindices con diferente letra entre

columnas indican diferencias significativas. Tukey, P < 0.05.
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8.2.2 Morfologia

En el cuadro 7 se comparan los parametros morfoldgicos observados en espermatozoides de
V. fenestrata obtenidos de manera natural y obtenidos después de alimentar con un aditivo
comercial. De los parametros morfologicos analizados, Unicamente se observaron diferencias
significativas (P < 0.05) en el ancho de la cabeza, en donde las muestras espermaticas de
reproductores alimentados con aditivo mostraron un tamafo estadisticamente menor con

respecto a lo observado en muestras naturales

Cuadro 7. Caracteristicas morfologicas entre muestras naturales y muestras colectadas

después de la alimentacion con aditivo comercial en reproductores del morro colorado (V.

fenestrata).
Parametros morfoldgicos
Muestra Longitud Ancho Area Perimetro
Forma
(nm) (nm) (nm) (nm)
Natural Redonda 2.26+0.15* 1.56 +0.21? 451+0.37% 8.03+1.16%
Aditivo Redonda 2.21+0.20®8 1.36+0.20° 421+0.91* 7.76 +0.69°

Los valores representan el promedio representativo de cada grupo de muestras + desviacion
estandar. Valores con superindices con diferente letra entre columnas indican diferencias

significativas. Tukey, P < 0.05.
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8.2.3 Motilidad

En los Cuadros 8 y 9 se presenta el analisis de velocidad y los valores de desplazamiento
espermatico obtenidos en muestras de reproductores alimentados con aditivo y en muestras
obtenidas de manera natural. Dentro de los porcentajes de motilidad espermatica no se
observaron diferencias significativas en ninguno de los parametros evaluados. Con respecto
a los parametros de velocidad de desplazamiento, en las muestras de los reproductores
alimentados con aditivo se observé una velocidad promedio estadisticamente superior (P <
0.05) con respecto a las muestras obtenidas de manera natural. Sin embargo, en los
parametros de velocidad curvilinea y velocidad rectilinea las células espermaticas de ambos

grupos no mostraron diferencias significativas (P < 0.05).

Cuadro 8. Analisis de movilidad espermatica entre muestras naturales y muestras colectadas

después de la alimentacion con aditivo comercial en reproductores del morro colorado (V.

fenestrata).
Parametros de movilidad esperméatica
Muestra Células maotiles Células motiles no Células estaticas
progresivas (%) progresivas (%) (%)
Natural 87.4 £ 3.82 125+ 3.92 0.1+0.0?
Aditivo 88.0 £ 3.3 11.8+3.28 0.1£0.1°

Los valores representan el promedio representativo de cada grupo de muestras + desviacion
estandar. Valores con superindices con diferente letra entre columnas indican diferencias

significativas. Tukey, P < 0.05.
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Cuadro 9. Comparativa de valores de desplazamiento entre muestras naturales y muestras
colectadas después de la alimentacion con aditivo comercial en reproductores del morro

colorado (V. fenestrata).

Parametros de velocidad de desplazamiento

Muestra

VCL (um/s) VSL (um/s) VAP (um/s)
Natural 124.29 + 9.778 32.09 + 3.05° 54.51 + 3.74°
Aditivo 127.3 £ 24.928 31.20 £ 2.73? 57.44 + 3.83?

*VCL = Velocidad curvilinea, VSL = Velocidad rectilinea, VAP = Velocidad promedio. Los
valores representan el promedio representativo de cada grupo de muestras + desviacion
estandar. Valores con superindices con diferente letra entre columnas indican diferencias

significativas. Tukey, P < 0.05.

8.3 Efecto de la hormona gonadotropina sobre la calidad esperméatica

8.3.1 Variables macroscopicas y concentracion.

En el Cuadro 10 se presentan los resultados de color, pH, volumen y concentracién obtenidos
en reproductores de V. fenestrata. Las muestras inducidas mediante gonadotropina mostraron
un color translicido muy similar al agua. Por su parte, los eyaculados colectados en este

mismo periodo mostraron una coloracién crema-translacido.

En cuando al pH, no se observaron diferencias estadisticamente significativas,
mientras que el volumen de los eyaculados inducidos presentd diferencias significativas (P

< 0.05), registrando una media que duplica la media registrada en los eyaculados naturales.
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Finalmente, la concentracion espermatica registrd diferencias significativas (P <
0.05), con las muestras naturales presentando una concentracion de celulas espermaticas

significativamente mayor a lo observado en las muestras inducidas.

Cuadro 10. Comparacién de valores macroscopicos y de concentracion espermatica entre
muestras naturales y muestras inducidas mediante gonadotropina en reproductores del morro

colorado (V. fenestrata).

Volumen  Concentracién (x10°

Muestra Color pH

(mL) células mL™?)
Natural Crema-translicido 6.8+ 0.6 0.20 + 0.08° 0.33 £0.04
Inducida Translucido 6.2+0.3* 0.40+0.10? 0.14 + 0.03°

mL: mililitros de eyaculado. Los valores representan el promedio representativo de cada
grupo de muestras + desviacion estandar. Valores con superindices con diferente letra entre

columnas indican diferencias significativas. Tukey, P < 0.05.

8.3.2 Morfologia

En el Cuadro 11 se comparan los parametros morfoldgicos observados entre espermatozoides
de V. fenestrata obtenidos de manera natural e inducida. La forma de la cabeza no vario entre
las muestras naturales e inducidas, mostrando de manera constante una forma redonda en las
células espermaticas. Sin embargo, los cuatro parametros morfoldgicos evaluados (longitud,

ancho, area y perimetro) mostraron diferencias significativas (P < 0.05), con las células
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espermaticas obtenidas a través de la induccion hormonal registrando valores mas bajos que

los observados en las muestras obtenidas naturalmente.

Cuadro 11. Caracteristicas morfolégicas del esperma de morro colorado (V. fenestrata)

natural e inducido mediante gonadotropina.

Parametros morfologicos

Muestra Longitud Ancho Area Perimetro
Forma
(um) (um) (nm) (nm)
Natural Redonda 1.66+0.16* 1.33+0.16? 1.89+0.31* 5.16 £ 0.45°

Inducido Redonda 1.27+0.19° 1.02+0.15° 1.18 +0.37° 3.88+0.62°

Los valores representan el promedio representativo de cada grupo de muestras + desviacion
estandar. Valores con superindices con diferente letra entre columnas indican diferencias

significativas. Tukey, P < 0.05.

8.3.3 Motilidad
Los espermatozoides colectados de las muestras inducidas no pudieron ser activados, por lo

tanto, no fue posible realizar el analisis de motilidad correspondiente.
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9. DISCUSION
Hasta la fecha no hay ningin antecedente acerca de la calidad espermatica para el morro
colorado (Vieja fenestrata). Este pez, comienza a despegar como una especie potencial para
la actividad acuicola, sin embargo, aun es muy limitada la informacion que se tiene sobre
este. De tal manera que, para realizar el presente experimento, se trabajé sobre la adaptacion
de los animales a las condiciones de los estanques, al alimento comercial y a la manipulacién
humana para la colecta espermaética. Cabe sefialar que el tiempo necesario para aclimatar un
macho para la recoleccion de muestras espermaticas esta muy influenciada por la persona
encargada de colectar la muestra y puede llevar de uno hasta seis meses para lograr la
recoleccion del esperma no contaminado (sin contacto con agua, orina, heces o cualquier
sustancia que pueda afectar la activacion de las células) (Beirdo et al., 2019). Ademas, se
probaron diferentes proporciones (macho: hembra), asi como diferentes densidades de peces
por estanque con el fin de reducir el estrés y la agresividad entre los mismos reproductores.
Lo anterior, se llevd a cabo durante varias semanas con el fin de lograr que los reproductores
no presentaran altos niveles de estrés y asi obtener muestras espermaticas viables que no se
vieran afectadas por cualquier tipo de alteracion del sistema enddcrino, derivado de la poca
adaptacion de los peces a las condiciones de cautiverio y al manejo humano. Finalmente, se
logré no solo caracterizar el esperma sino también se observé la evolucién en la madurez de

las células sexuales de la especie.

Gracias a la caracterizacién macroscopica se logro observar durante el experimento
la maduracion sexual por parte de los organismos. EI pH mostr6 una tendencia a
incrementarse conforme la maduracion de las muestras también aumento6. Se observaron

valores de pH ligeramente por debajo del nivel neutral, alcanzando un valor minimo de 6 en
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muestras inmaduras. Esto va de la mano junto con la coloracion de las mismas, ya que, al
presentar valores de pH mas bajos el semen se torndé mas palido llegando a ser ligeramente
translucido. Por otro lado, las muestras colectadas a partir de la semana 30 que presentaron
un pH entre 7.5y 8 presentaron una coloracion blanca-lechosa. Estos valores concuerdan con
lo reportado por Alavi et al. (2005) y de Castro & Patil (2019) los cuales evaluaron los
parametros de calidad espermatica en la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) y el salmon
del Atlantico (Salmo salar) respectivamente, reportando valores de pH que van de 7a 8 y
estableciendo que muestras seminales con un pH inferior significan inmadurez sexual de los
organismos o bien una alteracion gonadal. Con base en estos resultados, se podria determinar
que, para el morro colorado, un pH superior a 7 también es un indicativo de madurez sexual

en los reproductores y por ende una mayor calidad espermatica.

En lo que respecta al color del semen, por lo general se establece como un indicador
de la calidad, ya que el color caracteristico de cada especie esta relacionado con el hecho de
que los espermatozoides de los peces obtienen la capacitacién y maduracién durante la
migracion a lo largo del conducto eferente (Bustamante-Gonzélez et al., 2018), pues muestras
inmaduras no presentan la coloracién blanca y opaca que caracterizé a las muestras que se
obtuvieron después de la semana 30 y que indican madurez sexual. Si bien la coloracién
observada puede ser caracteristica de la especie, es importante mencionar que es similar a la
coloracion del semen reportado para el género Oreochromis (Nakamura et al., 2015; Almeida
et al., 2016; Triastuti et al., 2018) Esta similitud tiene sentido debido a que ambas especies

perteneces a la familia Ciclidae.

En cuanto al volumen seminal, durante la etapa de experimentacion este no se vio

afectado a pesar de que las muestras presentaron inmadurez hasta la semana 20, el volumen
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no presento diferencias significativas. Sin embargo, es importante aclarar que, en dichas
muestras, el volumen total consistio en mayor medida de liquido seminal y no de células
espermaticas, y por este motivo la coloracion se torno transllcida en las primeras muestras
colectadas. Ahora bien, en cuanto a las muestras inducidas mediante gonadotropina, se
observo un incremento significativo, aumentando dos veces el volumen con respecto a lo
observado en muestras colectadas de manera natural. A pesar de este incremento, estas
muestras también estuvieron formadas en mayor medida de liquido seminal y no de células
espermaticas. Esto podria ser resultado de la poca adaptacion que presentaban en ese instante
los organismos a los estanques experimentales pues al incrementar el estrés en los animales
se ve afectado el sistema enddcrino y por ende la produccién se células sexuales (Fauvel et
al., 2010). Se debe mencionar que un primer efecto de la hormona exdgena es precisamente
el incremento en el volumen seminal (Loir & Billard, 1990; Teran et al., 2004; Garcia et al.,
2011; Pérez-Albelo, 2021), de tal forma que, el uso de gonadotropina si generd un efecto
sobre los reproductores, sin embargo, este se limitdé Unicamente al incremento de liquido
seminal y no al numero de células espermaticas. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Pardo-Carrasco et al. (2016), los cuales aplicaron extracto de pituitaria de carpa
en el yamu (Brycon amazonicus), observando un incremento significativo en el volumen de
eyaculado y una disminucidn en la concentracion espermatica, sugiriendo que el extracto de
pituitaria de carpa influye méas en la produccion de liquido seminal que en el proceso de
espermatogénesis. Ahora bien, se debe de tener en cuenta que en algunas especies acuicolas
el incremento del liquido seminal esta asociado con la madurez sexual de los reproductores
y la adquisicion de capacidad fertilizante de los espermatozoides, es decir, capacitacion
espermatica dentro de los conductos seminiferos (Schulz & Miura, 2002). Chowhury & Joy

(2007), mencionan que la sobreproduccion de liquido seminal permite una especie de
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hidratacién gonadal, lo cual contribuye en la prolongacion y estabilizacion de la viabilidad
de los espermatozoides. De esta forma, la aplicacion de la hormona gonadotropina en el
morro colorado pudo haber dado paso a la madurez de las células espermaticas, sin embargo,
esto se abria reflejado unicamente en el proceso antecesor de la produccion de

espermatozoides, es decir, en la produccion de una gran cantidad de liquido seminal.

Para las muestras colectadas después del uso del aditivo comercial no se observaron
diferencias significativas con respecto a las colectadas de manera natural, lo cual puede
indicar que la implementacion de este aditivo a través del alimento no influye sobre el
volumen total del eyaculado en el morro colorado. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Abbass et al. (2012), quienes evaluaron el propéleo y el polen de abeja como
suplemento alimenticio para la tilapia del Nilo, observando un nulo efecto sobre la calidad
espermatica, ademas de un incremento significativo en las anomalias en la cabeza de los
espermatozoides. Singh et al. (2022) por su parte, evaluaron bacterias probidticas
(Lactobacillus plantarum) como suplemento alimenticio en la carpa comudn, y aunque
reportaron una reduccion en el estrés patdgeno y una mejora en la inmunidad de los peces,
no lograron observar ningun efecto del probidtico sobre la eficiencia reproductiva de los
organismos. En este sentido, es posible que el aditivo implementado en nuestro trabajo no
genere un efecto sobre la calidad del semen, o bien, la concentracion utilizada no fuera lo
suficientemente alta para inducir un efecto positivo, no obstante, es importante realizar
nuevos estudios, asi como administrar otros tipos de suplementos alimenticios. Contrario a
lo observado en nuestro experimento Dominguez-Castanedo et al. (2015) evaluaron la
suplementacion del carotenoide astaxantina en la dieta sobre la calidad de semen en el pez

tetra (Moenkhausia sanctaefilomenae) y reportaron un incremento significativo en el
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volumen seminal tras la aplicacion del suplemento. Marin & Eduardo (2019), establecieron
que el suministro de suplementos alimenticios ricos en vitaminas tales como E y C, ayuda a
mejorar el desempefio del sistema inmune y la calidad espermatica de los reproductores de
la tilapia (Oreochromis sp) incrementando la salud de las poblaciones en los estanques de
cultivo, lo cual es necesario para una buena reproduccion. Por otro lado, Enzeline et al.
(2022) probaron una dieta suplementada con Bacillus sp en el bagre africano, reportando un

incremente de 2 a 4 veces el volumen obtenido de cada reproductor.

Numerosos estudios han abordado la eficacia de los aditivos y suplementos, no
obstante, la mayoria de estos trabajos se han enfocado en las hembras reproductoras, siendo
pocos los estudios que se han centrado en la calidad del espermay del semen (Sumon et al.,
2022). Ante esto se debe de tener en cuenta que los efectos de los suplementos alimenticios
también aumentan la produccion de esperma de los testiculos, con acciones estimulantes en
dos componentes conocidos como secciones intertubulares (o intersticiales) y tubulares
(Valcarce et al., 2015), demostrando ademas, que algunos probidticos estimulan las células
de Leydig (Valcarce et al., 2015; Sumon et al., 2022), por lo cual vuelve indispensable
realizar estudios de mayor profundidad a los efectos de los aditivos alimenticios sobre los
procesos reproductivos de los reproductores y la calidad espermatica en especies

potencialmente importantes para el sector acuicola.

Ahora, comparando nuestros resultados con lo reportado en otras especies acuicolas
de importancia comercial, el volumen seminal en muestras maduras en el morro colorado, se
encuentra 1.3 veces por arriba de la media reportada por Salirrosas et al. (2017) quien evaluo

la calidad espermatica en machos XY y Y'Y de tilapia del Nilo. Es importante mencionar que
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la cantidad de semen por eyaculado estaria, en teoria, dentro de los pardmetros normales para

los peces pertenecientes a la familia de los ciclidos.

Con respecto a otras especies comerciales, autores como Ogretmen et al. (2005) y
Cejko et al. (2014) han evaluado la calidad espermatica en la carpa comun (Cyprinus carpio),
obteniendo valores que duplican a los observados en nuestra investigacion. Cruz-Casallas et
al. (2007), reportan volimenes de 1.8 mL en el s&balo (Brycon amazonicus), una especie
nativa de Colombiay Venezuela, que ha generado una alta demanda comercial en los Gltimos
afios y por lo cual, se iniciaron estudios relacionados al control de su reproduccion (Casallas
et al., 2006). De Castro & Patil (2019), evaluaron la calidad espermatica en el salmon del
Atlantico, reportando un volumen de eyaculado superior a los 11 mL, no obstante, este valor
probablemente obedece a que el salmon, a diferencia de las otras especies mencionadas,
dispersa el esperma a lo largo de la columna de agua, que es en donde ocurre el desove de
las hembras, mientras que las especies dulceacuicolas, colocan los desoves en el sustrato, por
tal motivo, se necesita un menor volumen de eyaculado con el fin de garantizar la fertilizacion
del mayor nimero de huevos. Por otra parte, la baja produccion de semen del morro colorado,
con respecto a la carpa comun y el sabalo, puede ser resultado de la poca domesticacién que
se tiene hasta el momento de la especie, pues se ha comprobado que la adaptacién de los
peces a las condiciones de los estanques puede influir en los niveles de estrés de los
organismos, afectando el sistema endocrino y con ello la produccion de hormonas que ayudan
a generar y madurar las células sexuales (Barandica & Tort, 2008). Bajo este contexto, la
domesticacion del morro colorado, aunado a la seleccion de lineas geneticas mejoradas,
podria incrementar los volimenes totales en los eyaculados de organismos bajo cautiverio,

pues se ha demostrado que factores tales como la temperatura, la domesticacion, la nutricion
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y la manipulacion humana, influyen de manera significativa en la produccién de células

sexuales, asi como el éxito reproductivo (Fauvel et al., 2010).

Es importante mencionar que, en trabajos previos realizados en la tilapia del Nilo y
carpa comun, los reproductores utilizados alcanzan pesos de hasta 800 g mientras que en
nuestro trabajo los organismos utilizados no rebasaron los 500 g de peso. En este sentido,
Guerrero-Quiroz et al. (2008) mencionan que un mayor volumen de eyaculado se relaciona
directamente con tallas y pesos superiores. Esto debido a que en peces existe una relacion
significativa entre el nimero de espermatozoides y el tamafio del organismo, por lo cual, el
uso de machos con un mayor tamafio y peso también incrementarian, en teoria, el volumen

total del eyaculado.

En lo que respecta a la concentracion espermatica se observo un incremento conforme
se avanzd en el periodo experimental, mostrando diferencias significativas entre las muestras
colectadas a partir de la semana 30 y las colectadas hasta la semana 20. Al final del
experimento (semana 40) el promedio de la concentracidn espermatica fue 6.8 veces mayor
a la media observada al inicio del trabajo (semana 10). El aumento en el nimero total de
espermatozoides es muy importante, pues se ha establecido que un incremento en la
concentracion espermatica aumenta el porcentaje de huevos fertilizados, asi como también
permite llevar a cabo técnicas como la fertilizacion in vitro (Lopez-Herndndez et al., 2018).
Todo esto resulta beneficioso cuando se habla de una especie nativa la cual se intenta

establecer dentro del sector acuicola para su produccién en masa.

En cuanto a los eyaculados inducidos mediante gonadotropina se observé una media
estadisticamente menor en comparacion con las muestras obtenidas de manera natural. Esto
contrasta con lo reportado por Cejko et al. (2017) quienes evaluaron tratamientos hormonales

44



de hCG en la locha espinosa (Cobitis taenia), reportando un incremento en el nimero de
células sexuales maduras con respecto a la produccion de machos no tratados. Los resultados
obtenidos en nuestro experimento nuevamente podrian ser causados por la poca adaptacion
de los organismos a los estanques de cultivo. Ante esto, Tvedt et al. (2001) probaron un
tratamiento de GnRHa sobre la especie Hippoglossus hippoglossus, reportando también una
disminucion en el nimero de espermatozoides después de la aplicacion de la hormona,
sugiriendo que algunas especies podrian no responder de manera positiva en todos los
aspectos de calidad espermatica tras la aplicacion de hormonas exdgenas en los
reproductores. Por su parte, Pardo Carrasco et al. (2016), aplicaron hormonas hCG y GnRHa
en el Brycon amazonicus sin observar ningun efecto sobre la concentracion espermatica en
ninguno de los tratamientos. De esta forma, ademas de la poca adaptacion de nuestros
organismos a los estanques, la hormona gonadotropina podria no generar ningun efecto sobre
el nimero de espermatozoides, o bien como se mencion6 anteriormente, tener un efecto
tardio y no un efecto visible pocas horas después de la administracion, por lo cual se habria
observado una concentracion menor con respecto a las muestras colectadas posteriormente

de manera natural.

Otro punto importante, es la dosis y el tiempo de administracion de la hormona a los
reproductores. Se ha establecido que, si se administra un tratamiento hormonal demasiado
temprano en la época reproductiva o bien en reproductores sexualmente inmaduros, la terapia
puede fallar o generar células sexuales de mala calidad (Gardes et al., 2000). Por otro lado,
un nivel demasiado alto de hormona también puede tener efectos nocivos sobre la calidad de
los espermatozoides (Gardes et al., 2000; Mylonas et al., 2009). Las dosis y tiempos de

aplicacion en nuestro trabajo se baso en antecedentes de especies como la tilapia del Nilo o
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la tenguayaca, sin embargo, los valores de dosis adecuadas para el morro colorado aln son
desconocidas, por ende, es necesario realizar trabajos puntuales de induccién hormonal sobre
la especie para obtener un efecto completamente beneficioso en cuanto a la calidad

espermatica.

Por otro lado, los eyaculados obtenidos después del uso del aditivo comercial
presentaron una concentracion ligeramente superior con respecto a los eyaculados naturales,
sin embargo, no se presentaron diferencias significativas entre estas muestras. En este
sentido, Aboelward et al. (2020) establecen que los aditivos para piensos son sustancias que
benefician no solo la nutricion del pez, sino también la tasa de crecimiento del animal, su
salud y su bienestar en general. Por otra parte, Alemayehu et al. (2018), mencionan que la
aplicacion de aditivos también puede reducir en nivel de estrés en los organismos. En base a
esto, el uso del aditivo durante el periodo de espermatogénesis del morro colorado podria
haber mejorado la calidad y el nimero de gametos, produciendo un ligero incremento en el
namero de células espermaéticas. Sin embargo, para evaluar la calidad se requiere realizar
estudios de fertilizacion in vitro, asi como in vivo. El uso prolongado de este aditivo podria
mejorar de manera significativa la produccion de células espermaticas, por lo cual se deberan
de continuar con estudios que ademas de prolongar el periodo de aplicacion, también pruebe
diferentes aditivos comerciales que corroboren con los datos obtenidos en nuestro

experimento.

Con respecto a otras especies, el numero total de espermatozoides observados en el
morro colorado fue superior a lo reportado por Salirrosas (2017) y Alcantar-Vazquez et al.
(2022), quienes evaluaron las caracteristicas espermaticas en la tilapia roja (Oreochromis

spp) y la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) respectivamente. En nuestra investigacion,
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se muestra una concentracion espermatica aproximadamente 1.3 veces mayor en
comparacion a lo reportado en la tilapia, no obstante, se debe recalcar que la tilapia es un pez
ampliamente domesticado, lo cual podria influir en una disminucion del nimero de
espermatozoides producidos, pues al estar en cautiverio se disminuye la competencia natural
y se vuelve innecesario la generacion excesiva de gametos (Smitherman et al., 1988; Osure

& Phelps, 2006).

Contrario a lo anterior, especies dulceacuicolas de importancia comercial tales como
la carpa comun vy la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), muestran concentraciones de
espermatozoides por mililitro muy por encima de lo observado en el morro colorado.
Kowalski, & Cejko (2019), establecen que el nimero de células espermaéticas por eyaculado,
puede verse afectado por las condiciones externas presentes en el medio que habitan las
diferentes especies. En este sentido, especies de aguas rapidas producen un mayor nimero
de espermatozoides para garantizar la fertilizacion del mayor nimero de huevos posibles
(Lahnsteiner et al., 1996; Pearse et al., 2009; Berejikian et al., 2013), caso contrario ocurre
con especies que habitan aguas someras, como lo es el morro colorado (FishBase, 2019), el
cual, al fertilizar los desoves puestos sobre el sustrato no necesita un elevado nimero de
espermatozoides para poder fertilizar de manera exitosa la mayor cantidad de huevos. Esto
resulta conveniente a nivel de produccidn, pues facilita la técnica de fertilizacion in vitro, ya
que unicamente se necesitaria la extraccion manual del espermay colocarlo sobre el desove
sin necesidad de un flujo constante de agua que mezcle los gametos, pues de manera natural,
la fertilizacion ocurre en aguas tranquilas (Bhujel, 2000; Piamsomboon et al., 2019), a
diferencia de la fertilizacion artificial en peces como la trucha o el salmon, los cuales

requieren un flujo constante de agua que ayude a que los gametos puedan fertilizarse con
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éxito (Munkittrick & Moccia, 1984; Lahnsteiner et al., 1996; Hugunin et al., 2008) volviendo

esta técnica mas compleja en estas especies.

Es importante mencionar, que no existen antecedentes previos referentes a la calidad
de los gametos en el morro colorado, por lo cual, los datos observados hasta el momento,
pueden ser resultado de los factores mencionados anteriormente, o bien, pueden ser las

caracteristicas propias de la especie.

Con respecto a la morfologia espermatica, se observo un incremento significativo en
el tamafio de la cabeza de los espermatozoides analizados en la semana 30 y 40 en
comparacion con los analizados en la semana 10 y 20. Estas diferencias radican
principalmente en el area y perimetro de la cabeza. Este aumento en el tamafio puede ser un
indicativo de la madurez progresiva que presentaron las células espermaticas a lo largo del
periodo experimental. Ante esto Fauvel et al. (2010) mencionan que el tamafio y la forma de
las células espermaéticas afectan directamente el porcentaje de fertilizacion, siendo los
espermatozoides de mayor tamafio los que tienen una mayor probabilidad de llegar hasta el

huevo y fertilizarlo.

Otro aspecto de importancia es la forma de la cabeza espermatica, en nuestro trabajo
las células espermaticas presentaron una forma redonda, similar a la forma de los
espermatozoides de la tilapia del Nilo reportado por Lopez-Hernandez et al. (2018). Esta
caracteristica morfométrica, nuevamente, puede deberse al habitat caracteristico de estos dos
ciclidos y a la conducta de reproduccion, en la cual los peces esparcen el esperma sobre el
desove, y al no existir corrientes de agua, las células espermaticas no necesitan tener una
forma ovalada o fusiforme para poder desplazarse hasta el huevo (Stockley et al., 1997;
Lopez-Hernandez et al., 2018; Piamsomboon et al., 2019).
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Comparando la morfologia del esperma observado en el morro colorado con respecto
a la de otras especies de importancia comercial, a pesar de que muestran una forma similar a
la de los espermatozoides de la tilapia, los valores morfométricos obtenidos para el morro
colorado en general son superiores a los reportados por Alcantar-Vazquez et al. (2022),
quienes caracterizaron la morfologia espermatica de la tilapia del Nilo en machos XY y
machos Y. Es decir, el esperma de V. fenestrata present6é un tamafio aproximadamente 3.5
veces mayor al de la tilapia, esto puede ser una caracteristica de la especie que le proporcione
una ventaja para lograr la fertilizacion del huevo en su medio natural y que resultaria
beneficioso para el uso de técnicas como la fertilizacion in vitro. Alavi et al. (2008)
caracterizaron espermatozoides de la familia Cyprinidae, reportando valores morfométricos
parecidos a los observados en nuestro trabajo. Si bien la familia Cyprinidae cuenta con un
gran nimero de especies, los principales trabajos se han realizado en especies dulceacuicolas
de importancia comercial (Kanoh, 2000; Daniela et al., 2018), de las cuales, muchas habitan
en regiones con caracteristicas ambientales similares a las del morro colorado, por lo cual,
no seria extrafio que presentaran valores morfométricos similares. Tuset et al. (2008)
reportaron valores morfométricos para espermatozoides de trucha arcoiris, mucho mayores a
los observados en el morro colorado. El tamafio superior de las células espermaticas puede
ser caracteristico de la especie, sin embargo, es importante mencionar la domesticacion, asi
como la seleccion de lineas genéticas mejoradas que han existido para la produccion de la
trucha, y por lo cual, los espermatozoides han podido alcanzar tamafios que los vuelven méas

competentes para fertilizar el huevo.

En el presente estudio se observd que la elipticidad, elongacién y rugosidad de las

células espermaticas mostraron valores superiores a lo reportado por Alcantar-Vazquez et al.
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(2022) y Salirrosas et al. (2017) en tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) vy tilapia roja
(Oreochromis spp), respectivamente. Estos valores complementan la morfometria de la
cabeza, y al ser constantes indican que se conserva la misma forma de la cabeza aun cuando
el promedio de la talla puede cambiar (Salirrosas et al., 2017). De lo contario, cualquier tipo
de anomalia en la forma de la cabeza podria ocasionar un bajo porcentaje de fertilizacion
(Lopez-Hernandez et al., 2018). No obstante, la constante repeticion de la forma redonda en
los datos obtenidos para el morro colorado y la similitud de estos datos con lo reportado para
la tilapia de Nilo, permite establecer que esta forma redonda es caracteristica del morro
colorado. Esta morfologia, como se mencioné anteriormente, probablemente puede
conferirle cierta ventaja en relacion al habitat de la especie, con el fin de garantizar una
fertilizacion exitosa. Al no existir estudios previos relacionados a morfometria espermatica
del morro colorado, los datos obtenidos se pueden tomar como los méas cercanos a las

caracteristicas reales de la especie y como base para futuros estudios.

Finalmente, la motilidad es la condicion por la cual el espermatozoide puede alcanzar
el huevo para lograr exitosamente la fertilizacion (Tabares et al., 2005) y ha sido considerada
como una de las principales variables de calidad espermaética en peces (Rurangwa et al.,
2004), por lo cual en nuestro trabajo también resulté uno de los pardmetros mas importantes

a determinar.

La evolucion de la motilidad a lo largo del experimento no mostro diferencias
significativas, es decir, que incluso en muestras inmaduras como las observadas en la semana
10y 20 el porcentaje de células motiles progresivas se mantuvo en un porcentaje superior al
85%. Lopez-Hernandez et al. (2018) establecen que el porcentaje de motilidad espermatica

en peces debe ser superior al 80% para ser consideradas viables, pues porcentajes inferiores
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al 70% resultan ineficientes para la aplicacion de tecnologias tales como la fertilizacion in
vitro y la criopreservacién, ademas, de que no garantizan una produccion adecuada de crias
para el cultivo acuicola. En nuestro trabajo el porcentaje de células motiles progresivas
alcanzaron un porcentaje de hasta el 88.5% en muestras maduras, de tal manera que aun con
la poca domesticacion de la especie esta presenta una motilidad espermatica adecuada para
la implementacion de tecnologias que permitirdn, en teoria, mejorar su produccion en

cautiverio.

Al igual que para otros parametros, la aplicacion de aditivo como suplemento
alimenticio, no increment6 de manera significativa la motilidad total de los espermatozoides.
Esto contrasta con lo reportado por Abbass et al. (2012), ellos probaron polen de abeja como
suplemento alimenticio en tilapia del Nilo, observado un incremento de mas del 25% en la
motilidad espermatica con respecto al tratamiento control. Mehdinejad et al. (2018)
implementaron la bacteria Pediococcus acidilactici y nucledtidos como probioticos y
analizaron el desempefio reproductivo en las carpas doradas (Carassius auratus), observaron
un incremento de mas del 2% en la motilidad espermatica, concluyendo que los probidticos
dietéticos combinados con nucleotidos tienen un papel positivo en la calidad de los
espermatozoides. De este modo, serd importante administrar nuevas concentraciones, asi
como probar otra clase de aditivos en el morro colorado, pues la motilidad espermatica podria
mejorar gracias a estos suplementos alimenticios, que junto con la domesticacion de la

especie podria mejorar ain mas el porcentaje de motilidad observado y superar el 90%.

En base a los valores de desplazamiento, de manera general los espermatozoides de
del morro colorado presentaron una velocidad alta tanto en eyaculados colectados de manera

natural como en eyaculados obtenidos después de la alimentacion con aditivo comercial. Los
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valores de desplazamiento observados en el morro colorado son superiores a lo reportado por
Alcéantar-Vazquez et al. (2022) en machos XY y YY de la tilapia del Nilo, lo cual resulta
beneficioso para la produccion de esta especie, asi como para la obtencion de larvas a lo largo
del afio. Como se menciond previamente, la motilidad es uno de los pardmetros mas
importantes para la reproduccion de peces en estanques, en el caso de la tilapia del Nilo al
ser una de las especies con mayor produccion a nivel mundial y el morro colorado presentar
una motilidad y velocidad superior al de la tilapia del Nilo, es garantia de una gran viabilidad
de la especie para la produccion en masa, para la aplicacion de técnicas de produccion, asi

como para la obtencion de larvas a lo largo del afio.
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10. CONCLUSIONES

1. La calidad espermatica de V. fenestrata presenta de manera general caracteristicas muy
similares a la tilapia del Nilo a pesar de la nula domesticacion que se tiene de la especie
hasta la fecha, cumpliendo los pardmetros de una especie viable para su cultivo.

2. Lacalidad de los espermatozoides del morro colorado es adecuada para la produccion de
la especie en cautiverio, pues parametros tales como la motilidad y concentracion
mejoran de manera significativa después de un periodo de aclimatacion, alcanzando
niveles viables dentro del sector acuicola.

3. El uso de aditivos a través del alimento mejord parametros como la concentracion y

morfologia.
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11. RECOMENDACIONES

1. El presente estudio puede ser la base para futuras investigaciones y mejoras para la
especie, en este sentido, es importante complementar la informacidén obtenida,
realizar analisis de calidad de huevos, larvas y diferentes condiciones de los estanques
que permitan una reproduccion viable de la especie.

2. Implementar aditivos comerciales con los cuales se hayan presentado mejoras en la
calidad espermatica para otras especies de importancia acuicola.

3. Seleccionar lineas genéticas de la especie que presenten una mayor adaptacion a las

condiciones de produccion.
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