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Efecto de la yema de huevo sobre la calidad de semen
descongelado de paco (Piaractus brachypomus)

Effect of egg yolk on thawed semen quality of paco (Piaractus brachypomus)

Yan Manrique Quispe!, Jorge Babilonia Medina?, Edwin Orna Rivas®, Uri Perez
Guerra**, Manuel Pérez Durand*, Marcelino Aranibar Aranibar®

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto del tipo de yema de huevo (codorniz-YC
vs gallina-Y Q) sobre la calidad del semen de paco (Piaractus brachypomus) (volumen,
color, concentracion, motilidad, vitalidad y fertilidad) congelado. Se utilizaron 18
reproductores (15 machos y 3 hembras) cuya espermiacion y ovulacion, respectivamen-
te, fue inducida con extracto de hip6fisis de carpa. El semen fue colectado mediante
masaje del abdomen del pez. El semen fresco fue evaluado y luego diluido con una
solucidn crioprotetora que incluyé YC o YG. El semen diluido fue congelado y desconge-
lado a los 30 dias para la evaluacion pos-descongelacion y prueba de fertilidad. Se
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encontré una notoria disminucion de los parametros seminales por efecto de la congela-
cion. La motilidad fue menor para la YC comparado a la YG (14.8 vs. 18.8%; p<0.05),
mientras que la vitalidad (31 vs. 28.8%), tiempo de activacion (1.4 vs. 1.3 min) y la fertili-
dad (18.4 vs. 20.4%) fueron similares entre grupos. En conclusion, la motilidad fue mejorada
con la adicion de yema de huevo de gallina, mientras que la vitalidad, tiempo de activa-
cion y fertilidad no fueron influenciados por el tipo de yema.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the effect of the type of egg yolk (quail-
YC vs hen-YG) on the quality of frozen paco (Piaractus brachypomus) semen (volume,
colour, concentration, motility, vitality and fertility). Eighteen breeders (15 males and 3
females) were used, whose spermiation and ovulation, respectively, were induced with
carp pituitary extract. Semen was collected by massaging the abdomen of the fish. Fresh
semen was evaluated and then diluted with a cryoprotective solution that included YC or
YG. Diluted semen was frozen and thawed at 30 days for post-thaw evaluation and fertility
testing. A notable decrease in seminal parameters was found due to the effect of freezing.
Motility was lower for YC compared to YG (14.8 vs. 18.8%; p<0.05), while vitality (31 vs.
28.8%), activation time (1.4 vs. 1.3 min) and fertility (18.4 vs. 20.4%) were similar between
groups. In conclusion, the motility was improved with the addition of chicken egg yolk,
while the vitality, activation time and fertility were not influenced by the type of yolk.

Key words: cryopreservation, fertility, fish, semen, spermatozoa

INTRODUCCION

El pez «Paco» (Piaractus brachy-
pomus) es una especie rustica de crecimien-
to rapido, buena calidad de carne y aceptada
en el mercado, por lo que es considerada una
especie potencialmente productiva (Mesa-
Grande y Botero-Aguirre, 2007). La diversi-
dad genética en las granjas acuicolas desti-
nadas a la produccion de alevinos ha dismi-
nuido, obligando a establecer protocolos de
criopreservacion de semen para intercambio
y aprovechamiento de material genético en-
tre productores (Fresneda et al., 2004; Suarez
et al., 2019). En este sentido, la caracteriza-
cion de los parametros seminales (Lopez-
Hernandez et al., 2018) permite seleccionar
donadores de gametos para la criopre-
servacion y reproduccion fuera de su estacion
reproductiva (Cruz Casallas ef al., 2006b).

Se tiene el interés de aumentar la pro-
duccion del pez paco; sin embargo, su repro-
duccion estacional impide disponer alevinos
durante todo el afio (Criscuolo-Urbinati et al.,
2012). Su reproduccion en cautiverio es difi-
cil, siendo necesario utilizar hormonas para
el desove de las hembras y la obtencion de
esperma en machos (Chaves-Moreno et al.,
2011) a fin de obtener embriones en incuba-
doras hasta la fase de alevinos.

La criopreservacion de semen en pe-
ces es importante en la acuicultura para la
conservacion genética de especies producti-
vas en vias de extincidn, para la reserva
seminal en épocas no reproductivas y para el
intercambio genético (Carolsfeld et al., 2003;
Nascimento et al., 2010; Ramirez-Merlano
et al., 2010; Pineda-Santis et al., 2015;
Restrepo-Betancur et al., 2017). Por otro
lado, la fertilidad pos-descongelacion es baja
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con respecto al semen fresco, siendo nece-
sario el desarrollo de protocolos de congela-
cion-descongelacion (Navarro er al., 2004;
Cruz-Casallas et al., 2006a) que eviten el dafio
a nivel celular por la formacion de cristales
intra y extracelulares, mediante el uso de adi-
tivos como los antioxidantes (Rodriguez y
Nivia, 2017).

La yema de huevo ha sido utilizada
como diluyente de semen en la criopreser-
vacion de semen (Trimeche et al., 1997;
Bathgate et al., 2006; Kulaksyz et al., 2010;
Belala et al., 2016; Anzar et al., 2019; To-
rres et al., 2022) por su accidn protectora no
permeable, al formar una pelicula protectora
en la superficie de la membrana del esper-
matozoide (Quinn et al., 1980) por las
lipoproteinas de baja densidad (LDL)
(Bergeron y Puttaswamy, 2006; Qiao-Xiang
et al., 2011), asi como por el contenido de
colesterol (Miiller et al., 2008) que estabilizan
o previenen el dafio en la membrana
espermatica (Cabrita ef al., 1998). Es decir,
la yema de huevo es indispensable en la con-
gelacion de semen en peces (Rusco ef al.,
2019), pero con efectos variables en semen
dependiendo de la especie (Babiak et al.,
2001; Chauhan y Anand, 1990; Lahnsteiner
et al.,2000; Maria et al., 2006; Jodun et al.,
2007; Ramirez-Merlano et al., 2011; Yildiz et
al., 2013). Con estos antecedentes, el objeti-
vo del estudio fue determinar el efecto de la
yema de los huevos de gallina y codorniz como
diluyente sobre la calidad de semen de paco
(Piaractus brachypomus) pos-descongela-
cion.

MATERIALES Y METODOS

Animales Experimentales

El estudio se realizo en el Instituto de
Investigacion de la Amazonia Peruana (IIAP),
localizado en el distrito de Tambopata, pro-
vincia de Tambopata, Region de Madre de
Dios, a una altitud de 139 msnm. Se utiliza-
ron 15 pacos (Piaractus brachypomus)
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machos distribuidos en tres grupos (control,
yema de huevo de gallina y yema de huevo
de codorniz, cada grupo con cinco peces).
Los peces tenian un peso de 3.7+ 0.51 kg, se
encontraban sexualmente maduros y con li-
beracion seminal de la papila urogenital al
masaje de la region ventral. Ademas, se tuvo
tres hembras donadoras de ovocitos. El ex-
perimento tuvo una duracion de 30 dias y los
peces fueron mantenidos en piletas de ce-
mento durante 24 horas y en ayunas, antes
de la aplicacion de la hormona. Se hizo re-
cambio de agua diariamente y en ayunas.

Colecta de Gametos

Se administrd 2.5 mg/kg de extracto de
hipéfisis de carpa (EHC) (Chemical Labo-
ratories, USA) diluido con suero fisiologico
divididos en dos fracciones de 50% y aplica-
das anivel de la aleta pectoral de los machos
con un intervalo de 12 horas. Previo a la co-
lecta, se cubrio la cabeza de los peces con
una toalla htimeda y se retir6 el exceso de
agua de la zona ventral alrededor del poro
genital y con un masaje ventro-craneal se
procedio a la colecta de semen en tubos Falcon
de 15 ml.

Las hembras fueron inducidas con EHC
a una dosis de 5 mg/kg peso vivo. En la pri-
mera dosis se aplico el 10% y luego de 12
horas el 90% restante a nivel de la aleta
pectoral. El desove se realizo entre 6 a 8 ho-
ras de la segunda dosis a través de un masa-
je ventro-craneal (Fresneda et al., 2004).

Calidad Seminal

El semen colectado se mantuvo a la tem-
peratura del agua del estanque (28 °C) du-
rante la evaluacion, sin exceder los 30 minu-
tos. Se determind el volumen y color de ma-
nera subjetiva, descartando las muestras con-
taminadas con heces o activadas con orina o
agua del estanque.

Las caracteristicas microscopicas eva-
luadas (Fresneda et al., 2004; Cruz-Casallas
et al., 2006a) fueron:
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— Motilidad masal, estimada subjetivamen-
te con un microscopio a 10X previa ac-
tivaciéon seminal con la soluciéon
activadora (agua destilada con bicarbo-
nato de sodio al 1%) en una proporcion
de 20 pl de semen con 180 ul de solucion
activadora.

— Tiempo de activacion. Fue calculado in-
mediatamente al contacto con la solu-
cion activadora en una proporcion de 20
ul de semen con 180 pl de soluciéon
activadora. Fue expresado en minutos has-
ta el cese del 100% de movimiento.

— Concentracion espermatica. Fue calcula-
da en la camara de Neubauer con una di-
lucion de 1:200 con NaCl 0.9%, expresa-
do en 10%/ml.

— Vitalidad. Fue realizada mediante la tincion
Eosina-Nigrosina, considerandose los
espermatozoides coloreados como muer-
tos y los no coloreados como vivos. Se
expreso en porcentaje.

Crioprotectores y Congelacion

En la solucion crioprotectora con yema
de huevo de gallina se utilizdé 5% de
Dimetilsulfoxido (DMSO), 5.5% de glucosa
y 15% de yema de huevo de gallina llevado a
100 ml de agua destilada (Fresneda et al.,
2004). La yema de huevo de gallina fue re-
emplazada por yema de huevo de codorniz
en la segunda solucion. El semen fue diluido
en 1:4 (semen: dilutor). Para el semen fresco
se uso solamente la solucion activadora en el
momento de la fertilizacion.

La temperatura del semen colectado fue
bajada desde 28 °C hasta 4 °C, momento en
que se mezclé con las soluciones
crioprotectoras con un tiempo de equilibrio
de 30 minutos. El semen diluido fue envasa-
do en pajillas de 0.5 ml y selladas con acido
polivinilico. La congelacién se realizé con
vapores de nitrégeno a 5 cm sobre el nivel
del nitrogeno liquido por 15 minutos e inmer-
sion directa de las pajillas en el nitrogeno li-
quido (Navarro et al., 2004). Se tom6 en con-
sideracion las muestras de semen con
motilidades mayores a 80%.

Fertilidad

Las pajillas fueron descongeladas a
37 °Cpor 30 s. La pajilla de 0.5 ml fue colo-
cado sobre 4 g de ovocitos por repeticion.
Los ovocitos estuvieron secos para evitar la
activacion seminal antes de la aplicacion de
la solucion activadora. Como medio de ferti-
lizacion se uso la solucion activadora (5 ml)
por un periodo de 3 min por cada repeticion.
Las muestras fertilizadas fueron llevadas a
incubadoras con ingreso de agua ascendente
donde se lavo el semen sobrante a una tem-
peratura de 28 °C (Verdi Olivares et al.,2014;
Mesa-Grande y Botero-Aguirre, 2007). Se
realizaron 15 repeticiones de fertilidad por
cada tratamiento (15 repeticiones para yema
de huevo de gallina, 15 para yema de codor-
niz y 15 para el semen fresco [control]). La
fertilidad se evaluo a las 6 h de ser colocadas
en la incubadora con una muestra al azar de
huevos y fue expresada en porcentaje (Na-
varro et al.,2004). Todos los insumos usados
fueron de Sigma Chemical (USA).

Analisis Estadistico

Los datos fueron expresados en prome-
dio + desviacidn estandar. Las caracteristi-
cas microscopicas fueron transformadas a
valores angulares (arcoseno de la raiz de p)
y luego los promedios de las variables fueron
comparados mediante la prueba t Student
(p<0.05) prueba paramétrica pues los datos
transformados cumplieron los supuestos de
normalidad (Shapiro Wilk) y homogeneidad
de varianzas (de Levene). Los datos de fer-
tilidad fueron sometidos a la prueba de Chi
cuadrado. Todos los analisis fueron realiza-
dos con el programa estadistico de R con el
paquete RCmdr (RCore Team, 2020).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los parametros macro y microscopicos
del semen fresco se describen en el Cuadro
1. El volumen vari6 entre 2.5 y 6.0 ml, mien-
tras que la concentracion espermatica vario
entre 28.0x10° y 37.6x10°/ml
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Cuadro 1. Parametros espermaticos macro y
microscopicos de semen fresco de paco
(Piaractus brachypomus) en Tambopata, Madre
de Dios, Pertl

Media + DE

Color Blanco lechoso
Volumen (ml) 41+1.0
Concentracion (10%/ml) 33.2+29
Motilidad (%) 87.5+54
Vitalidad (%) 70.1£22
T1§mp0 de activacion 58408
(min)

El volumen promedio obtenido (4.1 ml)
probablemente haya sido influenciado por el
uso de la EHC (Viveiros et al., 2002; Fres-
neda et al., 2004) y representa un valor in-
termedio a lo reportado por otros investiga-
dores. Navarro et al. (2004) y Suarez et al.
(2019) reportaron volimenes mayores, mien-
tras que Nascimento ef al. (2010) y Fresne-
da et al. (2004) obtuvieron voliimenes de se-
men menores a lo encontrado en el presente
estudio. Asimismo, la concentracidén
espermatica fue menor a lo reportado por
Nascimento et al. (2010) pero similar a lo
mencionado por Fresneda et al. (2004). Otros
factores que podrian causar la variabilidad
entre los resultados del estudio y los reporta-
dos por otros investigadores se encuentran
relacionados a la alimentacion, la edad, tipo y

dosis de hormona, método de coleccidn
seminal y época del afio (Navarro et al., 2004;
Nascimento et al., 2010; Alcantara et al.,
2016).

Los parametros microscopicos pos-des-
congelacion por efecto de la yema de huevo
de codorniz o gallina se muestran en el Cua-
dro 2. Lamotilidad es el inico parametro que
fue afectado por el tipo de yema en el dilutor
(p<0.05). Por otro lado, los parametros
seminales tuvieron mayor variabilidad por
efecto de la yema de huevo de gallina res-
pecto a la yema de huevo de codorniz, pro-
bablemente debido a diferencias en la com-
posicion de ambas yemas, aunque estos re-
sultados son concordantes a los reportados
por Bozkurt et al. (2014) para la carpa.

Los valores pos-descongelacion fueron
menores a lo esperado, posiblemente debido
al empleo de 5% de DMSO, considerando
que Carolsfeld et al. (2003) recomienda 10%,
pudiendo generar una menor proteccion dis-
minuyendo la motilidad, tiempo de activa-
ciony fertilidad (Cruz-Casallas et al., 2006a).
La baja vitalidad en el semen pos-desconge-
lacion fue similar a la reportada por Navarro
et al. (2004), 1a cual se deberia a dafios que
ocurren en la membrana espermatica duran-
te la congelacion (Lahnsteiner ef al., 1996),
alteraciones en la permeabilidad de la mem-
brana mitocondrial (Figueroa et al., 2016) y
dafio del ADN (Ekici ef al., 2022).

Cuadro 2. Parametros espermaticos microscopicos de semen de paco (Piaractus brachypomus) pos-
descongelacion por efecto de la yema de huevo en el diluyente (Tambopata, Madre de Dios,

Pert)
Dilutor con yemade  Dilutor con yema de
huevo de codorniz huevo de gallina Valor p
(Media + DE) (Media + DE)
Motilidad (%) 14.8"+0.66 18.8*+ 1.11 0.015
Vitalidad (%) 31.0+2.07 28.8+4.13 0.647
Tiempo de activacion (min) 1.4+ 0.06 1.3+0.10 0.570

ab Medias con letras diferentes en la misma fila son estadisticamente diferentes a la prueba t (p <0.05)
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Figura 1. Porcentaje de fertilidad en semen fresco (control) y congelado de semen de Paco
(Piaractus brachypomus) con yema de huevo de codorniz y gallina.

El tiempo de activacion en semen fres-
co fue superior a lo reportado por Fresneda
et al. (2004) y Suarez et al. (2019) disminu-
yendo de 5.8 minutos en semen fresco a 1.4-
1.3 minutos por efecto de yema de huevo de
codorniz y gallina, respectivamente. En ge-
neral, los resultados pos-descongelacion tu-
vieron cierta variacion con otros reportados
en la literatura (Fresneda et al., 2004; Nava-
rro et al., 2004; Ramirez-Merlano et al.,
2011), pero sin que hayan influenciado los
resultados de fertilidad.

La motilidad en semen fresco fue simi-
lar a otros reportes (Fresneda et al., 2004;
Navarro et al., 2004; Suarez et al., 2019),
pero la motilidad pos-descongelacion fue
menor a lo reportado por Fresneda er al.
(2004), Nascimento et al. (2010) y Ramirez-
Merlano et al. (2011), aunque similar al valor
obtenido por Galo et al. (2019) en Piaractus
mesopotamicus. La motilidad pos-desconge-
lacion fue mejor con el dilutor con yema de
huevo de gallina (18.8%) que con el de yema
de codorniz (14.8%) (p<0.05), aunque la di-

ferencia con el semen fresco fue notoria. La
yema de huevo puede haber afectado los ni-
veles de glucosa (Babiak et al., 2001), asi
como por su contenido de lipoproteinas de
alta densidad y minerales que reducen la
motilidad (Moussa et al., 2002). No obstan-
te, se observan reportes donde la yema de
huevo afecta significativamente y otros don-
de no la afecta, dependiendo en ciertos ca-
sos de la especie animal (Maria et al., 2006;
Jodun et al., 2007; Yildiz et al., 2013; Anzar
etal., 2019).

De hecho, Lahnsteiner et al. (1996)
demostraron que la adicion de yema de hue-
vo (0 vs. 7%) y sacarosa al diluyente junto
con agentes crioprotectores con propiedades
penetrantes en la célula mejoraban significa-
tivamente la calidad del esperma, incremen-
tando la motilidad. Mas recientemente, To-
rres et al. (2022) adicionando 5, 10y 12% de
yema de huevo, demostraron que era sufi-
ciente un 5% para proteger la membrana
plasmatica de los espermatozoides criopreser-
vados de semen del pez Prochilodus brevis.
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La mejor motilidad obtenida con el uso
de yema de huevo de gallina en comparacion
con la yema de huevo de codorniz (Cuadro
2) fue semejante al estudio de Kulaksyz et
al. (2010) en semen de ovinos. Las diferen-
cias en motilidad obtenidas con la yema de
huevo pueden estar relacionadas a las dife-
rencias en la membrana plasmatica de los
espermatozoides y a la composicion del plas-
ma seminal de cada especie (Sun et al.,
2019). Por otro lado, también podria deberse
a que la yema de gallina tiene mayor porcen-
taje de colesterol (Bathgate ef al., 2006) y
sus LDL (lipoproteinas de baja densidad) po-
drian mejorar las tasas de motilidad (Bergeron
y Puttaswamy, 2006).

No se encontraron diferencias signifi-
cativas en la prueba de fertilidad (Figura 1)
de semen descongelado de paco al emplear
la yema de huevo de codorniz o de gallina;
sin embargo, las fertilidades fueron
significativamente menores que la fertilidad
obtenida con el grupo control (p<0.05). La
fertilidad pos-descongelacion fue inferior a
lo mencionado por otros autores (Fresneda
et al., 2004; Navarro et al., 2004; Ramirez-
Merlano et al., 2011). Segiin Babiak et al.
(2001) el uso de yema de huevo no necesa-
riamente tiene una influencia significativa en
la fecundacion, aunque se menciona la posi-
bilidad de que la yema de huevo podria dis-
minuir la fertilidad en algunas especies por la
interaccion de sus componentes con el plas-
ma seminal (Chauhan y Anand, 1990), y esto
podria haber ocurrido en el presente estudio.

El movimiento de los espermatozoides
depende de la energia liberada por el ATP
proporcionado por las mitocondrias (Cosson
et al., 1995). Cualquier dafio a las mitocon-
drias, como sucede en la criopreservacion,
tiene un efecto negativo sobre la motilidad
(Figueroa et al.,2016) y como consecuencia
sobre el potencial de fertilizacion de los
espermatozoides (Gallego et al., 2013).
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CONCLUSIONES

e Lamotilidad fue el Ginico parametro del
semen crioconservado de paco
(Piaractus brachypomus) que mejoro
con la adicion de yema de huevo de ga-
llina, mientras que la vitalidad y el tiem-
po de activacion no fueron afectados por
el tipo de yema.

e La crioconservacion redujo drastica-
mente los parametros seminales respecto
al semen fresco.

e Se requieren mas estudios para demos-
trar las bondades de la yema de huevo
frente a otros dilutores sobre la motilidad
y fertilidad de los espermatozoides
crioconservados de paco.
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