Zootecnia Trop., 34 (3): 233-242. 2016

Efecto del pH y de la osmolalidad sobre la activacion y tiempo
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el
tiempo de activacion y la movilidad espermatica
del semen de cachama blanca (Piaractus
brachypomus), cachama negra (Colossoma
macropomum), bagre rayado (Pseudoplatystoma
fasciatum) y bagre sierra (Oxydoras sifontesi), bajo
el efecto de diferentes pH (2,0 -4,0-6,0-6,5 —
70-7,5-8,0-8,5y9,0)y osmolalidades (0, 100,
200, 250, 300, 350 y 400 mOsm kg'). El semen de
ambas especies de cachama fue recolectado 18
horas luego de la induccién hormonal, utilizando 1
Mgkg' de Ova-RH®. Los bagres no fueron inducidos
hormonalmente. Luego de recolectar el semen, se
determiné su volumen y color, asi como el tiempo
de activacion (TA) y la movilidad espermatica
(MOV) al colocar 10 yL de semen fresco y 10
ML de cada solucidon para su observacion en
el microscopio. Los tratamientos se evaluaron
por duplicado y los datos fueron comparados
mediante el procedimiento GLM (LSMEANS)
en el programa estadistico SAS. Se observaron
diferencias significativas para la MOV en el semen
de cachama blanca y negra por efecto de la
osmolalidad y pH (P<0,05). También se obtuvieron
diferencias significativas (P<0,01) para el TA y
la MOV por efecto de la osmolalidad en ambos
bagres, no asi para el pH. Los espermatozoides de
cachama blancay negra fueron activados, tanto por
diferencias en la osmolalidad como por cambios
en el pH de la solucién externa, mientras que los
espermatozoides de los bagres sierra y rayado
solo fueron activados por cambios osméticos.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate
motility and activation time in spermatozoa of red-
bellied pacu (Piaractus brachypomus), black pacu
(Colossoma macropomum), stripped catfish
(Pseudoplatystoma fasciatum) and ripsaw catfish
(Oxidoras sifontesi), under the effect of different
pH (2.0, 4.0, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 and 9.0),
and osmolality (0, 100, 200, 250, 300, 350, and
400 mOsm.kg™"). While semen from both species
of Pacus were collected 18 hours after induction
with Ova-RH® at 1 ug.kg', catfish were not
hormonally induced. Immediately, after semen
collection, volume and seminal color were
determined. Assessment of the percentage of
motility (MOV) and activation time (TA) was
carried out under a light microscope by placing 10
mL of fresh semen, and 10 mL of each solution
with different pH and osmolality. Treatments were
evaluated by duplicate, and data compared using
the GLM (LSMEANS) procedure. There were
observed significant differences in the MOV of
semen of black and red-bellied pacu by the effects
of changes in osmolality and pH (P<0.05).
Spermatozoa of catfish only showed significant
differences (P<0,01) in MOV and TA with changes
in osmolality. Both, osmolality and pH were
revealed as factors that affect sperm motility in
Pacus, while sperm from catfishes is only
activated by changes in osmotic pressure.

Key words: spermatozoid, semen, bony fish, osmotic
pressure, gonadal maturation.
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INTRODUCCION

En algunos peces neotropicales, como la
cachama blanca, cachama negra, coporos
y bagres, los procesos de reproduccién no
culminan en cautiverio, persistiendo el desarrollo
progresivo de las génadas hasta las etapas
finales de la maduracion de los gametos; solo
se detiene la secuencia antes de la liberacién
de éstos. Tanto la maduracion gonadal como
el desove, son dependientes de estimulos
ambientales como la temperatura, fotoperiodo,
pluviosidad, cambios de pH, transparencia
del agua, conductividad y concentracion de
oxigeno, entre otros factores (Harvey y Hoar,
1980; Guerrero et al, 2008). En peces, las
variables movilidad espermatica progresiva,
duracion del movimiento y concentracion
espermatica han sido tradicionalmente utilizadas
como predictores de la calidad seminal. Sin
embargo, estas metodologias estan basadas en
observaciones subjetivas y de alta variabilidad
segun la precision del evaluador (Ramirez et al.,
2011; Tiersch y Green, 2011).

Los espermatozoides de peces teledsteos
difieren de los espermatozoides de mamiferos
en aspectos importantes, tales como la
inmovilidad en el fluido seminal, activacion de
la movilidad por contacto con el agua, corto
tiempo de activacion y la ausencia de acrosoma
(Valdebenito et al., 2009; Ren et al, 2001).
Mientras los espermatozoides de los peces se
encuentren en el liquido seminal, permaneceran
inmoviles y desarrollaran progresivamente la
capacidad de desplazarse durante su transito
por el conducto espermatico.

Una vez liberados al medio, durante el desove,
los espermatozoides son activados al entrar en
contacto con el agua o algun liquido que altere
el medio isosmotico del fluido seminal que los
envuelve. El medio activador es propicio en
ambientes naturales, siendo el agua salada para
peces marinos y, por su parte, el agua dulce
para peces de aguas continentales.

Estando activados, los espermatozoides
cuentan con un periodo de movilidad limitado
a pocos segundos: en este lapso de tiempo los
espermatozoides pueden lograr la fecundacion.
Se ha determinado que los cambios en la presién
osmodtica, balance idnico o diferencias en el pH,
son algunas de las condiciones fisicoquimicas
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del medio que se relacionan con la activacion de
la movilidad espermatica (Tanimoto et al., 1994;
Takai and Morisawa, 1995; Ren et al., 2001).

Las variables activacion y tiempo de movilidad
espermatica son especificas para cada especie;
por tanto, el estudio de éstas es significativo en
peces de relevancia comercial, ya que permite
mejorar los protocolos de reproduccion e
incrementar la productividad.

Por consiguiente, la presente investigacion
tuvo como objetivo evaluar el efecto del pH y la
osmolalidad sobre el tiempo de activacion y la
movilidad espermatica de los peces: cachama
blanca, cachama negra, bagre rayado y bagre
sierra.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Los peces utilizados en la investigacion
pertenecian al inventario de reproductores
de la Estacion Piscicola de la Universidad
Centroccidental “Lisandro Alvarado”, ubicada en
el caserio Canaveral, Yaritagua (estado Yaracuy,
Venezuela), a los 10°7°3” Norte, 69°6'48” Oeste
y 500 msnm.

Se seleccionaron cuatro ejemplares machos
de cachama blanca, Piaractus brachypomus
(Cuvier, 1818); cuatro de cachama negra,
Colossoma macropomum (Cuvier, 1816); cuatro
de bagre rayado, Pseudoplatystoma fasciatum
(Linnaeus 1766) y cuatro de bagre sierra,
Oxydoras sifontesi (Fernandez-Yépez, 1968),
todos sexualmente maduros y expuestos a
fotoperiodo natural.

La ingesta de los reproductores se realizé una
vez al dia, utilizando alimento concentrado
comercial para peces (Puricachama®; Purina,
Venezuela) con 28% de proteina cruda.

Condiciones experimentales

Osmolalidad. Se prepararon soluciones
fisiologicas de Hank (Tiersch et al., 1994), con
ajuste de la presion osmdtica, utilizando un
osmoémetro de punto de congelacion (Micro-
Osmette, PrecisionSystem INC, MA, USA). Para
cada especie se evaluaron siete tratamientos
experimentales: el primero (T,) como grupo
control (0 mOsmkg™") y los seis tratamientos



Rincoén et al.

Efecto del pH y de la osmolalidad sobre la activacion y tiempo de movilidad...

restantes se desglosaron de la siguiente
forma: T, (100 mOsmkg™), T, (200 mOsm kg-
'), T, (250 mOsmkg™), T, (300 mOsm kg™), T,
(350 mOsmkg-1) y T, (400 mOsmkg™). Cada
tratamiento se evalud por duplicado.

pH. Se prepararon soluciones fisiologicas
de Hank (Tiersch et al., 1994) a las cuales se
ajustaron el pH con HCI o NaOH, utilizando un
potencidometro (Oakton, PC510, IL, USA). Para
cada especie se evaluaron nueve tratamientos
experimentales, conformados bajo el siguiente
esquema: T, (pH 2), T, (pH 4), T, (pH 6), T, (pH
6,5), T, (pH 7), T, (pH 7,5), T, (pH 8), T, (pH
8,5) y T, (pH 9). Cada tratamiento se evaluo por
duplicado.

Tratamiento hormonal

Para la induccién hormonal se emple6 una dosis
Unica del analogo sintético comercial de hipéfisis
de salmén OVA-RH®, a razén de 1 ugkg™' de
peso corporal para los machos de cachama
blanca y cachama negra (Poleo y Mora, 2008;
Rincén et al., 2012). En los bagres no se empled
tratamiento hormonal para la obtencion del
semen.

Obtencion del semen

Transcurridas 18 h desde la administracion
del inductor hormonal, las cachamas blancas
y negras se extrajeron del agua, secando
cuidadosamente sus aletas y abdomen para
evitar el contacto del semen con el agua y de
esta forma, prevenir su activacién. Luego,
se procedié a presionar levemente la papila
urogenital, con el objeto de eliminar restos de
agua, orina o heces (Fresnada et al., 2004).

Al realizar masaje abdominal en sentido craneo-
caudal, se extrajo el semen a los peces, siendo
recolectado directamente en tubos plasticos
estériles de 15 ml que contenian solucidon
fisiolégica de Hank, ajustada a 280 mOsm kg,
en proporcion 1:1, a fin de impedir la activacion de
los espermatozoides. El masaje fue suspendido
de inmediato al evidenciarse contaminantes en
el semen, tales como sangre, bilis, orina o heces
(Cruz-Casallas et al., 2006; Poleo y Mora, 2008).

Evaluacion del volumen y color del semen

Cuando se obtuvo el semen de cada uno de
los peces en estudio, se procedid a evaluar su
volumen y color, a fin de obtener la cantidad
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en mL requeridos y descartar la presencia de
contaminantes (sangre, orina 0 heces) que
pudiesen afectar su calidad (Cruz-Casallas,
2001; Navarro et al., 2004; Cruz-Casallas et al.,
2006).

Evaluacion del tiempo de activacion y la
movilidad espermatica bajo efecto de la
osmolalidad y pH

Para la evaluacion del efecto de la osmolalidad
sobre la movilidad espermatica, se colocaron en
siete portaobjetos por separado, 10 uL de semen
y 10 yL de cada tratamiento. El porcentaje de
los espermatozoides moviéndose activamente
fue determinado mediante la utilizacién de un
microscopio optico con 40X de amplificacion
(Tiersch et al., 1997).

La evaluacion del efecto del pH sobre la movilidad
se realizé de la misma manera, a excepcion del
agente de activacion utilizado; en este caso, se
emplearon 10 yL de cada tratamiento de pH a
evaluar (Rincon et al., 2012).

Eltiempo de activacion espermatica se determino
empleando un crondmetro para registrar los
segundos transcurridos desde el momento en
que se activaron los espermatozoides hasta
la inmovilidad del 90% de los mismos. Esta
variable se midi6 en la misma lamina portaobjeto
donde se evalué la movilidad para cada uno de
los tratamientos de osmolalidad y pH. Cada una
de las evaluaciones de movilidad y tiempo de
activacion espermatica de los tratamientos de
osmolalidad y pH se realizaron por duplicado.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos para la variable volumen
se expresaron como estadisticos descriptivos
(M = DE). Los valores de las variables de
movilidad y tiempo de activacion espermatica
fueron analizados mediante el procedimiento
de modelos lineales generalizados (GLM) y el
estadistico LSMEANS, a un nivel de significancia
de P<0,05, mediante el paquete estadistico SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION

En peces continentales de interés productivo,
los espermatozoides se encuentran en reposo
en el liquido seminal (alrededor 300 mOsmkg-")
y se activan cuando disminuye la presién
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osmoética (<250 mOsm kg') de la solucién
externa (Morisawa et al., 1983). Lo contrario
ocurre en peces marinos, donde la osmolalidad
debe aumentar en el medio circundante para la
activacion de los espermatozoides, ya que el
choque hiperosmético induce un aumento de
la concentraciéon de Ky Ca?* intracelular, lo que
provoca una acidificacion interna (Morisawa et
al., 1983). Estas variaciones en los valores de
osmolalidad han sido propuestas como parte del
mecanismo activador/inhibidor de la movilidad
espermatica en peces (Takai y Morisawa, 1995;
Tanimoto et al., 1994; Cosson, 2004; Alavi y
Cosson, 2006).

En las figuras 1, 2, 3y 4 se observan los valores
obtenidos para las variables estudiadas, en
cada tratamiento de osmolalidad y pH aplicados
al semen de cachama blanca y cachama negra.

Al comparar los datos de los tratamientos para
la osmolalidad, estos mostraron diferencias
significativas para el semen de cachamas
(P<0,05). La disminucién en la presion osmotica
ocasiond la activacion espermatica en ambas
especies, concordando con lo expuesto por
Tabares et al. (2005), quienes expresan que el
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semen de peces tropicales se activa de manera
inmediata al hacer contacto con el medio acuoso,
por alteracion de la composicion del liquido
seminal, ocasionada por la baja osmolalidad que
presenta el agua dulce.

Los resultados mostraron que los
espermatozoides de cachama blanca vy
cachama negra, se mantuvieron completamente
inmoviles en la solucién de 300 mOsm kg
', lo que probablemente corresponde a la
osmolalidad isoténica del liquido seminal. Para
activar completamente a los espermatozoides
se requirid de soluciones por debajo de los 100
mOsm kg (Figura 1).

Comportamientos similares han sido observados
en los espermatozoides de otros peces de agua
dulce como el Ictalurus punctatus, Xyrauchente
xanus y Danio rerio (Tiersch et al, 1997,
Tiersch et al., 1994; Yang et al, 2007). Un
comportamiento interesante, no reportado en
otras especies, es la activacién de un pequefio
porcentaje de espermatozoides de cachamas
cuando se expusieron a presiones osmaéticas de
350 y 400 mOsm kg™, mayores a la isoténica
(Figura 1).
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Figura 1. Efecto de la osmolalidad sobre la activacion de la movilidad
espermatica de cachama blanca y cachama negra.
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Durante los desoves artificiales, el tiempo de
movilidad de los espermatozoides, una vez
activados, constituye un factor de importancia
debido a que estos se mueven por pocos
segundos y, una vez inmdviles, pierden su
capacidad de fecundar al ovocito por medios
naturales. El incremento de este tiempo de
movilidad, permitira aumentar la probabilidad de
fecundacion. En la Figura 2 se observa que la
activacion de los espermatozoides de cachama
con soluciones hipotonicas entre 0 y 100
mOsmkg™, permite la obtencion de un mayor
lapso de tiempo.

Diferentes investigaciones han demostrado que
el pH intracelular y extracelular son elementos
importantes en la regulacion de la movilidad
espermatica en salmonidos, ciprinidos,
esturiones y la lubina europea (Ingermann et
al., 2002; Alavi y Cosson, 2006; Ogretmen et al.,
2016). Cambios en el pH extracelular afectan el
tiempo que permanecen los espermatozoides
en movimiento, o bien pueden inhibir o potenciar
la movilidad (Alavi y Cosson, 2005; Ogretmen et
al., 2016). Sin embargo, no se conocen reportes
que sefalen al pH como activador directo de la
movilidad espermatica en cachamas.

En el presente trabajo se pudo observar que los
espermatozoides de cachama blanca y cachama
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negra, se activan cuando son colocados en
soluciones con distintos pH. Al comparar los
valores obtenidos para los distintos tratamientos
de pH se registraron diferencias significativas (P<
0,05) en el semen de ambas especies (Figura 3),
a diferencia de otras especies como ciprinidos,
salmonidos y esturiones, en los cuales el pH
del medio tiene poca influencia en la movilidad
espermatica (Alavi y Cosson, 2005).

Los espermatozoides de cachama blanca
mostraron actividad en medios con pH &cido,
mientras que los de cachama negra se activaron
con pH neutro, basico y ligeramente &acido
(Figura 3). Esta informacion es particularmente
importante para la preservacion a corto o
mediano plazo de los espermatozoides (Tiersch
et al., 1997; Marquez y Godinho, 2004), ya que
una solucién de extensiéon ajustada a un pH
fuera del intervalo de inactivacion, resultaria en
la pérdida del potencial de fecundacion.

Es importante sefalar que las soluciones
fisiologicas utilizadas para la extensién de la
viabilidad de los espermatozoides, ya sean
solucion de Hank, Ringer o cualquier otra, deben
prepararse al momento, ya que el pH en ellas
puede variar considerablemente con el tiempo.
Por ejemplo, el buffer de la solucion de Hank y
de Ringer esta determinado por el bicarbonato

il mCihama Siand s

—— Cachams Kegra

8433333333 41,16666667
24 BEEGEEET

— 15,33333333
350 L1}

Osmolalided {midsm kg-1)

Figura 2. Efecto de la osmolalidad sobre el tiempo de movilidad espermatica
de cachama blanca y cachama negra.



Vol. 34 (3)

ZOOTECNIATROPICAL 2016

de sodio; de tal forma, en la reaccion del carbono
inorganico se puede liberar dioxido de carbono,
el cual produce una disminucién del pH de la
solucion.

Los espermatozoides de cachama blanca se
movieron por mas tiempo en soluciones acidas

(pH 4 y 6), a diferencia de los espermatozoides
de cachama negra que lo hicieron en pH basicos
(Figura 4). Es probable que la susceptibilidad
de los espermatozoides de C. macropomum y
P. brachypomus a los cambios de pH puedan
tener alguna implicacion fisioldgica y ecologica,

60
45 i85
% 30
£ =@=Cachama Blancs
# 33, TEEBEGE —a— Cacham Negra
30
16 BBRELERT
2 B,
2.333333333
) i B BREEEREGT
R ¥ 3313333

5
GEEE65657
o e : —r— {GESECERD T " Edaaaass 4

10 40 &0 &5 70 75 RO RS 90
pH
Figura 3. Efecto del pH sobre el comportamiento de la activaciéon de la
movilidad espermatica de cachama blanca y cachama negra.
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Figura 4. Efecto del pH sobre el tiempo de movilidad espermatica
de cachama blanca y cachama negra.
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determinada por las caracteristicas del entorno
donde la fecundacién de estos peces ocurre
naturalmente.

Sin embargo, verificar esta hipotesis requiere
una investigacion dirigida al analisis de las
caracteristicas fisicoquimicas del agua de
desove para estas dos especies.

En las figuras 5 y 6 se muestran los valores
obtenidos de movilidad espermatica para el
bagre rayadoy el bagre sierra, frente a soluciones
con diferente osmolalidad. A diferencia de las
cachamas, los espermatozoides de los bagres
presentaron un comportamiento muy similar a
los de otros peces de agua dulce (Tiersch et al.,
1994; Tiersch et al., 1997; Yang et al., 2007), los
cuales son activados por cambios en la presién
osmodética del medio acuatico donde viven.

Se observaron diferencias significativas entre la
movilidad de los espermatozoides activados con
soluciones de diferente presién osmoética (P<
0,05). Soluciones entre 250 y 400 mOsm kg™,
inactivaron por completo a los espermatozoides;
aquellas con presion osmotica por debajo de
la isotdénica (<280 mOsm kg), los activaron
completamente (Figura 5).
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Gracias a la abundancia de liquido seminal que
se obtuvo del bagre rayado, se pudo calcular su
osmolalidad, la cual se determind en 254,5 + 18
mOsm kg™'. Esto concuerda con los resultados
obtenidos (Figura 5 y 6), donde se evidencié
que los espermatozoides se inactivaron
completamente cuando se colocaron en una
solucién con 250 mOsm kg™

Con respecto a la duracion de la movilidad
espermatica luego de la activacion, se
observaron diferencias entre ambas especies
(Figura 6). Los espermatozoides de bagre rayado
permanecieron mayor tiempo en movimiento en
las soluciones hipotodnicas utilizadas (0, 100 y
200 mOsm kg™"), respecto a los espermatozoides
del pez sierra.

A diferencia de los resultados obtenidos en
cachamas, el pH del medio externo no tuvo efecto
sobre la activacion de los espermatozoides de
bagre rayado ni del bagre sierra, pues estos se
comportaron de manera similar a otros peces de
agua dulce (Tiersch et al., 1994; Tiersch et al.,
1997; Yang et al., 2007).
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Figura 5. Efecto de la osmolalidad sobre la activacién de la
movilidad espermatica de bagre sierra y bagre rayado.
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Figura 6. Efecto de la osmolalidad sobre el tiempo de movilidad
espermatica de bagre sierra y bagre rayado.
CONCLUSIONES reproductores. Este trabajo fue parcialmente
. financiado por el proyecto Nro. 634-FAG-2014
En ambas especies de cachamas (P.

brachypomus y C. macropomun) la movilidad
seminal se presentd entre 0 y 250 mOsm kg
', mostrando la mayor actividad a 0 mOsm
(osmolalidad del agua destilada).Para las
especies de bagres (P. fasciatum'y O. sifontesi),
la movilidad seminal se presenté en soluciones
entre 0 y 200 mOsm kg-', con mayor actividad
para el intervalo de 0 a 100 mOsm kg™

El semen de cachama blanca fue activado en
medios con pH acido, mientras que para la
cachama negra el intervalo fue mas amplio,
registrandose movilidad en soluciones con pH
ligeramente acidos, neutros y basicos.

Por su parte, el semen de bagre sierra y bagre
rayado no es susceptible a la activacién por
accion de la variacion del pH en las soluciones
evaluadas.
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