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RESUMEN

Este experimento fue realizado en la Unidad Ambiental de la Compaiiia Energética de Minas Gerais-Brasil
y en el Laboratorio de Fisiologia y Farmacologia del Departamento de Medicina Veterinaria de la Universidad
Federal de Lavras (UFLA). El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de dos diluyentes (Glucosa 5% y agua
de coco) en el semen del pez Piracanjuba (Brycon orbignyanus) después de congelado. Fueron utilizados como
activadores de la motilidad espermatica después de congelacion el bicarbonato sodico al 0,5 y 1,0 % y agua
destilada. Un modelo factorial de 2 x 3 fue utilizado para testar el efecto de los diluyentes de congelacion y de
los activadores de la motilidad espermatica después de la congelacion. La motilidad espermatica media fue de
60% cuando se utilizo el agua de coco como diluyente, observandose diferencia significativa (P<0,01) entre los
activadores utilizados. La duracion de la motilidad espermatica no present6 diferencias (P>0,01) entre los
diluyentes utilizados pero fue mejor (P<0,01) cuando se empled el bicarbonato sédico como activador. El agua
de coco usada como diluyente del semen para congelacion y el bicarbonato sédico usado como activador de la
motilidad espermatica después de la congelacion aumentan y prolongan, respectivamente, la motilidad espermatica
del semen de Piracanjuba.
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ABSTRACT

One experiment was conducted in Environment Center of Energy Company of Minas Gerais-Brazil and in
the Physiology and Pharmacology Laboratory of Veterinary Medicine Department of Lavras University (UFLA)
in order to evaluate the effect of two extenders (Glucose 5% and Coconut water) in the freezing semen of
Piracanjuba (Brycon orbignyanus). In the present study were used Sodium bicarbonate 0.5 and 1.0% and
destilated water to activate sperm motility. An factorial 2 X 3 was used for test the effect of two extenders for
freezing semen and three sperm motility activator in post-freezing semen. The sperm motility post-freezing
was 60% in Coconut water and was observed significative effect (P<0.01) for the motility activators used. The
duration of sperm motility there was no significative difference (P>0.01) in the two extenders used but was
higher when Sodium bicarbonate activator was used. The Coconut water used as extender of freezing semen

and Sodium bicarbonate used as sperm motility activator post-freezing semen increase and extend, respectively

the sperm motility in Piracanjuba freezing semen.
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INTRODUCCION

Conocida popularmente como
“piracanjuba”, del indigena “pira” (pez), “can”
(hueso), ‘juba” (amarillo) (SILVA , 1992), esta
especie de pez, Brycon orbignyanus
(VALENCIENNES, 1849) es reofilica y se
encuentra distribuida en la cuenca de los rios
Parana-Uruguay, donde puede ser encontrada
principalmente en los rios Grande y Parana
en Sudamérica (CASTAGNOLLI, 1992).

Esta especie ha despertado gran interés
en las Instituciones de Investigacion en los ul-
timos afios, tanto por la excelente calidad de
la carne, como por la dieta alimentaria en su
habitat natural, compuesta principalmente por
frutos y semillas. Ademas, su rdpido creci-
miento y ganancia de peso, demostrados en
criaderos experimentales, son buenos
indicadores de la seleccion de esta especie
como alternativa en el desarrollo de la
piscicultura en las regiones Norte, Centro-
Oeste, Sudeste, Nordeste y Sur del Brasil
(VASQUES , 1997).

Segun Castagnolli (1992), los
briconideos son peces de piracema (reofilicos)

muy dependientes de alimentos aldctonos
(frutos y semillas). Por tanto, fueron muy per-
judicados por la construcciéon de barreras en
los rios y la deforestacion de la vegetacion
riberefia.

Ademas del gran interés en la utilizacion
de este briconideo para la repoblacion de
reservorios hidroeléctricos y pisciculturas co-
merciales, el desarrollo de la piscicultura con
especies nativas es de gran interés para la con-
servacion de la biodiversidad y se constituye
como una prioridad de organismos naciona-
les e internacionales (CONTE, 1995).

La Piracanjuba puede llegar hasta 80 cm
de longitud corporal y 10 Kg de peso (SAN-
TOS, 1981). Presenta el cuerpo fusiforme, ca-
beza pequefia y la boca con posicion apical.
Su coloracion es predominantemente platea-
da. En la cabeza, el lado dorsal es gris-verdo-
so; en el opérculo, presenta una coloracion
rosada. Después de la cabeza, todo el dorso
es gris-verdoso. Las aletas presentan las si-
guientes coloraciones: dorsal, grisacea;
ventrales, hialinas hasta blancas; anal, blan-
ca; y caudal de color vino tinto (GODOY,
1975).
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SANTOS (1981) relata que la carne de
piracanjuba ademas de muy buen aspecto, pre-
senta fino sabor, por lo que puede competir
con los mas sabrosos pescados de los rios eu-
ropeos. Es una especie arisca, pero muy apre-
ciadaen la pesca deportiva, motivo por el cual
ha sido muy empleada para la repoblacion de
tanques en la pesca deportiva fluvial.

Debido a su heterogeneidad, el esperma-
tozoide de los peces ocupa una posicion im-
portante en la historia de la criobiologia. La
diversidad evolutiva y las grandes diferencias
en la nutricién y naturaleza, han provocado
considerables diferencias en las propiedades
fisiologicas, bioquimicas y morfologicas de
los gametos de peces. Con esto, se hacen ne-
cesario estudios para desarrollar métodos efi-
cientes de crioconservacion de las diferentes
especies de peces (DROKIN &
BARTSCHERER , 1998).

De wuna forma general, los
espermatozoides de los peces son inmoviles
en las gonadas, iniciando su motilidad cuan-
do estan en contacto con el agua. En el caso
de especies de agua dulce, la motilidad
espermatica se induce por una drastica reduc-
cion en la presion osmotica del medio y por
un aumento en la concentracion de potasio
del plasma seminal (BGIP, 1990; STOSS &
DONALDSON, 1982; MUIR & ROBERTS,
1993).

Una vez que los espermatozoides inician
el movimiento, pierden rapidamente su reser-
va de energia aunque es posible mantenerles
inmoviles cuando la presion osmotica del
medio es suficientemente elevada (BGIP,
1990).

Por la carencia actual de trabajos
objetivando la crioconservacion del semen de
piracanjuba, nos propusimos estudiar el pro-
ceso con la finalidad de verificar la viabilidad
post-congelacion de los espermatozoides en

esta especie de pez, utilizando la motilidad
espermatica y la duracion de la motilidad
espermatica como parametros de evaluacion.

MATERIAL Y METODOS

Los procesos de colecta y congelacion
del semen fueron realizados en la Unidad Am-
biental de la Compafiia Energética de Minas
Gerais—CEMIG en Itutinga-MG, Brasil. La
descongelacion del semen, asi como el anali-
sis de sus caracteristicas post-congelacion
fueron realizados en el Sector de Fisiologiay
Farmacologia del Departamento de Medici-
na Veterinaria de la Universidad Federal de
Lavras — MG, Brasil.

Fueron utilizados 9 reproductores de
piracanjuba  (Brycon  orbignyanus,
Valenciennes, 1849) con peso corporal medio
de 566,7 gramos, retirados de los viveros de
la Estacion Experimental de la CEMIG-
Itutinga-MG, Brasil. El criterio de seleccion
de los ejemplares fue basado en la liberacion
de esperma después de una leve presion ab-
dominal en sentido antero-posterior.

Colecta del Semen

Los peces seleccionados fueron someti-
dos a hipofisacion, recibiendo 3 inyecciones
intramusculares de extracto de hipofisis de
carpas (EHC). La primera dosis, llamada “pre-
via” fue de 0,25 mg de EHC/Kg de PV. Des-
pués de un intervalo de 8 horas, se administro
una segunda dosis de 0,4 mg de EHC/Kg de
PV llamada primera “aplicacion efectiva” y
12 horas después se realiz6 una segunda “apli-
cacion efectiva” de 4,0 mg de EHC/kg de PV.
El semen fue extraido individualmente de cada
reproductor a través de masaje abdominal
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antero-posterior y colectado separadamente en
tubos de ensayo graduados, que fueron colo-
cados en agua a temperatura de 28 °C y pro-
tegidos de la luz.

Analisis del Semen Fresco

Inmediatamente después de la colecta
el semen fue llevado al laboratorio donde fue
realizada una evaluacion fisica, para verifi-
cacion de las condiciones ideales para conge-
lacion; y toma de muestras para lectura de la
motilidad espermatica y duracion de la
motilidad espermatica en fresco, mediante
microscopia optica (400 X).

Dilucion y Congelacion del Semen

Para congelacion del semen fueron uti-
lizados dos diluyentes:

1. Diluyente 1 (D1)— Glucosa 5%, dimetil
sulfoxido (DMSO) 10% y yema de hue-
vo 5%;

2. Diluyente 2 (D2) — Agua de coco,
DMSO 10% y yema de huevo 5%.
Después de la dilucion, los pardmetros

de motilidad espermaética y duracion de la
motilidad espermatica fueron evaluados por
microscopia oOptica.

Posteriormente, el semen fue acondicio-
nado en pajuelas 0,5 ml y sometido a vapores
de nitrégeno liquido en recipiente criogénico
“termo seco” canadiense. Al cabo de 24 ho-
ras las pajuelas fueron transferidas a tanques
criogénicos convencionales con nitrogeno li-
quido donde fueron almacenadas durante 6
meses.

ZANGERONIMO, M.G.

Descongelacion y Analisis del Semen Post-
congelacion

Las pajuelas fueron retiradas del nitro-
geno y sumergidas durante cinco segundos
en un bafio de agua a 60° C.

Fueron utilizados 3 activadores de
motilidad espermatica post-congelacion:
Activador 1 (A1) - bicarbonato sodico 0,5%;
Activador 2 (A2) - bicarbonato sodico 1% y
Activador 3 (A3) —agua destilada. Posterior-
mente, se procedio el analisis microscopico
del material seminal sometido a D1 y D2 con
cada uno de los activadores en microscopio
optico (400x). Los parametros analizados fue-
ron el porcentaje de espermatozoides moviles
y la duracién de la motilidad, en segundos.

Analisis Estadistico

Fue utilizado un disefio totalmente alea-
torio con 9 repeticiones y los tratamientos dis-
puestos en una estructura factorial 2 x 3.

El modelo estadistico del experimento
fue el siguiente:

Y, =uta+b +(ab), te

i=1,2 j=1,2,3
donde,

Y = valor observado (porcentaje de
motilidad espermatica o duracion de la
motilidad espermatica post-congelacion) del
semen sometido al diluyente i y activador j,
en la repeticion k;

= media general;

a, = efecto del diluyente i;

bj = efecto del activador j;

(ab)ij = efecto de la interaccion entre el
diluyente iy el activador j;

€y = Error ocurrido en el valor obser-
vado del semen sometido al diluyente iy
activador j, en la repeticion k.

(i)k

k=1,2,..,9
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Los resultados obtenidos fueron someti-
dos a analisis estadistico a través del Sistema
para Analisis Estadisticos y Genéticas —SAEG
(Universidad Federal de Vigosa-Brasil, 1988)
y las medias fueron comparadas por el test de
Newman- Keuls.

Resultados y Discusion

Los valores medios de la motilidad
espermatica y de duracion de la motilidad
espermatica del semen en fresco fueron de 98
% y 183 segundos, respectivamente.

Los resultados de la motilidad
espermatica observada después de la conge-
lacion del semen usando como diluyente glu-
cosa 5% y agua de coco estan presentados

en la Tabla 1. No se encontraron diferencias
significativas (P>0,01) para la motilidad
espermatica observada en los dos diluyentes
utilizados en este experimento. El uso del bi-
carbonato de sodio como activador favorecio
la motilidad espermatica comparado con el
agua destilada (P<0,01). La motilidad
espermadtica no varié significativamente
(P>0,01) cuando el bicarbonato soédico fue
utilizado en las concentraciones de 0,5y 1,0
%. El valor de la motilidad espermatica ob-
servado cuando se uso6 el agua de coco como
diluyente (60%) puede tener un significado
muy importante, ya que, ese valor se aproxi-
ma al referido para el semen de mamiferos
(cerdos) después de la congelacion (GADEA
etal.,2001)

Tabla 1- Motilidad espermatica observada en el semen de Piracanjuba después de con-
gelacion con diferentes diluyentes y activadores.

Motilidad Espermatica (%)

Activadores Glucosa 5% (D1) Agua de coco (D2)
Bicarbonato de Sodio 0,5% (A1) 43,0a 60,0 a
Bicarbonato de Sodio 1,0 % (A2) 53,0a 60,0 a
Agua destilada (A3) 11,0 b 3,0b

Medias seguidas de la misma letra en la misma columna no presentan diferencias signifi-

cativas al nivel de 1%.

Los resultados de la duracion de la
motilidad espermatica registrada después de
la congelacion del semen usando como
diluyente la glucosa 5% y el agua de coco es-
tan presentados en la Tabla 2. No se encon-
traron diferencias significativas (P>0,01)
entre los tratamientos (diluyentes y
activadores) para este parametro. La duracion
de 1a motilidad fue mayor (P<0,01) cuando se
us6 el bicarbonato s6dico como activador

espermatico en comparacion con el agua des-
tilada. Estos datos de duracion de la motilidad,
serian de gran interés en la practica ya que
podrian emplearse en la programacion de los
trabajos de fertilizacion «in vitro» en esta es-
pecie.
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Tabla 2- Duracion de la motilidad espermatica observada en el semen de Piracanjuba
después de congelacion con diferentes diluyentes y activadores.

Duracion de la motilidad Espermatica (s)

Activadores Glucosa 5% (D1) Agua de coco (D2)
Bicarbonato de Sodio 0,5% (A1) 97,0a 1250 a
Bicarbonato de Sodio 1,0 % (A2) 125,0 a 125,0 a
Agua destilada (A3) 57,0b 63,0 b

Medias seguidas de la misma letra en la misma columna no presentan diferencias signi-

ficativas al nivel de 1%.

Recientemente se ha obtenido un impor-
tante avance en el desarrollo de técnicas para
la preservacion de gametos de peces, siendo
el proceso criobioldgico uno de los mas efi-
cientes (STOSS & DONALDSON, 1982). La
conservacion de los gametos puede ser de im-
portancia, sobre todo favoreciendo la instala-
cion de programas genéticos y posibilitando
la formacion de bancos genéticos en especies
amenazadas de extincion (HARVEY, 1982).

Se deberian realizar otros trabajos
objetivando la identificacion de las tasas de
fertilidad para verificar la viabilidad del se-
men de piracanjuba después de congelacion,
de la misma forma, se deben testar mas
diluyentes que puedan mejorar la calidad del
semen de estos peces.

CONCLUSION

El semen de la Piracanjuba (Brycon
orbignyanus, VALLENCIENNES, 1849) des-
pués de congelacion presentd una reduccion
en la motilidad espermatica y en la duracion
de la motilidad espermatica, sin embargo es-
tos valores podrian ser compatibles con la
practica de la fertilizacion «in vitro» cuando

se utiliza el bicarbonato sdédico como activador
de la motilidad y el agua de coco como
diluyente para crioconservacion.
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