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RESUMEN

Una de las especies que presenta mayor interés para la investigacion y desarrollo de
tecnologias de cultivo es Galaxias maculatus, debido al alto valor comercial de su
postlarva cristalina, la actual oferta proveniente de las pesquerias no cubre la creciente
demanda por parte de los consumidores, lo que ha llevado a desarrollar experiencias para
su cultivo. Esta investigacion tuvo como objetivo, determinar si las variaciones de
osmolaridad, pH y temperatura afectan la movilidad y fertilidad del espermatozoide de
puye, al utilizar distintas soluciones activadoras. Estas, fueron preparadas con agua des-
ionizada con el fin de tener un buen control sobre las variables a evaluar. Los
especimenes utilizados en la investigacion (14 machos y 10 hembras) nacidos en el
“Hatchery” de la Escuela de Acuicultura de la Universidad Catolica de Temuco en abril
del 2002 se encontraban en maduracion sexual plena al momento de la extraccion de los
gametos. Se determind nimero de espermatozoide por ova y densidad espermatica
utilizados en los experimentos. Para realizar los experimentos de evaluacion de niveles
movilidad espermatica y porcentajes de fertilidad promedio se utilizaron; tres valores de
pH (5, 7 y 9), cuatro osmolaridades (0, 147,5; 294,0 y 456,5 mOsmols Kg™') y tres
temperaturas de activacion (5, 10 y 15°C). Los resultados arrojaron un nimero de
espermatozoides por ova de 1,12+0,12 x10° y una densidad espermatica de 56,20+5,58
x10° espermatozoides ml”'. Los mayores porcentajes de fertilidad promedio se
observaron a pH neutros a 4cidos (5 y 7) y en soluciones isotonicas (0 mOsmol Kg™)
para el caso de las soluciones de osmolaridad, ambas a una temperatura de activacion de
10°C. En las soluciones de pH la mayor duracion de la movilidad de los espermatozoides
(60 s) se registrd a temperaturas de 5°C con pH 5 y 10°C con pH 7. En medios neutros
alcanza el nivel 1 de movilidad en un mayor de tiempo (sobre los 20 s) post activacion.
En los experimentos con soluciones de osmolaridad muestran que el mayor tiempo de
movilidad (110 s) se obtuvo a 10°C con la solucion activadora a 147,5 mOsmol Kg™'.
Siendo capaz de iniciar la actividad flagelar en agua des-ionizada (0 mOsmol Kg™),
soluciones isotdnicas e hipertonicas (294,0 y 456,5 mOsmol Kg™') y temperaturas altas

(15°C) afectan negativamente la movilidad y fertilidad del espermatozoide de puye.
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ABSTRACT

One of the species that presents major interest for research and development of
culturing technologies is Galaxias maculatus, “puye”, due to high commercial value
of crystalline post larvae, and because the current offer from its fishery does not cover
the increasing demand of the consumers, which has led to developing experiences for
its culture. The objective of this investigation was to determine if of osmolality, pH
and temperature variations, affect the motility and fertility of puye sperm, using
different activating solutions. These solutions were prepared with non-ionised water
to have a better control to evaluate variables.. Individuals used in the investigation
(14 males and 10 females) were born at Aquaculture school hatchery of Temuco
Catholic university on April, 2002. At this date, they were at full mature sexual stage
to the moment of extraction of gametes. Spermatozoid number, sperm density,
spermatozoid motility and fertility percentage were evaluated. Three pH levels
(5,7,9), four osmolality levels (0, 147,5; 294,0; 456,5 mOsmols Kg'l) and three
temperatures (5, 10, 15°C) were performed. Results of spermatozoid number per egg
were 1,12 + 0,12 x 10° and sperm density was 56,20 £ 5,58 x 10” spermatozoid per
ml. The highest percentage value wer observed at neutral and acid pH (5 and 7) and
into isotonic solutions (0 mOsmol Kg' ); both at 10°C. The longer time periods of
spermatozoid motility (60 seconds) was registered at 5°C, pH 5 and 10°C, pH 7. At
neutral medium, level 1 of motility was reached but in 20 seconds after activated. At
147,5 mOsmol Kg™' of activating solution and 10°C, the spermatozoid motility was
kept up to 110 seconds. Isotonic and hipertonic solutions (294,0 and 456,5 mOsmol
Kg™') with high temperatures (15°C) had negative effect on spermatozoid motility and
fertility of puye.
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1. INTRODUCCION

La acuicultura en Chile ha experimentado un rapido crecimiento durante las Gltimas
décadas, transformdndose en una fuente importante de ingresos para el pais,
principalmente en el rubro de la salmonicultura. Las empresas nacionales, buscando
abrir nuevos mercados, muestran interés en nuevas especies para cultivar y asi tener

una mayor diversificacion en sus productos.

Una de las especies que presenta mayor interés para la investigacion y desarrollo de
tecnologias de cultivo es el puye (Galaxias maculatus) (Jenyns, 1842), debido al alto
valor comercial de su postlarva cristalina en el mercado nacional e internacional. El
puye es un pequefio pez nativo que pertenece a la familia Galaxiidae (Ferriz, 1987).
Su taxonomia fue descrita por Arratia (1981) y posteriormente modificada por Barile

et al. (2003), su clasificacion taxondmica segin Barile et al. (2003) es:

Superclase : Pisces

Clase : Actinopterygii
Subclase : Neopterygii
Superorden : Protacanthopterygii
Orden : Osmeriformes
Suborden : Osmeroidei
Familia : Galaxiidae
Subfamilia : Galaxiinae

Género : Galaxias

Especie : Maculatus

Nombre cientifico Galaxias maculatus (Jenyns, 1842)

11
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El puye recibe diversos nombres vernaculares dependiendo del pais en que se
encuentre; conocido como “Puye” en Chile, “Puyen” en Argentina, “Whitebait” e
“Inanga” en Nueva Zelanda y Australia, y en Tasmania se conoce como “Jollytail”

(Mardones et al., 1999).

En cuanto a su morfologia, el adulto de G. maculatus posee un cuerpo alargado de
seccion subcilindrica y sin escamas. La aleta anal y dorsal se oponen y estan
desplazadas hacia la region posterior del cuerpo, las aletas pectorales pequeiias se
ubican inmediatamente detras del opérculo y tiene aletas ventrales insertas antes del
punto central del cuerpo (Duarte et al., 1971 citado por Vega et al., 1999). La aleta
caudal posee dos lI6bulos iguales (aleta homocerca), con un pedunculo relativamente
corto. Todas las aletas son traslucidas con alguna presencia de melanoforos (Barile et
al., 2003). La postlarva de esta especie es de caracteristica anguiliforme (Vega, 1999;
Mardones et al., 1999) y cristalina, no posee pigmentacion y su apariencia es

transparente (Barile et al., 2003).

El puye tiene una distribucion circun-antartica (Mardones et al., 1999), habita
preferentemente en sistemas lacustres, fluviales y estuarinos (Peredo & Sobarzo,
1994). En Chile, habita desde la zona central, a los 32° de Latitud Sur, hasta los 53°

de Latitud Sur, en la region patagonica de Tierra del Fuego (Campos, 1970).

Las poblaciones son pequefias y se agregan por clases de edad. Existen dos

poblaciones de puyes que difieren en su morfologia. Las diadromicas se caracterizan

12
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por presentar un numero alto de vértebras (59-62) y las dulceacuicolas, las cuales
presentan un bajo nimero de vértebras (52-59). Ambas poblaciones son capaces de

adaptarse al agua salobre (Vega et al., 1999).

1.1. Importancia comercial.

La postlarva de puye es el estado de desarrollo que se comercializa y consume como
un fino plato de mesa, siendo un recurso muy apetecido por restoranes y hoteles,
alcanzando valores de US$ 12 la porcion de 100 gramos. En playa, el kilogramo
fresco se encuentra cerca de USS$ 8,5 (Fletcher, 2000). En el comercio internacional,
su precio fluctua hasta US$ 100 y no menos de US$ 25 el kilogramo como producto
congelado. Chile, Argentina, Tasmania, Australia y principalmente Nueva Zelanda,
son paises consumidores de puye (Barile et al., 2003). Ademas, Espafa es otro
potencial pais consumidor de puye por ser un simil de la “angula” (Mardones et al.,

1999),

En Chile, las poblaciones naturales de puye han sido drasticamente depredadas y
afectadas por la sobre explotacion por parte de pescadores artesanales. En 1967 la
pesca total de puye fue de 2905 Kg y en 1968 de 2089 Kg sélo en la zona de Valdivia
(Campos, 1970). Entre 1980-1989 la pesca a nivel nacional alcanzé un total
acumulado de 9 ton, en cambio para el periodo entre 1990-1998 el total acumulado
alcanz6 a las 112 ton (Sernap, 1978-1998) lo que equivale a 3,7 x 10® individuos.

Considerando que el peso de cosecha del puye es de 0,3 g en general, estas

13
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estadisticas no reflejan la realidad de la pesqueria nacional ya que en ellas se
consideran unas pocas caletas (Mardones, 2003), debido a los pequefios volimenes de
captura que realiza cada pescador y a lo distante que se encuentra un punto de

extraccion a otro, dificultando los registros estadisticos.

De acuerdo a lo anterior, la oferta actual proveniente de las pesquerias no cubre la
creciente demanda por parte de los consumidores, lo que ha llevado a desarrollar
experiencias para su cultivo. De concretarse ésto, el puye seria el primer pez nativo

que podria integrarse a la piscicultura nacional (Bérquez & Dantagnan, 1999).

1.2. Biologia reproductiva de G. maculatus.

Estos animales son organismos dioicos, la proporcion entre machos y hembras es 1:1,
los especimenes inmaduros son de pequefo tamafo y muy delgados (Valdebenito,
1999), los que en su madurez se diferencian por el color y forma del abdomen: siendo
plano y blanquecino en los machos; abultado y transparente en las hembras, lo que
hace posible observar los huevos a simple vista. En la cavidad celomica, los ovarios y
testiculos pueden llegar al 40% del peso corporal (Mitchell, 1989). Segun Ferriz
(1987) la maduracion gonadal comienza a partir de los 36 mm, la cantidad de huevos
varia con la edad y tamano de las hembras; de 800 a 1200 ovas en su primer afo de
vida, hasta 7400 ovas en una hembra mas longeva (Valdebenito, 1999). Existiendo
una relacion directa entre el numero de ovas y su longitud corporal (Campos, 1970).

En el puye los oviductos estan ausentes, caracteristica comun para Galéxidos y

14
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salmonidos en general, los que presentan el ovario del tipo gimnoario (Hoar, 1969

citado por Peredo & Sobarzo, 1993).

El puye en su ciclo de vida presenta los siguientes estados: ova, ova embrionada
(“ova con 0j0”), larva (“alevin de saco”), postlarva cristalina, juvenil inmaduro (hasta
los 5,8 cm de longitud, aproximadamente) y adultos. Los estados de larva y postlarva,
no poseen pigmentacion, siendo su cuerpo transparente, por ello se les denomina
“puyes cristalinos”. Los adultos estdn pigmentados con manchas en forma de
asteriscos (sic), de ahi su nombre cientifico Galaxias maculatus o “manchados”
(Vega et al., 1999), alcanzando una talla méxima de 160 mm como adultos (Campos,

1970).

El ciclo reproductivo de galaxias maculatus es anual (McDowall, 1968; Ferriz, 1987,
Mitchell, 1989; Peredo & Sobarzo, 1994). Presenta maduracion sexual asincronica,
con desove fraccionado (Peredo & sobarzo, 1993). Las poblaciones estuarinas
desovan en otofo, ajustindose a las mas altas mareas, desovando sobre la vegetacion
adyacente (McDowall, 1968), manteniéndose los huevos fertilizados en desarrollo
casi en seco, las larvas eclosionan en la siguiente marea alta. Las larvas diadromicas
migran al mar y retornan en primavera con una edad de 6 a 8 meses. Las postlarvas
de puye son carnivoras y canibales, se alimentan de zooplancton. En estado adulto se
alimentan de artropodos y otros organismos (Vega et al., 1999).

En poblaciones dulceacuicolas, el periodo de maduracién inicial corresponderia a

inicios de invierno para alcanzar su estado de maduracion méxima a fines de

15
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invierno, registrandose el periodo de desove a partir del inicio de la primavera

(Peredo & Sobarzo, 1994).

El puye, como la mayoria de los teledsteos, estd dentro de las especies con
fecundacion externa. El espermatozoide no presenta actividad flagelar mientras se
encuentra dentro del fluido seminal (Billard, 1988; Levanduski & Cloud, 1988;
Goodall et al., 1989; Morisawa, 1994; Perchec et al., 1995; Perchec et al., 1997;
Cosson et al., 1999). Sélo al tomar contacto con el agua se “gatilla” su movilidad con
notorio desplazamiento por cerca de 10 segundos, para luego decaer en ligeras
vibraciones (Valdebenito, 1999). Fletcher (2000) reportd actividad flagelar muy leve
hasta 12 minutos después de la activacion, datos que no concuerdan con lo descrito
por Campos (1970) quien sugiere que los espermatozoides de esta especie

permanecen activos durante varias horas.

La duraciéon e intensidad de la movilidad del espermatozoide en peces, varia de
acuerdo al tipo de especie que se trate. Por ejemplo en el caso de los peces planos se
observa una movilidad de alrededor de 5 minutos (Suquet et al., 1992 citado por
Fletcher, 2000), mientras que en el caso de los salmoénidos es de 30 a 60 segundos.
En general, la movilidad es dificil de analizar debido a que el movimiento es muy
rapido inmediatamente después de la dilucion y declina gradualmente, hasta

detenerse totalmente (Billard & Cosson, 1989).
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La densidad espermatica del semen de puye es alta comparada con otras especies.
Por ejemplo, para la carpa, la densidad espermatica fluctaa entre 25,0 y 30,0 x10°
espermatozoides ml™, en la trucha entre 10 y 25 x10° espermatozoides ml™ y en el
salmon entre 12 y 25 x10° espermatozoides ml™ (Estévez, 1991). Para el puye los
valores obtenidos oscilan entre 36,5y 55,3 x 10° espermatozoides ml™ (Valdebenito,

1995; Fletcher, 2000; Fernandez, 2001).

Datos disponibles concernientes a la biologia de teledsteos han demostrado amplias
variaciones en la morfologia espermatica, fisiologia y composicion del plasma
seminal (Lahnsteiner ef al., 1995). La morfologia espermatica de esta especie
concuerda con los caracteres generales de la mayoria de los teledsteos, es del tipo
primitivo y uniflagelado, diferenciado en cabeza (la cual carece de acrosoma), pieza
media y cola, todas estructuras rodeadas de membrana plasmatica. Ademas, presenta

una longitud promedio total de 24 um (Coronado, 2000).

El nimero de mitocondrias de la pieza media es variable dependiendo de la especie.
Coronado (2000) reporté que el puye posee una mitocondria y en el flagelo del
espermatozoide observd nueve pares de microtubulos periféricos y un par de tubulos

centrales (9+2).

El sistema de microtibulos en el flagelo representa el aparato motor de los
espermatozoides. En los microtubulos del flagelo bajo hidrolisis de ATP, la dineina

interactua con la tubulina, también presente en los microtubulos, causando el proceso
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de deslizamiento (Cosson et al., 1999), la interaccion de estos elementos crea una
tension que da como resultado la oscilacion del flagelo flexible (Satir, 1974 citado

por Cosson et al., 1999).

1.3. Factores que regulan la movilidad espermatica en peces.

En peces oviparos, la fecundacion externa, estd sometida al estrés del medio
ambiente. La manipulacion del semen “in vitro” para almacenaje y fertilizacion,
requiere la determinacion de las condiciones Optimas de temperatura, protones (pH),
osmolaridad, cationes y sustratos metabolizables para la iniciacién y mantencién de la
movilidad (Goodall et al., 1989; Billard & Cosson, 1995; Cosson., et al., 1999). Los

principales factores que regulan la movilidad espermatica son:

1.3.1. Osmolaridad.

Todos los organismos acuaticos se enfrentan con problemas osmoéticos en alguna
etapa de su ciclo de vida. Por esto, han desarrollado una variedad de mecanismos que
emplean para mantener las concentraciones osmoticas internas apropiadas y prevenir
el desarrollo de presiones osmoticas que puedan provocar problemas. La
osmorregulacion implica el mantenimiento de una concentracion osmotica interna
diferente de la del medio, ademds de la regulacion de la composicion y de las
concentraciones ionicas en diversos compartimentos para asegurar el funcionamiento

correcto de las células y tejidos.
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Osmorregulacion, es el término acufiado por Hober en 1902 y se refiere a los
procesos relacionados con la regulacion de la presion osmotica y la concentracion de
sales. Estos procesos han tenido un efecto importante en la especializacion y

diversificacion de las especies acuaticas a lo largo de la evolucion.

Varios estudios han enfatizado los efectos de la osmolaridad en la movilidad
espermatica en teledsteos marinos, de agua dulce, salmonidos y especies viviparas

(Cosson et al., 1999; Darszon et al., 1999).

La movilidad espermatica de la perca es suprimida por altas osmolaridades
(Lahnsteiner et al., 1995). Un similar mecanismo de inhibicion osmotica de
movilidad espermadtica existe en ciprinidos (Morisawa, 1983, citado por Lahnsteiner
et al., 1995) y en la lamprea marina, especie en que la movilidad espermatica es
inhibida por una osmolaridad alta (80 mmol NaCl o KCI) (Cieresko & Dabrowski,
2002).

Asi también, espermatozoides de teledsteos marinos, tales como “puffer fish” y el
lenguado, de peces ciprinidos dulceacuicolas, como carpa, dorada, “zebrafish” y
pejerrey; son inmoviles en soluciones con o sin electrolitos cuando la osmolaridad es
isotonica con el plasma seminal de 300 mOsmol kg™, la movilidad s6lo comienza
cuando el semen es diluido en una solucion hipotoénica para el caso de peces de agua

dulce y con una solucion hipertonica para peces de agua salada (Morisawa, 1994).
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En “catfish” (Silurus glanisel) la presion osmotica del fluido seminal es de 280
mOsmol Kg™ y la activacion ocurre en agua dulce o en soluciones salinas si la

presion osmotica es mas baja que 70 mOsmol Kg™! (Billard et al., 1997).

En G. maculatus la osmolaridad del fluido seminal alcanza a 299 mOsmol Kg™
(Fernandez, 2001; Mufioz, 2001). McDowall (1968) y McDowall et al. (1994)
sefialan que esta especie realiza su fertilizacion en ambientes estuarinos, por lo que es
considerada como “catadroma marginal”. Mitchell (1989) recomienda condiciones

para la fertilizacion de 6 g/L de salinidad (125 mOsmol Kg™! aprox.).

1.3.2. pH.

El pH o potencial de hidrégeno, es la concentracion de iones hidrégeno en una
solucion. Se considera una solucion acida a una sustancia que proporciona iones
hidrégenos o protones (H') en solucion acuosa, y se considera una solucién basica
toda aquella que sea capaz de unirse con protones. El pH intra o extra celular de
teledsteos marinos y dulceacuicolas es reconocido como un importante regulador de

la movilidad espermatica (Marian et al., 1997).

El pH en las soluciones activadoras de la movilidad espermatica también afecta de
distintas maneras la actividad flagelar del espermatozoide dependiendo de la especie
(Cosson et al., 1999). El espermatozoide de la perca tiene un pH 6ptimo en el rango

de 7,0 a 8,5 (Lahnsteiner et al., 1995).
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En salmoénidos y ciprinidos, el pH optimo para la movilidad y fertilidad es de 9,0
(Billard, 1989) y la movilidad puede ser iniciada por la alcalinizacién (Billard &
Cosson, 1993, citado por Lahnsteiner et al., 1995). En trucha arco iris un pH bajo 7,8
no induce la movilidad espermatica (Baynes et al, 1981 citado por Cosson et al.,
1999). La aplicacién de bicarbonato extra celular y alto pH para la adquisicion de
movilidad espermatica en trucha arco iris y salmén “chum”, ha sido sugerida por

Morisawa et al. (1993).

El pH en el conducto seminal (pH 8) del salmoén “chum” es mas alto que el pH de los
testiculos (pH 7,5), haciendo que adquiera mayor potencial de movilidad en el
desplazamiento desde el testiculo al conducto seminal (Morisawa, 1994). Para el caso
de la lamprea marina la duracion de la movilidad espermatica disminuye con los

aumentos en el pH (Cieresko & Dabrowski, 2002).

Espermatozoides de especies marinas como “mullet” (Mugil capito), son activados a
pH entre 5,5 y 10,0; siendo el 6ptimo 7,0 (Hines & Yashouv, 1971 citado por Cosson
et al., 1999). En el bacalao de profundidad, la movilidad espermatica es activada a
pH entre 5 y 10, siendo el 6ptimo alrededor de 7. En G. maculatus no existe
informacion respecto a efectos del pH sobre la movilidad y fertilidad, Mufioz (2001)

informa que el valor del fluido seminal es de 7,96.
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1.3.3. Composicion ionica

Darszon et al. (1999), informa de la importante influencia de la composicion ionica
del medio externo sobre la movilidad espermatica y como los canales i6nicos son un

elemento esencial para este proceso celular.

En salmonidos, la dilucién del fluido seminal en soluciones con K' inhibe la
movilidad espermatica (Billard, 1988; Cussac & Maggese, 1988; Billard & Cosson,

1995; Darszon et al., 1999; Cosson et al., 1999; He & Woods, 2003).

El efecto del K en la movilidad espermatica en otros peces teledsteos es menos
claro, pero se ha determinado que no inhibe la movilidad flagelar en algunas especies
(Morisawa, 1994). En pez gato (Rhadmia sapo) la presencia de K en distintas
concentraciones no afecta la movilidad espermatica (Cussac & Maggese, 1988). De
igual manera ocurre para especies de agua dulce como el pez dorado y “zebrafish”

(Darszon et al., 1999).

Por el contrario, la presencia de K es necesaria para la iniciacion de la movilidad
espermatica en la anguila japonesa (Ohta et al., 1997). Cosson et al., (1999) reportan
que la presencia del ion K™ en muy bajas concentraciones, en el rango de 0,01 mM,
muestra un control sobre la activacion espermatica en “padle fish” y esturion

(Acipenser baeri).
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Sheuring (1925 citado por Cosson et al., 1999) fue el primero en reportar que iones
como Na’, Ca™ y Mg"" reducian el efecto inhibidor del K". En la actualidad, es
conocido que la presencia de Ca™ es importante para la iniciacion de la movilidad
espermatica en salmonidos al contrarrestar el efecto inhibidor del K (Billard &
Cosson, 1989; 1995; Darszon et al., 1999; Cosson et al., 1999). También en “padle
fish” y esturion (Acipenser baeri) la presencia de Ca™ es importante para la

iniciacion de la actividad espermatica.

En contraste con lo observado en salmoénidos, los espermatozoides de carpa presentan
. . . ++ .. .
una independencia del ion Ca ', similar efecto es observado en varios peces

teledsteos como “turbot”, “halibut”, siliridos y las anguilas (Cosson ef al., 1999).

Iones de metales pesados en el medio de dilucidon del semen muestran un deterioro en
la movilidad espermatica de animales marinos. Como por ejemplo, la presencia Zn"™"
en bajas concentraciones en el agua de mar evita la activacion del espermatozoide de
“sea urchin”. Los iones Cd""y Zn"" afectan la movilidad del espermatozoide del pez
gato. Los derivados del mercurio como HgCl, afectan al espermatozoide de “turbot”
y “sea bass”. En puye no existe informacién ni antecedentes bibliograficos sobre
como afecta la composicion idnica del medio a la movilidad y fertilidad del

espermatozoide.
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1.3.4. Temperatura.

La temperatura es otro factor importante que incide en el metabolismo de los
espermatozoides. Bajas temperaturas prolongan la movilidad a través del tiempo y
reduce la velocidad de desplazamiento (Billard & Cosson 1988 citado por Cosson et
al., 1999). Al evaluar el porcentaje de fertilidad en puye se ha determinado que los
mejores valores se obtienen a temperaturas cercanas a 10°C. Ademads, existe una
correlacion inversa entre el tiempo de movilidad del espermatozoide y la temperatura
(Fletcher, 2000), es decir, que a mayor temperatura la duracion de la movilidad
espermatica es menor. En especies como el salmén del atlantico y en trucha marrén
la fertilizacion puede ocurrir en rangos mas amplios de temperatura (2 a 16°C)
(Vladic & Jarvi, 1997). En “baltic cod” (Gadus morhua) la mayor movilidad

espermatica ocurre a una temperatura de 7°C.

Tomando en cuenta que no existen antecedentes bibliograficos ni estudios cientificos
sobre la importancia del efecto de la osmolaridad y pH sobre la movilidad y fertilidad
del espermatozoide de puye (G. maculatus), esta investigacion tiene como objetivo
determinar si las variaciones de osmolaridad, pH y temperatura afectan la movilidad
y fertilidad del espermatozoide de puye, al utilizar distintas soluciones activadoras.
Esto permitira determinar los valores de pH y osmolaridad mas adecuados, para un
mejor manejo de los gametos durante la fertilizacion y con esto mejorar los
porcentaje de fertilidad obtenidos con el puye en futuros cultivos con fines

comerciales, de reproduccion, investigacion y docentes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general.

e Estudiar los efectos de la osmolaridad, pH y temperatura, sobre la movilidad y

fertilidad del espermatozoide de puye (Galaxias maculatus).

2.2. Objetivos especificos.

e Evaluar los efectos de las variaciones de osmolaridad y temperatura en la

movilidad y fertilidad del espermatozoide de puye (Galaxias maculatus).

e Evaluar los efectos de las variaciones de pH y temperatura en la movilidad y

fertilidad del espermatozoide de puye (Galaxias maculatus).
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3. HIPOTESIS

3.1. Efecto del pH y temperatura.

Para evaluar el efecto de la variacion de pH y temperatura en la movilidad y fertilidad

del espermatozoide de puye se plantearon las hipdtesis:

H, : La movilidad y fertilidad del espermatozoide de puye no es afectada por

variaciones de pH entre 5 y 9 a temperaturas entre 5y 15°C.

H, : La movilidad y fertilidad del espermatozoide de puye si es afectada por

variaciones de pH entre 5 y 9 a temperaturas entre 5y 15°C.
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3.2. Efecto de la osmolaridad y temperatura.

Para evaluar el efecto de la variacion de osmolaridad y temperatura, en la movilidad y

fertilidad del espermatozoide de puye, se plantearon las hipotesis:

H, : La movilidad y fertilidad del espermatozoide de puye no es afectada por
variaciones de osmolaridad entre 0 y 456,5 mOsmol Kg™! a temperaturas entre

5y 15°C,

H, : La movilidad y fertilidad del espermatozoide de puye si es afectada por
variaciones de osmolaridad entre 0 y 456,5 mOsmol Kg™! a temperaturas entre

5y 15°C,
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4. METODOLOGIA.

Los experimentos se realizaron en el “Hatchery” de la Escuela de Acuicultura de la
Universidad Catolica de Temuco durante el primer y segundo semestre del afio 2003.
Los especimenes de puye utilizados en la investigacion nacidos en abril del 2002 (un
ano de edad) descendientes de una poblacion originaria de Hornopiren, se
encontraban en etapa de maduracion. Los reproductores fueron inducidos a la
maduracion sexual plena con bafio de hormona LHRH anéloga. El nivel de madurez
se evalud segun la escala macroscopica de estados de madurez sexual para esta

especie determinada por Barile ez al. (2003) (Tabla 3).

Las soluciones utilizadas para los experimentos fueron preparadas con agua des-
ionizada con el fin de tener un buen control sobre las variables a evaluar. Solo se
agregd NaCl para obtener la osmolaridad experimental y HCI o NaOH para subir o

bajar el pH.

4.1. Obtencion de Gametos.

Se obtuvieron separadamente semen y ovocitos de ejemplares en maduracién maxima

(Figura 1By C). Los gametos fueron extraidos mediante masaje abdominal siendo

recepcionados en placas petri. Este procedimiento se realizd con elementos secos,

para evitar la activacion de los gametos (Figura 1D y E). En el caso del semen se
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realizd un “pool” con aproximadamente siete machos, ya que cada espécimen
produce un pequeio volumen de este fluido. La temperatura ambiente de trabajo para
realizar este procedimiento fue de 12,25 + 2,75°C. Posteriormente los gametos

fueron almacenados a 4°C.

4.2. Determinacion de la densidad espermatica.

Una vez obtenido el pool de semen se determind su densidad espermatica. Para ello
se tom6 una muestra de 0,1 ml de semen con una pipeta de Thoma. Se utiliz6 como
diluyente agua de pozo hasta la marca 101, llegando a una diluciéon de 1 es a 1000.
Después de agitar adecuadamente por 10 segundos, para evitar la aglutinacion de los
espermatozoides, se cargd con esta solucion la cadmara de Neubauer para realizar el
recuento celular. El conteo se realizé en 5 cuadrantes de la cuadricula central de la
camara con una profundidad de 0,1 mm (Oppenheim, 1973). Se dejaron sedimentar
las células (espermatozoides) y se procedio al recuento total representativo de 1/5

milimetro cuadrado.

El numero total de espermatozoides se calculé de la siguiente manera:

Ex5x1000 x10=N
Donde:
E: Espermatozoides en 5 cuadrados de tamafio promedio.

N: Numero de espermatozoides por mm”.
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4.3. Determinacion del nimero de espermatozoides por ova.

En todos los experimentos de fertilidad, se utilizd 1 microlitro (uL) de “pool” de
semen sin diluir. Por lo tanto, para calcular el nimero de espermatozoides por ova se
considerd la densidad espermatica (células/mm’) multiplicada por 0,001 para
determinar el numero de células por microlitro y posteriormente se dividio por el
nimero de ovas utilizadas en cada tratamiento (50). Con este resultado se determind

el nimero de espermatozoides por ova.

4.4. Preparacion de Soluciones.

Para realizar los experimentos de movilidad y fertilidad, fue necesario preparar
soluciones de pH y osmolaridad. Para ello, se utilizaron matraces Erlenmeyer de 500
ml para cada solucidon, previamente se autoclavo el agua des-ionizada en los
respectivos matraces durante 21 minutos a una temperatura de 101°C, en un equipo

de autoclave marca HUXLEY, modelo HL — 341, con una capacidad de 72 litros.

4.4.1. Preparacion de soluciones de pH.

Para determinar el efecto del pH en la movilidad y fertilidad en los espermatozoides

de puye se dispuso de tres soluciones, una para el control y dos para los tratamientos,
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las cuales correspondieron a pH 7 para el control y pH 5 y 9 a los tratamientos. Estas
soluciones se obtuvieron agregando al agua des-ionizada separadamente hidroxido de
sodio al 0,1 N para subir el pH y acido clorhidrico al 0,025 N para bajarlo, lo cual fue

controlado a través de un pH-metro marca Hanna instrument, modelo Hi 9331.

4.4.2. Preparacion de soluciones de osmolaridad.

Para los experimentos con osmolaridad se utilizaron cuatro soluciones, una para
control y las tres restantes para los tratamientos, las cuales correspondieron a 0

mOsmols Kg™! (control) y 147,5; 294,0 y 456,5 mOsmols Kg~ (tratamientos).

Para preparar las soluciones, se utilizo agua des-ionizada, con una osmolaridad de 0
mOsmols Kg™!'. La osmolaridad del agua fue modificada agregando NaCl en

distintas cantidades, utilizando la relacion:

300 mOsmols Kg' === 0.9 g de NaCl /dL

En una balanza analitica marca “Denver Instrument Company” modelo AA-200, se
pesaron y agregaron 2,25; 4,5 y 6,75 gramos de NaCl para las soluciones de 147,5;
294,0 y 456,5 mOsmols Kg™', respectivamente. Para el caso del control (0 mOsmols

Kg™) se utilizo solamente agua des-ionizada (pura).
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Todas las soluciones se homogeneizaron con un agitador magnético del Laboratorio
de Calidad de Agua de la Escuela de Acuicultura, ademas la osmolaridad fue
controlada a través de un osmoémetro marca Knauer modelo A 300 con un rango de 0
—2000 mOsmols Kg™! facilitado por el Departamento de Anatomia de la Universidad

de la Frontera.

4.5. Experimentos para Evaluacion de movilidad espermatica.

Para evaluar la movilidad espermatica se trabajé con un microscopio optico invertido
con contraste de fase marca Nikon, modelo TMS bajo aumento de 20x. Con una
micropipeta se depositd un microlitro de semen en un porta objetos para ser activado
inmediatamente con 10 microlitros de solucion, al momento que el semen tomo
contacto con el agua, se activd la movilidad de los espermatozoides. La movilidad
espermatica fue evaluada segun la escala de Sanchez-Rodriguez & Billard (1967)
(Tabla 4), la cual considera 6 niveles de movilidad. El tiempo se registrd cada cinco
segundos, hasta llegar al nivel de movilidad 0. Se realizaron 15 réplicas para cada
control y tratamientos. Este procedimiento se realiz6é para todos los tratamientos de
pH y osmolaridad a tres temperaturas de activacion (5, 10 y 15 °C). Estos

experimentos se realizaron a una temperatura ambiente 13,5 °C £ 2,25
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4.6. Experimentos para la evaluacion de fertilidad.

Con el fin de evaluar la fertilidad del espermatozoide de puye bajo los diferentes
tratamientos, se fecund6é mediante el método humedo en una placa petri un “pool” de
ovas usando como medio de activacion las soluciones de pH y osmolaridad a tres
temperaturas de activacion (5, 10 y 15 °C) (Figura 2A). Se realizaron dos réplicas
para cada grupo experimental, cada una formada por 50 ovas provenientes de
hembras en maxima maduracion. Las ovas fueron fertilizadas con un microlitro del
“pool” de semen segun se sefiala en tabla 1 y 2. Este disefio experimental se repitid
tres veces (n = 3) para cada réplica, con una separacion de aproximadamente 4

semanas entre una experiencia y otra.

Tabla 1. Esquema explicativo del experimento de evaluacion de fertilidad para las
soluciones de pH. Cada grupo experimental estd compuesto por dos réplicas para
cada temperatura (n = 3).

pH 5 (Tratamiento)| pH 7(control) |pH 9 (Tratamiento)
TemperaturaRéplica 1 Réplica 2 [Réplica 1 Réplica 2 | Réplica 1 Réplica 2

5°C 50o0vas 5S0ovas | 50ovas 50ovas | 50ovas 50 ovas
10°C 50ovas 5S0ovas | S0ovas 50ovas | S0ovas 50 ovas
15°C 50ovas 5S0ovas | S0ovas 50ovas | S0ovas 50 ovas
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Tabla 2. Esquema explicativo del experimento de evaluacion de fertilidad para las
soluciones de osmolaridad. Cada grupo experimental estd compuesto por dos réplicas
para cada una de las temperaturas (n = 3).

0 mOsmols Kg™
(Control)

294,0 mOsmols Kg' 147,5 mOsmols Kg' 456,5 mOsmols Kg™*

(Tratamiento)

(Tratamiento)

(Tratamiento)

Temperatura
5°C
10°C
15°C

Réplica 1 Réplica 2
50 ovas 50 ovas
50 ovas 50 ovas
50 ovas 50 ovas

Réplica 1 Réplica 2
50 ovas 50 ovas
50 ovas 50 ovas

50 ovas 50 ovas

Réplica 1 Réplica 2
50 ovas 50 ovas
50 ovas 50 ovas

50 ovas 50 ovas

Réplica 1 Réplica 2
50 ovas 50 ovas
50 ovas 50 ovas

50 ovas 50 ovas

Se consideraron fecundadas todas aquellas ovas en las que luego de aproximadamente

seis horas de incubacion, fue posible observar, bajo lupa estereoscopica, los primeros

dos blastomeros claramente delimitados (Benzie,

experimentos se realizaron a una temperatura ambiente de 14,5 +2,5°C.
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4.7. Analisis estadistico.

En los experimentos de movilidad espermatica se trabajé con 15 replicas para cada
tratamiento de pH y osmolaridad en las tres temperaturas. En los experimentos para
determinar fertilidad se realizaron dos réplicas para cada tratamiento de pH y
osmolaridad a tres temperaturas (n = 3). Se trabajo con los porcentajes promedios de
ovas fertilizadas por placa de cada grupo experimental. Los resultados fueron
analizados seguin pruebas para datos no paramétricos con un nivel de significancia de
0,05. Para los experimentos de movilidad espermatica se aplico la prueba de Chi-

cuadrado, asi como el test de Mann-Whitney para los experimentos de fertilidad.
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Tabla 3. Escala macroscopica para determinar distintos estados de madurez sexual

de

G. maculatus segiin Valdebenito & Vega (2003).

ESTADO

CARACTERISTICAS EXTERNAS

Inmadurez

Los peces presentan la pared abdominal completamente plateada y no es
posible diferenciar entre machos y hembras.

Madurez
Inicial

Hembras: El abdomen aumenta su tamafio y transparencia,
observandose huevos pequefios de color blanco-amarillento. La region
anterior del abdomen se ve levemente plateada.

Machos: El abdomen aumenta levemente su tamafio y se observa de
color plateado. Es posible identificar el testiculo de color blanquecino al
interior de la pared abdominal.

Madurez
Avanzada

Hembras: Presentan un abdomen duro al tacto y mas abultado debido a
la presencia de ovocitos mas grandes en la géonada de color blanco-
amarillento orientados en hileras hacia la region posterior.

Machos: Muestran un abultamiento de la region abdominal. Los
testiculos de color blanco estan desarrollados hasta los margenes
laterales del poro genital.

Madurez
Maxima

Hembras: Presentan un abdomen distendido y poro genital muy
dilatado; los huevos son muy transparente y se encuentran sueltos en la
cavidad abdominal y pueden ser liberados mediante un suave masaje
abdominal.

Machos: Presentan abdomen y testiculos muy abultados, el semen sale
facilmente mediante leve presion en la region abdominal y se
caracteriza por ser blanco y bien fluido.

Reabsorcion

Hembras: Abdomen poco desarrollado y mas delgado en la region del
poro genital. La pared abdominal regularmente pierde su transparencia,
observandose porciones heterogéneas en forma, textura y color.
Machos: Estado de dificil identificacion ya que a pesar de observarse
por transparencia una gonada bien desarrollada y color blanco, no se
produce liberacion de gametos maduros.
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Tabla. 4. Escala de evaluaciéon de movilidad espermdtica segin Sanchez-Rodriguez &
Billard (1967).

VALOR TIPO DE MOVILIDAD
5 Todos los espermatozoides se desplazan vigorosamente y es
imposible fijar la vista en uno de ello.

4 La mayoria de los espermatozoides se desplaza rapido, algunos lo
hacen lento.

3 Los espermatozoides presentan 3 comportamientos:
e Algunos se desplazan vigorosamente.

e Algunos se desplazan lentamente.

e Algunos estan inmoviles.

2 Pocos espermatozoides se desplazan rapidamente, muchos lo hacen
lentamente la mayoria estad inmovil.

1 Algunos espermatozoides se agitan ligeramente, la mayoria esta
inmovil.
0 Ningun espermatozoide se mueve
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Figura 1. A: Individuos adultos de G. maculatus, hembra (superior) y macho
(inferior). B: Se observa un macho en maduracion maxima. C: Se observa una
hembra en maduracién maxima. D: Extraccion de semen de un macho de puye. E:
Desove manual de una hembra de puye.
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Figura 2. A: Proceso de fertilizacion humeda de gametos de puye. B:
Microfotografia de ova recién fertilizada en proceso de segmentacion. C y D: sistema
de cultivo y mantencion de reproductores de puye en “hatchery”.
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5. RESULTADOS

5.1. Determinacion de la densidad espermatica

La densidad espermatica promedio del semen de puye (G. maculatus) utilizada en
todos los experimentos de esta investigacion arrojé una cifra de 56,20 + 5,58x10°
espermatozoides ml”'. El numero de espermatozoides por ova utilizado en los

experimentos de fertilidad fue de 1,12 £ 0,12 x 10%.

5.2. Efecto del pH y temperatura en la fertilidad.

El mayor porcentaje de fertilidad promedio se observé en el control (pH 7) a una

temperatura de 10°C con 80,00 + 7,45 %, como se observa en la tabla 5 y figura 3.

Tabla S. Porcentajes de fertilidad (X = D. E.) de ovas de puye (G. maculatus)
fertilizadas con soluciones de diferentes pH y temperatura (n = 6). Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Temperatura
Tratamientos 5°C 10°C 15°C
pH 5 (%) 56.01 +29.46™ | 78,33 +15,20* | 71,00+ 11,64®
pH 7 (%) 56,22 +27,43% | 80,00+ 7,45° | 69,67+ 12,86™°
pH 9 (%) 60,00 26,317 | 68,67 +19,66° | 46,67 +27,03°
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Los resultados de estos experimentos muestran que para el caso de las fertilizaciones
realizadas con soluciones de diferente pH, no existieron diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) en el porcentaje de fertilidad promedio del control (pH 7)
versus los tratamientos en las distintas temperaturas. Sin embargo, al comparar los
tratamientos (pH 5 y pH 9) a 15°C, si existen diferencias estadisticamente

significativas (p < 0,05) entre los porcentajes de fertilidad promedio.

Al comparar el mayor porcentaje de fertilidad (80,00 + 7,45 con pH 7 a 10°C) con los
porcentajes de fertilidad restantes de todo el experimento, muestran diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) con los porcentajes de fertilidad de todos

los grupos experimentales a temperatura de 5°C y 15°C.
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Figura 3. Porcentajes de fertilidad (X) de ovas de puye (G. maculatus) fertilizadas
con soluciones de diferentes valores de pH y temperatura (n = 6).
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5.3. Efecto de la osmolaridad y temperatura en la fertilidad.

El mayor porcentaje de fertilidad promedio se observé en el control (0 mOsmol Kg™)
a una temperatura de 10°C con un 71,00 £ 25,35 % de las ovas fertilizadas, como se

observa en la tabla 6 y figura 4.

Tabla 6. Porcentajes de fertilidad (X = D. E.) de ovas de puye (G. maculatus)
fertilizadas con soluciones de diferente osmolaridad y temperatura (n = 6). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Temperatura
Tratamientos 5°C 10°C 15°C
(mOsmol Kg™)
0 55,56 + 37,438 | 71,00 £ 25,35% | 40,67 + 36,17
147,5 28,44 £25,53%"| 37,00+£9,19°™ | 32,00+ 16,15™
294,0 7,01 + 8,84° 7,00 +6,42° | 11,33 + 8,36%
456,5 0,00 + 0¢ 0,00 = 0¢ 0,00 + 09

Los resultados de estos experimentos muestran que al comparar el porcentaje de
fertilidad promedio del grupo control (0 mOsmol Kg™') con sus respectivos
tratamientos a una temperatura de 5°C y 10°C, existen diferencias estadisticamente

significativas (p < 0,05) en todos los casos.

Sin embargo, a 15°C, al comparar el porcentaje de fertilidad promedio del grupo

control (0 mOsmol Kg™") versus los tratamientos de 294,0 y 147,5 mOsmol Kg™', no
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existen diferencias significativas (p > 0,05). Solamente existen diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) entre el control y el tratamiento a 456,5

mOsmol Kg™'.
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Figura 4. Porcentajes de fertilidad (X) de ovas de puye (G. maculatus) fertilizadas
con soluciones de diferentes osmolaridad y temperatura (n = 6).

Al comparar los porcentajes de fertilidad promedio de cada tratamiento entre si
(147,5; 294,0 y 456,5 mOsmol Kg™') en las tres temperaturas de activacion (5°C,
10°C y 15°C) no existieron diferencias significativas (p > 0,05) entre los porcentajes
de fertilidad de los tratamientos. S6lo se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) en el control (0 mOsmol Kg™) entre las temperaturas de

10°C y 15°C (figura 4).
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5.4. Evaluacion de la movilidad espermatica de puye bajo distintas soluciones de

pH a tres temperaturas de activacion.

Los resultados obtenidos en estos experimentos mostraron que la mayor movilidad de
los espermatozoides (60 s) se registro a las temperaturas de 5°C con pH 5 y 10°C con
pH 7 (tablas 7 y 8). Los experimentos bajo las tres temperaturas de activaciéon no
mostraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en la movilidad
espermatica entre el control (pH 7) y los tratamientos. Aunque no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales, al observar las tablas
7, 8 y 9 se aprecia que el control (pH 7) alcanza el nivel 1 de movilidad en un periodo
mayor de tiempo (sobre los 20 s) post activacion en comparacion con los tratamientos

(pH 5 y pH 9) bajo las tres temperaturas de activacion.

Tabla 7. Niveles de movilidad (moda) del espermatozoide de puye (G. maculatus) a
5°C en tres distintos valores de pH (N = 15).

Tratamientos (5°C)
Tiempo(s) | pHS (n) pH 7 (n) pH 9 (n)
0 5(12) 5(14) 5(13)
5 5 (@) 5(@8) 4 (7)
10 4 (7) 4 (6) 30
15 2 (7 3 (6) 1 (7)
20 19 3(10) 1(11)
25 1(12) 1(12) 1(12)
30 1(13) 1(11) 1(11)
35 1(13) 1(10) 1 (8)
40 1(10) 1 (9 0
45 1(10) 1 (9) 01D
50 1 (9) 1 (9) 0(13)
55 1 (9) 0 (® 0(13)
60 0 (8 0 (®) 0 (13)
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En la figura 5 y tabla 7 se observa que a los 20 segundos, los espermatozoides
activados con una soluciéon con pH 7 a 5°C, mantienen un nivel de movilidad de 3.

En cambio, con pH 5 y 9 la actividad flagelar ya ha bajado a nivel 1.
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Figura 5. Niveles de movilidad (moda) del espermatozoide de puye (G. maculatus) a
5°C en tres distintos valores de pH (n = 15).

De igual forma, a 10 y 15°C los espermatozoides activados a pH 7, mantienen una
actividad flagelar mas intensa por mayor tiempo, nivel 2 a los 20 segundos y nivel 3 a

los 15 segundos, respectivamente. (Tablas 8 y 9; Figuras 6 y 7).
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Tabla 8. Niveles de movilidad (moda) del espermatozoide de puye (G. maculatus) a
10°C en tres distintos valores de pH (N = 15).

Tratamientos (10°C)
Tiempo(s) | pHS5 (n) pH 7 (n) pH 9 (n)
0 5(10) 4 (7) 4 (8)
5 5@ 4 (9 4 (7)
10 4 (6) 309 3 (10)
15 3 (6) 3 (6) 2 (8)
20 1 (6) 209 1 9
25 19 1(12) 1(13)
30 1(11) 1 (15) 1(14)
35 1(11) 1(15) 1(12)
40 1(10) 1(13) 1(10)
45 1 (8) 1(10) 1 (8)
50 0O 19 0(10)
55 0 19 0(10)
60 0 (10) 0(10) 0(13)
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Figura 6. Niveles de movilidad (moda) del espermatozoide de puye (G. maculatus)
a 10°C en tres distintos valores de pH (n = 15).
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Tabla 9. Niveles de movilidad (moda) del espermatozoide de puye (G. maculatus) a
15°C en tres distintos valores de pH (N = 15).

Tratamientos (15°C)
Tiempo(s) | pHS5 (n) pH 7 (n) pH 9 (n)
0 5 (8) 5(10) 5 (8)
5 5@ 5 (6) 5@
10 1 (6) 4 (6) 1 (7)
15 1 (8) 309 1 (6)
20 1 (7) 1 (6) 1 (7)
25 1 (7) 1(11) 1 (10)
30 1 (9 1(12) 1(11)
35 1 (10) 1(12) 1 (8)
40 19 19 0O
45 0 (8 09 0 (10)
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Figura 7. Niveles de movilidad (moda) del espermatozoide de puye (G. maculatus)
a 15°C en tres distintos valores de pH (n = 15).
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5.5. Evaluacion de la movilidad espermatica de puye bajo distintas soluciones de

osmolaridad a tres temperaturas de activacion.

Los resultados obtenidos en estos experimentos muestran que el mayor tiempo de
movilidad experimentado por los espermatozoides se obtuvo a una temperatura de
10°C con la solucion activadora a 147,5 mOsmol Kg™! con 110 segundos. Al observar
la movilidad espermatica del puye en 5°C, no mostrd diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,0 5) entre el grupo control (0 mOsmol Kg™') y los tratamientos.
Por el contrario, se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) en la movilidad
espermatica del puye a 10°C entre el control (0 mOsmol Kg') y todos los

tratamientos, como se observa en las tablas 10y 11.

Tabla 10. Niveles de movilidad (moda) del espermatozoide de puye (G. maculatus)
a 5°C en tres distintas osmolaridades (N = 15).

Tratamientos (5°C)

Tiempo (s) | 0 mOsm/kg (n) 147,5 mOsm/Kg (n)  294,0 mOsm/Kg (n)  456,5 mOsm/kg (n)
0 4 (7) 5 (8) 3(7) 2 (8)
5 3 (6) 2 (5) 1 (6) 1 (9)
10 2 (8) 1 (8) 1 (7) 1 (9
15 1 (8) 1(13) 1 (9 1 (7)
20 1(13) 1(12) 19 1 (8)
25 1(14) 1(12) 0(10) 0 (8)
30 1(14) 1(10) 01D 0 (8)
35 1 (8) 1 (7) 01D 0(11)
40 1 (8) 0 01 0(12)
45 0(10) 0(10) 0(13) 0(12)
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Figura 8. Niveles de movilidad (moda) del espermatozoide de puye (G. maculatus) a
5°C en tres distintas osmolaridades (n = 15).

Tabla 11. Niveles de movilidad (moda) del espermatozoide de puye (G. maculatus)
a 10°C en tres distintas osmolaridades (n = 15).

Tratamientos (10°C)

Tiempo(S) | 0 mOsm/kg (n) 147,5 mOsm/Kg (n) 294,0 mOsm/Kg (n) 456,5 mOsm/kg (n)
0 5 (8) 5(13) 4 (5) 4 (6)
5 4 (8) 5(12) 4 (5) 4 (5)
10 4 (8) 3 (8) 1 (6) 0 (8
15 309 3 (8) 1 (9 0O
20 2 (6) 3 (6) 1 (6) 0
25 2 (7) 1 (9 1 (6) 0
30 2 (7) 1(12) 0 (8) 0 (9
35 1(12) 1(12) 0 (9 0 (10)
40 1 (8) 1(12) 0 (9 0 (10)
45 0 (9) 1(11) 0 (10) 0 (10)
110 0(14) 09 0(13) 0 (15)
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Figura 9. Niveles de movilidad (moda) del espermatozoide de puye (G. maculatus) a
10°C en tres distintas osmolaridades (n = 15).

Para 15°C no se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) en la movilidad
espermatica entre el control (0 mOsmol Kg™) y los tratamientos a 147,5 y 294,0
mOsmol Kg™'. Sin embargo, al comparar la movilidad espermatica del control versus
el tratamiento de 456,5 mOsmol Kg™! se encontraron diferencias significativas (p >

0,05), como se observa en la tabla 10.
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Tabla 12. Niveles de movilidad (moda) del espermatozoide de puye (G. maculatus)
a 15°C en tres distintas osmolaridades (N = 15).

Tratamientos (15°C)

Tiempo (S) | 0 mOsm/kg (n) 147,5S mOsm/Kg (n) 294,0 mOsm/Kg (n) 456,5 mOsm/kg (n)
0 5(10) 5(10) 4 (6) 1 (6)
5 5 (6) 5 4 (6) 1 (8)
10 3(7) 3 (5 1 (6) 19
15 2 (6) 2 (6) 1(10) 0
20 1 (9) 1(10) 1(12) 0 (9
25 1 (10) 1(10) 1(12) 0 (10)
30 1 (8) 1 (8) 1 9 0 (10)
35 1(10) 1 (8) 0 (8) 0(10)
40 1 (9 1 (8) 0 (8) 0(11)
45 0 (8) 1 (8) 0(10) 0(11)
50 0 (8) 0 (8) 0(11) 0(13)
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Figura 10. Niveles de movilidad (moda) del espermatozoide de puye (G. maculatus)
a 15°C en tres distintas osmolaridades (n = 15).
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6. DISCUSION.

La densidad espermatica del semen de puye (Galaxias maculatus) observada en esta
investigacion fue de 56,20 + 5,58x10° espermatozoides ml™. Esta cifra estd dentro del
rango determinado por Valdebenito & Vega (2003) que va desde 32,4 a 67.4 x 10°

espermatozoides ml™.

De igual manera, como lo sefialan Fletcher (2000) y Fernandez (2001), los valores de
densidad espermatica del puye son mayores al de otras especies de teledsteos como la
carpa (Ciprinus carpio) (25-30 x 10° espermatozoides ml™), el salmon (12-24 x 10°
espermatozoides ml™") (Estévez, 1991), el “sea bass” (Dicentrarchus labrax) (22-30 x
10° espermatozoides ml™"') (Dreanno et al., 1999b), la trucha (10-20 x10°
espermatozoides ml™") (Billard, 1988) y el “whitefish” (Coregonus clupeaformis) (7 x

10’ espermatozoides ml™) (Billard, 1988; Ciereszko & Dabrowski, 1993).

El nimero de espermatozoides por ova utilizado para los experimentos de fertilidad
de esta investigacion fue de 1,12 + 0,12 x 10°. Para el puye esta relacion no ha sido
estandarizada. Billard ef al. (1974 citado por Fletcher, 2000) sugiere la cantidad
minima de 200.000 espermatozoides por ova en trucha, posteriormente Billard (1975
citado por Billard, 1988) recomienda que el nimero de espermatozoides necesarios
para fertilizar una ova en salmonidos varia entre 10.000 y 300.000, dependiendo de la

calidad de los espermatozoides. Este rango también es aplicable en “pike” (Esox
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lucius). Estas cifras reflejan que el numero de espermatozoides por ova utilizado en
los experimentos de fertilidad de esta investigacion estarian sobre los rangos

minimos de fertilizacion.

En muchas especies la capacidad oxidativa de la mitocondrias es baja y la energia
(ATP) requerida para la movilidad es comUnmente pre-acumulada en el
espermatozoide antes de iniciarse la movilidad espermatica, reservas que se agotan
tempranamente durante la movilidad (Billard & Cosson, 1995). La enzima
responsable de este metabolismo espermadtico es la dineina, principal consumidor de
ATP durante el movimiento flagelar (Billard & Cosson, 1990). Fletcher (2000),
sugiere que la breve intensidad en la movilidad del espermatozoide es debido a que
G. maculatus solamente posee una mitocondria (Coronado, 2000), informaciéon que
fundamenta lo observado en estos experimentos donde la intensidad o vigor del
espermatozoide de puye es corta (hasta 20 s aprox.), independiente del tratamiento y
la temperatura del diluyente. Lahnsteiner et al. (1993), informan que para trucha arco
iris un factor limitante en la movilidad espermatica es la disminuciéon de ATP, donde
la glicolisis no es lo suficientemente rapida para recuperarlo. En trucha arco iris una
vez utilizado el contenido de ATP preacumulado, ocurre una reacumulacién después
de 15 minutos de haberse detenido la movilidad, aunque esto no significa una
recuperacion de la movilidad (Christen et al., 1987 citado por Billard & Cosson,
1995), Esta situacion es diferente en otras especies como el caso del “halibut”, donde
el ATP no es pre-acumulado, sino elaborado por la mitocondria mientras el

espermatozoide se mantiene en movimiento (Billard & Cosson, 1995).
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La temperatura altera el tiempo de la movilidad espermatica: bajas temperaturas
prolongan la duracion de la locomocion, pero reduce la intensidad y velocidad de las
células (Billard & Cosson, 1988; Vladic & Jarvi, 1997). En puye, esta relacion fue
corroborada por Fletcher (2000) y Valdebenito (2003) quienes reportaron un mayor
tiempo de movilidad a una temperatura de 5°C con 770 segundos, pero con una
menor intensidad, sefialando una temperatura 6ptima para la movilidad espermatica

de puye cercana a 10°C.

Al observar los resultados obtenidos en los experimentos los mayores niveles de
movilidad en los gametos de puye se encuentran a 10°C, independiente del
tratamiento (figuras 6 y 9), lo que concuerda con los resultados de Fletcher (2000) y

Valdebenito (2003).

Los resultados antes mencionados (figuras 6 y 9) estan en directa relacion con los
observados en los experimentos de fertilidad, donde de igual manera los porcentajes
mas altos de fertilidad en los gametos de puye se encontraron a una temperatura de
10°C, independiente del grupo experimental al que corresponda (pH y osmolaridad).
Estos resultados confirman los obtenidos por Fletcher (2000) y Valdebenito (2003)
donde los mayores porcentajes de fertilidad se encuentran en temperaturas cercanas a
los 10°C. Esto se contrapone a lo descrito en otras especies como el salmon del

Atlantico y en trucha marrdén, donde la fertilizacion ocurre en un rango mas amplio
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de temperatura (2 a 16°C), no presentando mayores diferencias en el porcentaje de

fertilidad promedio (Vladic & Jarvi, 1997).

Estos resultados reafirman lo concluido por varios autores (Billard, 1988; Levanduski
& Cloud, 1988; Billard & Cosson, 1995; Cosson et al., 1999), quienes reportan que la
movilidad de los espermatozoides y la calidad de éstos estan en directa relacion con
la fertilidad.

El pH intra o extra celular de teledsteos marinos y dulceacuicolas es reconocido
como un importante regulador de la movilidad espermatica (Marian et al., 1997,
Cosson et al., 1999). En G. maculatus, no existen antecedentes bibliograficos del
comportamiento de sus gametos frente al efecto del pH. Solamente existen datos del
pH presente en el fluido seminal, Mufioz (2001) sefiala que éste posee un valor de

7,96.

En la presente investigacion, los resultados muestran que los mayores porcentajes de
fertilidad se encontraron a pH 7 (10°C) con un 80,00 + 7,45 %, seguido del observado
a pH 5 (10°C) con un 78,33 + 15,20 %. Los mayores niveles de intensidad de la
movilidad espermatica en puye se observaron a pH 7 con temperaturas de 5y 10°C,
ambos llegando al nivel de movilidad “1” a los 25 segundos y alcanzando una
duracion de 55 y 60 segundos respectivamente (tablas 5, 7 y 8). Es importante sefialar
que a una temperatura de 5°C y 15°C en todos los tratamientos, la movilidad
espermatica se inicid en nivel “5” (tablas 7 y 9), no asi para el caso de los

tratamientos a una temperatura de 10°C donde la movilidad espermatica se inici6 en
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nivel “4” (tabla 8). Esto pudo ser provocado debido a que los espermatozoides
utilizados en los experimentos a esta temperatura (10°C), permanecieron un mayor
tiempo en almacenaje, lo que pudo afectar su calidad para la posterior activacion.
Fernandez (2001) reporta que el almacenamiento afecta negativamente la fertilidad
del semen sin diluir del puye, lo cual indica que la movilidad espermatica fue

afectada.

En general, en esta investigaciéon no se observaron diferencias significativas (p >
0,05) en la duracion de la movilidad espermatica en ningun tratamiento de pH, bajo
las tres temperaturas de activacion, aunque la intensidad es mayor a pH neutro. La
fertilidad del semen de puye es mayor en medios relativamente acidos y neutros a una
temperatura de 10°C (tabla 5 y figura 3). Esta tendencia a medios acidos también se
encuentra en “White sucker” (Catostomus commersoni) donde la movilidad
espermatica y los porcentajes de fertilidad son mayores en un rango de pH entre 3y 7
(Billard, 1988; Cosson et al., 1999). Segun Daye & Glebe (1984 citado por Krise et
al., 1995) en el salmoén del Atlantico los porcentajes de fertilidad no se ven afectados
con pH entre 5 y 6,8. Estos resultados no concuerdan con lo descrito para la mayoria
de las especies de salmonidos y ciprinidos, donde la mayor fertilidad y movilidad se

presenta en medios basicos (alcalinos) cercanos a 9,0.

Billard (1988) sefala que para los salménidos el pH Optimo para la fertilizacion
artificial es 9,0. Billard & Cosson (1989) observaron que para la trucha arco iris la

maxima movilidad ocurre a pH 9,0. Morisawa et al. (1993) sefalan que para el
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salmon “chum” el fluido seminal es de pH 7,5 y que el espermatozoide logra su
maxima movilidad a valores de pH entre 8,5 y 9,0. En Parasalmo mykiss, la mayor
movilidad se encuentra a pH 9,0 a una temperatura de 5°C (Billard & Cosson, 1986).
En perca el rango 6ptimo de movilidad fluctua entre 7 y 8,5. y esta decrece en pH 9
(Lahnsteiner et al., 1995). En general para los salménidos bajos valores de pH

inhiben la movilidad espermatica (Ingermann et al., 2002).

Billard (1988), sugiere que en ciprinidos el pH 6ptimo para la movilidad espermatica
es sobre 9,0. Ademads, reporta que este valor es el Optimo para la fertilizacion.
Posteriormente Billard & Cosson (1995) informan que en carpa (Ciprinus carpio) el

pH optimo para la fertilizacion es de 7 a 8.

El pH también es considerado como un importante activador de la movilidad
espermatica para distintas especies como el “pike” (Esox lucius), donde la maxima
duracion de la movilidad espermatica ocurre entre 10 y 13°C a pH 7,9 (Lin &
Dabrowsky, 1996). En esturion blanco (Acipencer transmontanus) la movilidad
espermadtica es inhibida a bajos pH, mecanismo similar al observado en salménidos.
Esta especie presenta la mayor movilidad espermatica a valores de pH entre 7,5 y 8,5
(Ingermann et al., 2002). En “grouper” (Epinephelus malabaricus) el pH Optimo
para la fertilizacion artificial se encuentra entre 7,5 y 8,0 (Chao et al., 1992 citado por
Billard, 1988), en “mullet” (Mugil capito) la mayor movilidad espermética ocurre a
pH 7 (Hines & Yashouv, 1971 citado por Cosson et al., 1999), en “sea bass”

(Dicentrarchus labrax) un pH 9 es el 6ptimo para la actividad flagelar y esta puede
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ocurrir entre pHs de 5 y 10. En “turbot” (Psetta maxima) y Halibut (Hippoglosus
hippoglosus) la maxima movilidad espermatica se observa a pH 9 (Cosson et al.,

1999).

Numerosos estudios han enfatizado los efectos de la osmolaridad sobre la movilidad
espermatica en teledsteos marinos, de agua dulce y especies viviparas (Cosson ef al.,
1999; Darszon et al., 1999), ya que el choque osmético a la estructura celular resulta
en una limitacién para la duracion de la movilidad espermatica (Lahnsteiner et al.,

1993; Cosson et al., 1999).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion dejan de manifiesto la
influencia de la osmolaridad sobre la fertilidad y movilidad del espermatozoide de G.
maculatus, donde los mayores porcentajes de fertilidad y niveles de movilidad

ocurrieron en las soluciones hipotonicas (menores a 299 mOsmol kg™).

El mayor porcentaje de fertilidad promedio, a distintas osmolaridades bajo las tres
temperaturas de activacion, se observo en el tratamiento con una presion osmdtica de
0 mOsmol kg™ a una temperatura de 10°C con un 71,00 + 25,35 %. Este coincide
con el tratamiento que obtuvo el mayor vigor o intensidad en movilidad espermatica
al llegar a nivel “1” a los 35 segundos. A su vez, al observar el tratamiento que
obtuvo la mayor duracioén de la movilidad espermatica, a una osmolaridad de 146,5
mOsmol kg™ (10°C), sélo obtuvo una fertilidad promedio de 37,00 = 9,19 % (ver

tablas 6y 11).
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De igual forma ocurre con especies de teledsteos dulceacuicolas tales como, la carpa
(Ciprinus carpio) donde la osmolaridad de su fluido seminal es de 300 mOsmol kg™
y su movilidad espermatica se activa inmediatamente entre 60 y 140 mOsmol kg™
(Perchec et al., 1997). En “striped bass” (Morone saxatilis), la osmolaridad de su
fluido seminal es de 350 mOsmol kg™ y la actividad flagelar se inicia entre 0 y 300
mOsmol kg' (He & Woods, 2003). En “muskellunge” (Esox masquinongy),
solamente se inicia la movilidad espermatica cuando se activa con soluciones
hipotonicas con respecto al fluido seminal (290 mOsmol kg™') (Lin & Dabrowski,
1996). La perca (Perca fluviatilis) tiene una osmolaridad de 283 mOsmol kg™ en el
fluido seminal y la mayor movilidad espermatica se presenta entre 20 y 100 mOsmol
kg™! (Lahnsteiner et al., 1995). En pez gato (Silurus glanisel), la presion osmotica del
fluido seminal es de 280 mOsmols Kg™! y la activacidén ocurre si la presion osmotica
baja de 70 mOsmol Kg™' (Billard et al., 1997). El pez dorado (Carassius auratus),
cuyo fluido seminal presenta una osmolaridad cercana a 300 mOsmol kg™, presenta
su maxima movilidad espermatica entre 100 y 200 mOsmol kg™ (Cosson et al.,
1999).

Contrariamente, en especies de teledsteos marinos, la movilidad espermatica ocurre
bajo soluciones activadoras hipertonicas, tales como; el “sea bass” (Dicentrarchus
labrax) cuyo fluido seminal presenta una osmolaridad cercana a 300 mOsmol kg™ y
logra iniciar su movilidad espermatica hasta con soluciones de 1100 mOsmol kg™

(Perchec et al., 1997; Dreanno et al., 1999a) y el “puffer marino” (7. niphobles)
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donde la méaxima duracion de la movilidad espermatica se presenta a 400 mOsmol

kg™! (Takai & Morisawa, 1995; Cosson ef al., 1999).

Una revision bibliografica realizada por Cosson et al. (1999), reporta que la
incidencia de medios hipertoénicos en la movilidad espermatica también ha sido
descrita en especies como el “cod” (Gadus morhua), lenguados (Limanda yokohame
y Kareius bicoloratus), “sea bream” (Sparus auratus), “gray mullet” (Mugil

cephalus) y “goby” (Gillichthys mirabilis).

Goodall et al. (1989), reportaron que para el teledsteo estuarino “summer whiting”
(Sillago ciliata), cuyo fluido seminal presenta una osmolaridad de 300 mOsmol kg™
y al utilizar un medio hipotonico de 150 mOsmol kg™' para diluir el semen, no
observé actividad flagelar. Sin embargo, al utilizar una solucién a 600 mOsmol kg™

ocurrié la maxima movilidad espermatica.

Para el caso de las soluciones activadoras a una osmolaridad de 294,0 (isotonica) y
456,5 (hipertonica) mOsmol kg™' Ila movilidad del espermatozoide de puye es
practicamente nula bajo las tres temperaturas, dando como resultado que la fertilidad
promedio no supere el 11,33 £+ 8,36 % para los tratamientos a 294,0 mOsmol kg™! y

sea de 0,00 + 0% para el caso a 456,5 mOsmol kg™'.

Resultados similares al de esta investigacion obtuvieron Fletcher (2000) y

Valdebenito (2003) al evaluar la movilidad y fertilidad del espermatozoide de puye a
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distintas concentraciones de salinidad en las soluciones activadoras, Con la obtencion
de los mayores porcentajes de fertilidad y niveles de movilidad a 0 g/L. de salinidad (0O

mOsmol kg™).

Esto sugiere que G. maculatus es un pez diadromico que desova en agua dulce y no
en un medio estuarino (catddromo marginal) como propone McDowall (1994). De
igual manera los resultados obtenidos se contraponen con lo sugerido por Mitchell
(1989) que recomienda una salinidad de 6 g/L (126,5 mOsmol kg™ aprox.) en el
medio de fertilizacidén para esta especie, ésto tendria su explicacion ya que Mitchell
utilizé reproductores diadromicos silvestres. En cambio, en esta investigacion los
reproductores utilizados eran especimenes que completaron su ciclo reproductivo en

agua dulce.

Es importante sefialar que al obtener los mayores niveles de movilidad con 0 mOsmol
kg™' (agua des-ionizada pura), sugiere que para el inicio de la movilidad espermatica
en puye no es necesaria la adicion de ningtn ion al medio de activacion, como en el
caso de los salmonidos donde el ion Ca'", juega un rol fundamental en la iniciacion
de la actividad flagelar (Billard, 1988; Cussac et al., 1988; Billard & Cosson, 1995;
Darszon et al., 1999; Cosson et al., 1999; He & Woods, 2003). Esto sugiere que
algin o algunos iones que salen desde la célula y al entrar en contacto con el agua,

provocan la actividad flagelar, ademas de la reduccion de la osmolaridad.
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Los resultados de estos experimentos reafirman y concuerdan con lo descrito por
Cosson et al (1999) quienes sugieren que al evaluar la movilidad espermatica, el
vigor es mas importante que la duracion de ésta. En muchos teledsteos dulceacuicolas
el ovocito se activa inmediatamente después de tomar contacto con el agua y la
fertilizacién no ocurre, aunque el espermatozoide se mueva mas tiempo, ya que el
micropilo estd cerrado. Ginzburg (1972) reportd que 3 a 6 segundos eran suficientes

para que ocurra la asociacion de los gametos en trucha arco iris.

Aunque en esta investigacion no se evaluo la interaccion entre pH y osmolaridad,
Morisawa (1994) reportd que en especies marinas como el lenguado (Kareius
bicoloratus) y el “puffer fish” (T. niphobles) la movilidad espermatica fue iniciada en
un medio isotonico al aumentar el pH con NH4Cl o (NH4),SO4, por lo que surge la
interrogante de como se veran afectadas la fertilidad y movilidad espermética de puye
(G. maculatus) con esta interaccion. Nuevas investigaciones son necesarias para

determinar los valores reproductivos optimos para esta especie.
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7. CONCLUSIONES.

1. La movilidad y fertilidad del espermatozoide de G. maculatus se ve afectada
con las variaciones de osmolaridad (0; 147,5; 294,0; 456,5 mOsmols Kg™).
Presentando la mayor movilidad y fertilidad en medios hipotdnicos y siendo
muy bajas en medios isotonicos e hipertonicos bajo las tres temperaturas de

activacion (5, 10 y 15°C).

2. La mayor fertilidad promedio para G. maculatus se encontr6 a 0 mOsmols
Kg™ con un 71,00 + 25,35 % a una temperatura de 10°C. En cambio a una
osmolaridad de 456,5 mOsmols Kg™' bajo las tres temperaturas de activacion,

la fertilidad promedio fue 0,00 + 0 %.

3. La mayor duraciéon de la movilidad espermatica en G. maculatus se presento
a una osmolaridad de 147,5 mOsmol kg™! con 110 segundos a 10°C. Mientras
que la mayor intensidad se observd a una osmolaridad de 0 mOsmol Kg™' a
una temperatura de 10°C. Siendo capaz de iniciar la actividad flagelar en agua

des-ionizada.

4. La movilidad espermatica y fertilidad de G. maculatus se ve afectada con las

variaciones de pH (5, 7 y 9), encontrandose las mayores intensidades de la

movilidad espermatica en medios neutros bajo las tres temperaturas (5, 10 y

63



Efecto de la osmolaridad, pH y temperatura, en la movilidad y fertilidad del espermatozoide de puye
(Galaxias maculatus) (Jenyns, 1842) en condiciones de cultivo experimental.

15°C), obteniendo los mayores porcentajes de fertilidad promedio en medios

neutros y acidos.

5. los mayores porcentajes de fertilidad promedio en las experiencias con pH se
observaron con valores de pH a 5 y 7 a una temperatura de 10°C con 78,33 +
15,20 y 80,00 £ 7,45 % respectivamente. Mientras que el porcentaje de
fertilidad promedio mas bajo se encontr6 a a pH 9 a una temperatura de 15°C

con 46,67 27,03 %

6. No se encontraron diferencias en la duracion de la movilidad espermatica de
puye a distintos pH y temperaturas, pero la intensidad fue mayor a pH 7,
bajando a nivel uno después de 20 segundos en las tres temperaturas de

activacion.
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