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4. RESUMEN

El incremento de la produccién mundial de tilapia a partir de la década de los
80"s ha evidenciado notablemente la importancia que han tomado estas especies a
nivel mundial. Este incremento se debe a la percepcion que se tiene actualmente de
aprovechar los cuerpos de agua para la produccion intensiva de tilapia, esto debido
al aumento de la poblacion y el aumento de la demanda por los consumidores de
alimentos de alto valor nutrimental. La nutricion tiene un papel relevante en la
acuicultura, ya que la mayor parte de los costos de produccion es el alimento, por
esta razon es importante tener el conocimiento de las necesidades nutricionales de
los peces de acuerdo a su estado de madurez o estado reproductivo. El estado
nutricional de los reproductores influye en el desarrollo de las génadas y limita la
cantidad y calidad de los gametos. Las proteinas y los lipidos son los principales
componentes de la dieta, y son componentes fundamentales en el proceso de
desarrollo de las génadas y la calidad gametica. El objetivo del presente estudio fue
determinar si existe una influencia del suministro de diferentes dietas comerciales,
una formulada para la etapa de finalizacibn de la engorda, y dos formuladas
especialmente para animales en fase de reproduccion, en la calidad espermatica de
dos lineas de tilapia (Oreochromis niloticus) Supermacho y Stirling, y en la calidad
del huevo de hembras le la linea Stirling. El disefio experimental consistié en un
sistema de recirculacion de agua con temperatura constante de 28°C, se instalaron
nueve jaulas de las cuales tres fueron para las hembras y se colocaron diez
organismos en cada jaula; cada jaula en un estanque individual, y las otras seis
jaulas se instalaron de a dos en cada estanque para que quedaran diez
Supermachos en una jaula y diez machos Stirling en otra pero en el mismo estanque,
esto para cada tratamiento, en total fueron tres tratamientos basados en la dieta A la
cual es dieta formulada para engorda, dieta B formulada para reproductores, y dieta
C de igual manera dieta formulada para reproductores pero de la misma casa
magquiladora que la dieta A. La alimentacion se baso6 en el 1.5% de la biomasa de

cada jaula por dia, durante 40 dias, ofrecida en dos raciones diarias y se realizé la
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toma de muestra de semen y huevo al inicio y al final del experimento, para ambos
sexos se tomaron medidas morfométricas peso, longitud estandar, longitud total, y en
el caso de los machos para la evaluacion de la calidad espermatica se realizaron
pruebas de viabilidad, concentracién, motilidad espermética y espermatocrito; en el
caso de las hembras se tomaron datos referentes a cantidad de huevo, peso del
huevo, longitud del eje mayor del huevo, longitud del eje menor del huevo, ademés
se realizo el analisis proximal de los huevos obtenidos en cada tratamiento. Con
respecto a los machos, el alimento que influyd consideramblemente en la calidad
espermética fue el alimento C, siendo los Supermachos los que evidenciaron
notoriamente estos cambios, y en las hembras los alimentos B y C sélo causaron un
incremento en el porcentaje de proteina de los huevos. En conclusidon este estudio
indica que la alimentacion y la composicion nutrimental de los alimentos es
fundamental para que los animales tengan una eficiente produccion de gametos de
buena calidad, el tiempo de alimentacion es importante ya que con una alimentacion
basada en dietas con contenido de proteina mayor a 35% se mejora

considerablemente la calidad espermética y la composicion proximal de los huevos.

Palabras clave: Calidad espermatica, calidad de huevo, Supermachos,

Stirling, Oreochromis niloticus.
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5. ABSTRACT

The increase in world production of tilapia from the early 80's has greatly
evidenced the importance that these species have taken worldwide. This increase is
due to the perception we have now to take advantage of the water bodies for
industrial production of tilapia, this due to increasing population and the increasing of
consumer demand for food with high nutritional value. Nutrition plays an important
role in aquaculture, as most of the production costs is the food, which is why it is
important to have knowledge of the nutritional requirements of the fish according to its
maturity or reproductive status. The nutritional status of a male and a female can
influence the development of the gonads and limit the amount and quality of gametes.
Proteins and lipids are major components of the diet, and are essential components
in the process of development of the gonads and the quality of sperm and egg. The
purpose of this study was to determine whether there is an influence of the supply of
different commercial diets, one made at the end of the fattening stage, and two
specially formulated for animals in reproductive stage, in sperm quality of two lines of
tilapia (Oreochromis niloticus) Supermale line and Stirling, and egg quality of Stirling
females. The experimental design consisted of a recirculating of 28 ° C water, where
nine cages were installed, three were for females where ten animals were placed in
each cage; each cage in a single pond, and six cages were installed in pairs in each
pool to have ten Supermales in one cage and ten Stirling males in the other one but
in the same pond, this for each treatment, in total there were three treatments based
on the A diet, formulated for fattening diet, diet B formulated for producers and C
likewise diet formulated for producers but the same producer of diet A. The food was
based on 1.5% of the biomass of the each cage during 40 days, taking twice daily the
sampling of semen and egg at the beginning and at the end of the experiment, for
both genders morphometric measurements weight, standard length, overall length
were registered, and in the case of males, to evaluate sperm quality viability, sperm
concentration, motility, and spermatocrit testing was done; in the case of females data

relating to the amount of eggs, egg weight, egg major axis, length of the major axis of
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the egg, length of the minor axis of the egg were collected, furthermore the proximal
analysis of the obtained eggs was done on each treatment. Regarding males the
greatly influenced food in sperm quality was the line C where food were largely
influenced Supermachos, and regarding females food B and C caused only increased
the percentage of egg protein. In conclusion, this research indicates that food and
nutritional composition of food is essential for animals to have an efficient production
of high quality gametes, feeding time is important due to a diet based on 35% higher

protein content considerably improves sperm quality and proximal composition of

eggs.

Keywords: Sperm quality, egg quality, Supermachos, Stirling, Oreochromis

niloticus.
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6. INTRODUCCION

El incremento de la produccién mundial de tilapia a partir de la década de los
80’s es evidencia de la importancia que han tomado estas especies a nivel mundial.
En la actualidad se conocen por lo menos 60 especies diferentes de tilapia, 10 de las

cuales son utilizadas para el consumo humano (Mojica et al. 2010).

El grupo de las tilapias ocupa el segundo lugar mundial de produccion por
acuicultura (FAO 2008, 2010, 2012). En la década de los 90°s su produccién alcanz6

830,000 toneladas (t) (FAO 1999); en 2002 se incrementé a 1,500,000 t (FAO
2002), en 2003 y 2004 incrementé a 2,000,000 y 2,500,000 t respectivamente. Al
momento, esta tendencia de expansion continua (Fitzsimmons 2003; Fitzsimmons y
Gonzalez 2005, FAO 2012).

El decline en la produccion por pesquerias y la implementacion de
biotecnologia para la produccion (FAO 2004; 2008), asi como la generacion de
politicas de impulso a la acuicultura (SAGARPA 2008) han beneficiado la produccion
de la tilapia. Otros factores importantes son la buena rentabilidad del cultivo de estas
especies, la cual es el resultado de su alta tasa de crecimiento, tolerancia fisiol6gica,
su adaptabilidad a variables ambientales y resistencia al manejo (Morales 1991,
Gardufio y Mufioz 1994, DeWandel 1995, Macintosh y Little 1995, Pompa y Masser
1999, Ross 2000, Alceste et al. 2001, Watanabe et al. 2002, Arredondo-Figueroa y
Lozano 2003, Castro-Rivera et al. 2004). Adicionalmente la tilapia presenta una gran
aceptacion en el mercado debido su buena talla y sabor. Por ello, el consumo, precio
y perspectivas futuras han incrementado significativamente (DeWandel 1995,
Josupeit 2007).

Las tilapias fueron introducidas a México en 1964 (Arredondo-Figueroa y
Lozano 2003). Ejemplares de las especies Tilapia rendalli, Oreochromis mossambicus

y O. aureus fueron depositados en la estacion piscicola de Temazcal, Oaxaca.
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Posteriormente, los organismos se distribuyeron ampliamente en gran cantidad de
embalses naturales y artificiales (Mojica et al. 2010). A partir de ese momento, la
produccion de esta especie ha sido de interés zootécnico en muchas regiones del
pais. En 1966, México logré ser el primer productor de tilapia en América, con una
produccion de 94,279 t (Fitzsimmons 2000).

En tanto que para el afilo 2006, México contribuy6 con 2,5% de la produccion
mundial de tilapia (FIGIS 2006), No obstante, en 1990 y 2003 se observé una
disminucion considerable en la produccion de tilapia en México. En la actualidad el
pais no puede satisfacer la demanda interna de tilapia por lo que ha recurrido a la

importacion del producto (Hartley-Alcocer 2007).

México fue el segundo importador mundial de tilapia de China en 2006, con
33,000 t (Josupeit 2007). A pesar del importante volumen de importacion de tilapia,
en 2003 la produccidn nacional por acuicultura para esta especie logro ubicarse entre
los primeros lugares de produccion (SAGARPA 2003), con 58,660 t con un valor de
57.6 millones de dolares americanos. Mientras que en la produccion de las
pesquerias la tilapia estuvo dentro de las especies que presentaron mayor aportacion
productiva al registrar 60,551 t (peso vivo) (SAGARPA 2003).

Entre los aspectos esénciales para el adecuado cultivo de tilapia estan: la
produccién de gametos de buena calidad. La viabilidad del esperma y del huevo
depende de factores ambientales, nutricionales, fisiologicos y del manejo de los

organismos. (De Oliveira 2012)

Dentro de los grupos de peces, las tilapias (Oreochromis spp.) en general
evidencian rapido crecimiento y amplia plasticidad de respuesta que se refleja en los
pardmetros de desempefio productivo. Por estas razones, la demanda de alevines ha
crecido en forma significativa, a tal grado que actualmente, la tilapia es una especie

de alto consumo mundial. Uno de los desafios para la produccion acuicola consiste

7
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en sostener una oferta suficiente, en términos de calidad y cantidad de alevines (El-
Sayed y Kawanna 2008). Esto se refleja en la importancia en el desarrollo adecuado
de los gametos para hacer mas eficiente el proceso reproductivo. Por lo anterior, el
presente estudio se enfocd a conocer la relacion entre la calidad de los gametos y

su relacién con la calidad del alimento.

6.1.Efecto de componentes de la dieta sobre la calidad del semen y huevo.

6.1.1. Proteina

Los peces tienen una capacidad limitada para ingerir y metabolizar hidratos de
carbono, su mayor fuente de obtencion de energia ocurre a través de la proteina y
por ello presentan altos requerimientos de estos nutrientes. En experimentos con
reproductores de trucha alimentados con 28% de proteina y 21% de lipidos
produjeron mayor cantidad de huevo y alta tasa de eclosion. Esto sugiere la
importancia de la relacidon proteina/energia en la dieta de reproductores (Watanabe
et al. 1984).

La investigacion y la experiencia practica indican que los alimentos de engorda
que contienen 28 - 32% de proteina bruta pueden ser apropiados para las
necesidades nutricionales de los reproductores. Asimismo se ha determinado que
niveles de proteina elevados (> 40%) no otorgan ninguna ventaja especifica en
términos de crecimiento de los reproductores e incluso disminuyen la frecuencia de la
puesta (Wee y Tuan 1988). No obstante, se ha determinado que alimentar las tilapias
con niveles de proteina de 32 y 40% permite que crezcan y maduren mas
rapidamente comparado con las tilapias alimentadas con niveles de proteina bruta de
10, 17 y 25%, ademas se ha establecido que la alimentacién de reproductores de
tilapia con niveles de 10% de proteina bruta, prolonga el intervalo entre puestas de

huevo, aunque reduce el numero de huevos por postura (Gunasekara et al. 1996).
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Los reproductores alimentados con 35% de proteina reacondicionan sus
ovarios mas rapidamente que aquellos que han sido alimentados con niveles del 10 y
20% de proteina (Gunasekara y Lam 1997). Salama (1996) observé que un alimento
balanceado con 28% de proteina (usando harina de pescado y de soya) fue mas

efectivo que los que contenian harina de pescado o harina de soja exclusivamente.

De lo anterior se deduce que el contenido de proteina bruta influye en el
crecimiento, fecundidad, viabilidad y calidad de los huevos y puede estar
influenciando la presencia de malformaciones de las larvas. El porcentaje de huevos
flotantes cuando se realiza la incubacion artificial y las tasas de eclosién en varias
especies estudiadas pueden considerarse una evidencia de la calidad de los

gametos (Watanabe et al. 1998).

6.1.2. Lipidos.

Los requerimientos de acidos grasos esenciales, varian entre las especies y
entre las diferentes etapas de desarrollo (Gatesoupe y Le Milinaire 1985). Las
especies de aguas calidas presentan requerimientos menores en acidos grasos
esenciales que aquellas de aguas frias. Los factores ambientales (salinidad,
temperatura, fotoperiodo, etc.) también influyen en los requerimientos de &cidos
grasos (Henderson et al. 1987, Booth et al. 1999).

Los requerimientos de &cidos grasos altamente insaturados (HUFA) n-3 y n-6
en la dieta de los organismos aumentan durante la maduracion de las gonadas y la
gametogénesis y afectan la fecundidad, la calidad del desove, la supervivencia y el
crecimiento de las larvas (Abi-ayad et al. 1997, Asturiano et al. 2001, Izquierdo et al.
2001). Cuando hay déficit de HUFA n-3 y n-6 se inhibe la sintesis y/o secrecion de

gonadotropinas y esteroides, lo que desencadena en mayor nimero de atresias, baja
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fecundidad y/o volumen de esperma, bajas tasas de fertilizacion y eclosién, asi como

elevadas tasas de mortalidad larvaria (Navas et al. 1997).

En los machos de peces teledsteos se ha observado que el contenido de
HUFA en la dieta, influye sobre la duracion del periodo de espermiacion, la
concentracion y el volumen del esperma, entre otros (Ciereszko 2008).

Las hembras, generalmente presentan requerimientos mayores de &acidos
grasos altamente poliinsaturados HUFA para la maduracion de las gonadas y la
vitelogénesis que los machos. Esto involucra la formacién de vitelogeninas, las
cuales se forman a través de un proceso mediado por el nivel de esteroides en el
plasma en el que lipidos, vitaminas, hormonas, ARN y proteinas son transportados a
través del plasma para su incorporacién a las génadas y finalmente a los oocitos
(Arukwe y Goksoyr 2003). Durante este proceso, los HUFA son incorporados en los
fosfolipidos del vitelo, mientras que acidos grasos saturados y monoinsaturados son
almacenados como triglicéridos y esteroles esterificados de las gotas lipidicas de los

oocitos (Coutteau y Sorgeloos 1997).

6.1.3. Vitaminas.

Las vitaminas son uno de los componentes importantes en las formulaciones
de alimentos balanceados. Los peces no son capaces de sintetizar la vitamina C, la
cual es importante en diversos procesos metabdlicos y es considerada esencial para
la mayoria de las especies hasta ahora estudiadas. La incapacidad de sintetizar esta
vitamina se debe a la ausencia de la enzima L-gulonolactona oxidasa, la cual es
formada a partir de glucosa (Lovell 1973), por esta razén debe ser adicionada en la
dieta (Lim 1997).
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La vitamina C es esencial para la produccion y mantenimiento de la calidad del
semen, ademas reduce la aglutinacion de los espermatozoides (Lerner 1998),
también se ha mencionado que protege de los dafios genéticos y tiende a evitar los

defectos congénitos (Sitios 2001).

En ambientes naturales o artificiales, cuando los animales son sometidos a
estrés, los requerimientos de vitamina C pueden llegar a triplicarse (Halver 1972). El
estrés causa una predisposicion para la presentacién de diversas enfermedades, las
cuales afectan también la calidad de los gametos. La vitamina C es necesaria para el
desarrollo de gametos de alta calidad y para darles resistencia al estrés (Dabrowski y
Moreau 1996). Los efectos de la utilizacién de esta vitamina no solo estan atribuidos
a ella sino también a los cationes encontrados en el semen, que son con los que

interactda (Harris et al. 1979).

Una evaluacién comparativa sobre la influencia de diferentes concentraciones
de vitamina C adicionadas en la dieta y su efecto sobre las caracteristicas del semen
de la tilapia nil6tica (O. niloticus) mostré cambios significativos relacionados con las
concentraciones de vitamina C adicionadas en la dieta; no obstante la presencia de
patologias espermaticas, cuyo valor fue menor en presencia de 300 mg de vitamina
C/Kg de alimento. Aunque en otro estudio se determind que 225 mg de vitamina
C/Kg de alimento incrementd la motilidad progresiva en reproductores de tilapia
nilética (Mataveli et al. 2010).

Las vitaminas C y E actdan en el tejido animal como antioxidantes en la fase
acuosa Yy lipidica, respectivamente. La vitamina E tiene la capacidad de impedir la
propagacion de reacciones en cadena inducidas por los radicales libres en las
membranas biolégicas (Traber y Packer 1995). En peces la vitamina E es utilizada
en la suplementacién de dietas con el fin de mejorar el crecimiento, la resistencia del
sistema inmunologico y al estrés. El a-tocoferol es una sustancia esencial para la

reproduccion de los peces ya que esta involucrada en la permeabilidad de la
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membrana embrionaria y la eclosion de los huevos. Para el ayu (Plecoglossus
altivelis) se ha comprobado que el nimero de huevos, las tasas de fertilizacion y

eclosion se reducen por un déficit de a-tocoferol en la dieta (Takeuchi et al. 1981).

La vitelogenina conocida como fosfoglicoproteina especifica, es secretada por
la hembra durante la reproduccién y se detecta en muchas especies de peces. La
vitelogenina es producida en la hemolinfa y es captada por los oocitos por medio de
endocitosis mediada por receptores. Esta se usa para formar la principal proteina del
vitelo, que son las vitelinas (lipoglicoproteinas de alta densidad). Estas dos proteinas,
vitelogenina y vitelina, son responsables del transporte de sustancias como el
tocoferol del ovario para los oocitos durante la maduracién sexual (Ando y Hatano
1986, Tokuda et al. 2000). Se ha demostrado que la suplementacién de vitamina E
en la dieta de los reproductores, contribuye para los procesos de reproduccion y

garantizar un mayor niumero de larvas.
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7. HIPOTESIS.

Existen diferencias significativas en la calidad espermética y de huevo en los
reproductores de tilapia (hembras y machos) alimentados con tres tipos de alimento

balanceado.
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8. OBJETIVOS.

8.1.0Objetivo general.

Evaluar la influencia de tres tipos de alimento balanceado en la calidad

gamética en reproductores de tilapia (Oreochromis niloticus) linea Supermacho y

Stirling.

8.2.0bjetivos particulares.

v

Caracterizar el esperma de la tipia (O. niloticus) de lineas Supermacho
y Stirling y el huevo de la linea Stirling.

Evaluar el indice de motilidad espermética.y la supervivencia de
espermatozoides de los peces sometidos a diferentes dietas.

Observar la morfologia de los gametos en cada muestra.

Realizar andlisis bromatolégicos de los alimentos probados vy
determinar su composicion.

Establecer la relacién existente entre la calidad de los gametos y el
nivel de proteinas del alimento usado en la manutencion de los

reproductores.
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9. RESULTADOS.

9.1.CAPITULO 1. INFLUENCIA DE TRES TIPOS DE ALIMENTO
BALANCEADO EN LA CALIDAD ESPERMATICA, EN TILAPIA
(Oreochromis niloticus) LINEAS SUPERMACHO Y STIRLING.

9.1.1. RESUMEN.

El éxito de la piscicultura depende, entre otros factores, de tecnologias
confiables de produccion de alevinos con calidad y en cantidad suficiente para
garantizar la viabilidad del cultivo, dicha viabilidad ha sido focalizada por la industria
piscicola en la calidad de los ovocitos mas que en las células espermaticas, cuando
realmente es la calidad de ambos gametos lo que determina el éxito o fracaso de la
fertilizacion y la sobrevivencia larva. La produccion espermatica es un factor
determinante para el potencial reproductivo de los machos, y la alimentacién de los
animales en la etapa reproductiva influye directamente sobre la calidad de los
gametos, por esta razon el objetivo del presente estudié fue determinar si existe
influencia de la dieta sobre la calidad espermética de los machos Stirling y
Supermachos. El disefio experimental consistio en alimentar durante 40 dias
reproductores machos de tilapia nilotica (O. nil6ticus), con tres tipos de alimento
balanceado comercial, el alimento A fue alimento formulado comercialmente para la
etapa de finalizacidén de la engorda y el alimento B y C son formulaciones especificas
para animales en proceso reproductivo, estas dos, de casas comerciales diferentes.
Se tomaron medidas morfométricas de longitud total, estandar y peso al inicial y
finalizar el tratamiento, de igual manera para evaluar la calidad espermatica se
realizé la extraccion de semen a cada macho y se realizaron pruebas de viabilidad,
motilidad, concentracion espermatica, y espermatocrito al inicio y al final de los
tratamientos. Se presenté una diferenciacion notoria al comparar los resultados de
cada evaluacion en conjunto para todos los tratamientos, la linea que presento
mayores diferencias entre las pruebas de calidad espermatica realizadas fueron los
supermachos, y el alimento que influenci6 méas a esta linea fue el alimento C. En

conclusion este estudio indica que la alimentacion y la composicion nutrimental de
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los alimentos es fundamental para que los animales tengan una eficiente produccién
de gametos de buena calidad, pero para determinar si existen cambios mayormente
tangibles en la calidad espermatica de los machos es necesario extender el estudio
por un tiempo mas prolongado para lograr diferenciar cual de los tratamientos es el

mas indicado para los reproductores de tilapia.

Palabras clave: Supermacho, Stirling, Oreochromis niloticus, calidad

espermatica.
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9.1.2. ABSTRACT.

The success of aquaculture depends, among other factors, on reliable
production technologies of alevinos with quality and enough quantity to ensure the
viability of the crop, this viability has been targeted by the fishing industry on oocyte
more than sperm cells, when clearly is the quality of both gametes which determines
the success or failure of fertilization and larval survival. Sperm production is a
determinant factor for the reproductive potential of male, and feeding the animals in
the reproductive stage directly influences the quality of gametes, therefore the
objective of this study was to determine whether there is an influence of the diet on
sperm quality in Supermachos and Stirling males. The experimental design consisted
of feed for 40 days male tilapia nilotica producers (Oreochromis niloticus), with three
types of balanced commercial food, A food was commercially formuled for the end of
fattening stage foods B and C are Specific formulations for animal reproductive
process, these two from different companies. Morphometric measurements of total
length, standard and initial weight were taken and the end of the treatment, in the
same way to assess sperm quality, an extraction of semen was performed on each
male and tests of viability, motility, sperm concentration were performed, and
spermatocrit at the beginning and at the end of treatment. A remarkable difference
was presented when comparing the results of each evaluation together for all
treatments, the line that showed higher differences between sperm quality tests were
supermachos, and the food that most influenced this line was the food C. In
conclusion, this research indicates that food and nutritional composition of foods is
essential for animals to have an efficient production of gametes of high quality, but to
determine whether most tangible changes in sperm quality of males it is necessary to
extend the research to differentiate which treatment is most suitable for tilapia
reproductive.

Keywords: Supermacho, Strirling, Oreochromis niloticus, Sperm quality.
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9.1.3. INTRODUCCION.

9.1.3.1. Caracteristicas del esperma de los peces.

La produccion espermatica es un factor determinante para el potencial
reproductivo de los machos en los vertebrados (Nakatsuru y Kramer 1982),
especialmente cuando estan sometidos a una fuerte competencia espermatica, es
decir cuando espermatozoides de distintos machos compiten por fertilizar los oocitos.
Un mayor numero de espermatozoides en el eyaculado puede asegurar al macho el

éxito en la fertilizacion (Parker et al. 1996).

Los peces producen un considerable numero de gametos. El macho produce
varios cientos de millones de espermatozoides por kilogramo de peso corporal 0 mas
de 100 x 106/g de testiculo por dia. Esto es diez veces superior a la produccion

registrada en los mamiferos (Guerrero-Quiroz et al. 2008).

En el Cuadro 1 se muestran ejemplos de concentracion espermatica en

algunas especies.

Cuadro 1.- Concentracion espermatica de algunas especies de peces

Especie Conc. espermatica cel/mL. Referencia
Salmo salar 9.54 x 10° Aas et al. 1991
Scophthalmus maximus 38.3 x 10° Sunquet et al. 1992
0. mossambicus (agua dulce) 9.9 x 10° Linhart et al. 1999
O. mossambicus (agua salada) 4.9x10° Linhart et al. 1999
Gadus morhua 3.92 — 29.07 x 10° Rakitin et al. 1999
Hippoglossus hippoglossus. 2 x 10" -6 x 10 Tvedt et al. 2001
Melanogrammus aeglefinus 1.84 — 13.15 x 10° Rideout et al. 2004
Brycon amazonicus 4.8-14.2x10° Cruz-Casallas et al. 2006
Perca fluviatilis 18.8 —127.5x 10° Wirtz y Steinmann 2006.
Menidia estor 2.21-2.55x10° Pefialosa 2009
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La estructura de los espermatozoides en los peces es simple, de tipo primitivo
(Andrade et al. 2001). Los diferentes tipos de espermatozoides se clasifican segun
las caracteristicas morfolégicas y de fecundacion que posean, los cuales pueden ser:
a) espermatozoides de fertilizacion externa, con o sin acrosoma, b) uniflagelados o
biflagelados (aqua-espermatozoides), c) espermatozoides de fertilizacion interna con
o sin acrosoma Yy d) uniflagelados o biflagelados (intro-espermatozoides) (Jaimeson y
Leung 1991).

En peces teledsteos, la morfologia del espermatozoide es muy variada. En el
caso de las tilapias, la cabeza del espermatozoide es generalmente esférica. Esta es
la caracteristica principal debida a la ausencia de acrosoma (Billard 1988, Mattei
1993). Para compensar esa ausencia, la cabeza contiene un depdésito de enzimas
hidroliticas. La mayoria de los peces teledsteos en sus oocitos poseen un micropilo
ubicado en el cdrion, este orificio permite la entrada del espermatozoide (Cosson et
al. 1999).

La cabeza del espermatozoide con fertilizacion externa mide entre 2-4 micras
y es casi esférica, con un collar que forma la pieza media donde se encuentran los
centriolos con 2 a 9 mitocondrias. El flagelo por lo general esta constituido por el
axonema, en un arreglo de nueve pares de microtlbulos periféricos y un par central,
en tanto que el flagelo mide entre 20 y 100 micras (Cosson et al. 1999; Andrade et al.
2001).

9.1.3.2. Motilidad del espermatozoide.

En el caso de los espermatozoides, las dos caracteristicas mas estudiadas
entre las especies son: a) la movilidad de los espermatozoides en el tracto genital y
b) el tiempo extremadamente corto de nado con el que cuentan, una vez que la

motilidad ocurre (Guerrero-Quiroz et al. 2008).
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Dentro de las estructuras que posee el espermatozoide, la responsable de la
motilidad es el flagelo, el cual contiene mitocondrias que son las encargadas de
proveer energia suficiente para la motilidad. La imposibilidad de cubrir este
requerimiento energético a través de la adenosina trifosfato (ATP) podria ser la
responsable de la disminucion en el porcentaje de espermatozoides métiles (Jenkis
2000). Sin embargo, se ha reportado que la motilidad se puede incrementar con el
uso de la solucién fertilizante de Woynarovich y Horvarth, debido a que sus
componentes activan a las mitocondrias del espermatozoide por el aumento del

AMPc y por el decremento de K+ (Rodriguez 1992).

Cuando el esperma de los peces se encuentra en la génada, esta contenido
en una secrecion espermatica que los mantienen inmdoviles y su motilidad inicia al ser
expulsados y entrar en contacto con el agua (Billard 1988). Esto ocurre debido a la
disminucién de la presidon osmotica y al descenso de las altas concentraciones de
potasio existentes en la secrecion testicular. A este proceso se le conoce como
activacion (Billard 1988).

Cuando los espermatozoides de los peces son liberados al agua cuentan con
un breve periodo de activacion (limitado a pocos segundos en varias especies). La
activacion se expresa en motilidad y velocidad de desplazamiento progresivo para
lograr la fertilizacion. Esto se relaciona con que al ser liberados los ovocitos en el
agua se hidratan y cierran su microépilo, por lo cual los espermatozoides liberados
deben activarse, desplazarse encontrar el micropilo e introducirse para lograr la

fertilizacion (Tabares et al. 2005).

Por otra parte existen estudios relacionados con la posible relacion del
genotipo en la calidad del semen, donde se han evaluado la influencia del genotipo
sexual en la calidad del esperma en la tilapia nilética (Oreochromis niloticus), para

ello utilizaron machos XX, XY y YY y evaluaron el indice gonadosomatico, conteo de
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espermatozoides, motilidad espermatica y la duracion de la motilidad del esperma.
En sus resultados encontraron que estos parametros no mostraron diferencia
significativa, por lo que concluyeron que ni el genotipo sexual ni los tratamientos de
reversion sexual por medio de hormona afectan la calidad del esperma en la tilapia

nilética (O. niloticus). (Gennote et al. 2012)

9.1.3.3. Mecanismos de capacitacion, inhibicidén y activaciéon de la
motilidad.

9.1.3.3.1. Capacitacion.

Las investigaciones realizadas en torno a los mecanismos de capacitacion
muestran que los espermatozoides maduran y adquieren capacidad de activacion
durante su paso a través del conducto espermético. En esta etapa se mezclan con el
plasma seminal, que tiene pH basico y es rico en bicarbonato (HCO3s) (Mochida et al.
1999). Los requerimientos de condiciones alcalinas se confirmaron cuando se trato,
de inducir la activacion de los espermatozoides de ayu (Plecoglossus altivelis)
provenientes directamente del tejido testicular, ya que al presentar valores de pH y
HCOs mas bajos que en el conducto esperméatico no lograron activarse (Ohta et al.
2001). Esto indica que las células epiteliales del conducto espermatico ejercen
control sobre la capacidad de adquirir motilidad de los espermatozoides, lo que
posiblemente ocurre a través de la regulacion del pH del semen por secreciones
acido/base (Ingerman et al. 2002).

El balance i6nico es importante en la adquisicion de la capacidad para la

activacion de la motilidad y esta relacionado con los cambios en las concentraciones

extracelulares de K*, Na*, HCO3, y/o iones de hidrégeno (Ohta y Shinriki 1998).
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9.1.3.3.2. Inhibiciéon de la activacion a nivel testicular.

Al terminar la espermatogénesis, los espermatozoides son liberados al
conducto espermatico y son bafiados por un fluido testicular donde permanecen
inmoviles y con un metabolismo bajo. Las mitocondrias se encuentran con bajo
potencial de membrana con el fin de preservar las pocas reservas energéticas y
disminuir la formacién de compuestos de oxidaciéon enddégenos que pondrian en
riesgo la integridad de membranas o compuestos citoplasmicos. Esta fase
quiescente puede tener diferente duracion debido a que la actividad sexual
estacionaria de los peces y termina cuando el semen es liberado en un medio
externo donde el espermatozoide adquiere metabolismo activo y por consiguiente la
motilidad (Hamamah y Gatti 1998). Durante su estancia en el testiculo, los
espermatozoides de los peces son inmoviles (Miller et al. 1994) y en muchas
especies también en el plasma seminal. La movilidad la adquieren progresivamente a
través de su paso por el conducto espermatico. Por lo tanto, los espermatozoides
permanecen inmoviles hasta ser liberados al medio acuoso, en ese momento
diferentes factores interactian para desencadenar una respuesta que produce la
activacion de la motilidad. Los espermatozoides al ser liberados al medio acuoso,
deben responder a condiciones fisicoquimicas como cambios en la presion osmotica,

balance iénico y pH (Cosson et al. 1999).

Los factores de inhibicién de la motilidad espermética de los peces estan
ligados a la osmolaridad en el caso de los ciprinidos (Krasznai et al. 2000, Linhart et
al. 2002), la presion osmética, concentracién de K+, concentracion de sacarosa, y pH
del plasma celular menor a 7.0 en salménidos y una proteina con tasa de migracién
(Migration rate) Mr = 120,000 especifica del plasma seminal en algunos ciclidos
(Cosson et al. 2000).

La tilapia nildtica (O. niloticus) carece de conducto espermatico principal y

como sus espermatozoides son moviles una vez producidos, ni el K* ni la
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osmolaridad suprimen su motilidad en el testiculo. Solo la proteina Mr=120000,
presente en el plasma seminal inhibe a los espermatozoides. Esta proteina es
secretada por las células de Sertoli que se localizan en la cabeza del
espermatozoide. Una vez en el plasma seminal, forman polimeros que producen un

ambiente altamente viscoso que impide la motilidad (Mochida et al. 1999).

9.1.3.3.3. Activacion.

En el momento de la espermiacion, el semen al entrar en contacto con el agua
se diluye. En este momento se desencadenan una serie de eventos que conllevan a
la activacion, la cual estd mediada por factores como: choque hipostémico, balance

iénico, pH, 6xido nitrico, AMPc, radicales libres y calmodulina (Tabares et al. 2005).

El agua dulce posee una baja osmolaridad con respecto al plasma seminal,
por lo que ocurre un choque hiposmotico, el cual genera la sefal inicial de la
activacion y que en peces ducleacuicolas tiene una duracién entre 30 y 40 segundos.
Este choque produce una respuesta celular activando la respuesta flagelar y un
aumento del pH intracelular debido al incremento o disminucion de la concentracion
i6nica interna (Tabares et al, 2005). Otro de los factores que intervienen en la
activacion del espermatozoide, son los canales io6nicos. La disminucién en la
concentracion del i6n potasio (K*) inhibe la motilidad espermética (Lin y Dabrowski
1996). El efecto del K* en teledsteos es menos claro, pero se ha determinado que no
inhibe la actividad flagelar de algunas especies (Morisawa 1994). Los iones mas
ampliamente estudiados en la activacion de la motilidad espermatica en los peces de
agua dulce son el K* y el Ca*;. Asimismo se ha observado que en funcion de la
osmolaridad, el cambio en el balance iénico es el que desencadena la motilidad en el

espermatozoide.
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El pH intra o extra celular de tele6ésteos marinos y dulceacuicolas no es
reconocido como un regulador importante de la motilidad espermatica (Marian et al.
1997), pero se ha visto que si juega un papel en el proceso de activacion de los
espermatozoides (Tabares et al. 2005). La regulacién del pH intracelular incluye el
intercambio de Na*/H*y K*/H* a nivel de la membrana plasmatica y el co-transporte
de NaCl y HCOs, y ATpasas e H*. Por lo tanto, el Unico factor aparente de regulacion
del pHi parece ser el potencial de membrana plasmatica, el cual es en si mismo
dependiente en parte del pHe y del mismo pHi, por lo que el pHi es diferente del pH
extracelular (Hamamah et al. 1998). De esta forma, los efectos del pH sobre la
motilidad espermética son parcialmente reversibles siempre y cuando no se
comprometa la permeabilidad de la membrana. Lo anterior muestra nuevamente la
complejidad de los eventos que actdan en la regulacion del inicio de la activacion de

la motilidad.
La temperatura incide directamente sobre el metabolismo de los

espermatozoides, dado que a bajas temperaturas se prolonga la motilidad a través

del tiempo y se reduce la velocidad de desplazamiento (Billard y Cosson 1988).
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9.1.4. MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se llevd a cabo en las instalaciones de la Unidad de
Cuarentena de Tilapia y Bagre del laboratorio de Biologia acuatica “J. Javier
Alvadaro Diaz” en la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, la cual se

encuentra ubicada en la ciudad de Morelia estado de Michoacan

9.1.4.1. Origen de los animales.

Para el disefio experimental se utilizaron grupos de reproductores machos de
tilapia (O. niloticus) de las lineas Supermacho y Stirling, de la coleccidn que posee la
unidad de cuarentena de Tilapia y Bagre del Laboratorio de Biologia Acuética de la

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

9.1.4.2. Alimentos balanceados

El alimento balanceado que se utiliz6 fue pellet comercial, dos son
formulaciones especificas para reproductores y el otro es una formulacién de la fase
final de engorda, que para efectos del presente estudio se denominaron con letras A,
B y C. La principal variante entre estas tres formulaciones es el nivel de proteina
(Cuadro 2)

Cuadro 2. Contenido nutricional de los alimentos utilizados, datos proporcionados por cada

casa maquiladora.

ALIMENTO ALIMENTO % PROT. %GRASA %FIBRA %HUMEDAD %CENIZA
ENGORDA A 25 5 5.50 12 12
REPRODUCTORES B 36 6 5 12 8
REPRODUCTORES C 36 6 5 12 10
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El alimento A es para la etapa de engorda de tilapia, su presentacién es
extruido flotante en particula de 7.5 mm, recomendado para tilapias con un intervalo

de peso de 501 a 1000 grs o en etapa de finalizacion de la engorda.

El alimento B es una dieta basada en proteina marina, formulada para varios
tipos de peces reproductores omnivoros y piscivoros de cultivo. Este pellet (6.5 mm)
es especial para generar un desarrollo gonadal eficiente y esta adicionado con
vitaminas y carotenoides y suplementos que son requeridos para el adecuado

desarrollo de los huevos y esperma. .

El alimento C es para la etapa de “Reproduccion de bagre y tilapia”. Su
presentacion es un extruido flotante en particula de 4.8 mm. Este producto esta
reforzado con vitaminas, minerales y aditivos para los peces reproductores de

cualquier peso.

9.1.4.3. Determinacion de la composicion proximal de los alimentos
balanceados.

Para evaluar la composicion bioquimica de las muestras, se llevd a cabo la
determinacién de la composicién proximal de cenizas, humedad, lipidos totales,
proteina y acidos grasos a partir de muestras de 100 g de cada tipo de alimento

como a continuacion se explica:

9.1.4.3.1. Humedad

El contenido de humedad se realizO por desecacién de las muestras en un
horno a 100 °C por 12 horas y se determin6 por método gravimétrico (diferencia entre
el peso inicial y final) (AOAC 2000).
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Célculos: contenido de humedad (%)=[(A-B)/A]*100
Donde: A= Peso de la muestra humedad (Q)

B= Peso de la muestra seca (Q)

9.1.4.3.2. Proteina cruda

Este analisis evalla el contenido de nitrogeno total proteinico en la muestra.
Este se determina con el uso de un auto analizador Nitrogeno/Proteina (Leco FP528)
por medio de la técnica de Dumas (conductividad de gases) utilizando helio como
referencia y multiplicando el resultado por el factor 6.25 para conocer la

concentracion de proteina (16%N) (Olvera et al. 1993).

9.1.4.3.3. Extracto etéreo

El contenido de lipidos totales se determina mediante el método Soxhlet,
(SOXHLET AVANTI TECATOR, modelo 2050) utilizando éter de petréleo como
solvente (AOAC 2000).

Célculos: contenido de extracto etéreo (%)=[(B-A)]*100
Donde: A=peso del crisol limpio y seco (g)

B=peso de crisol con grasa (g)

9.1.4.3.4. Ceniza

La ceniza considerada como contenido de minerales totales o material
inorganico de la muestra, se determiné mediante la calcinacién total de la muestra a
550 °C en una mufla durante 3 horas hasta alcanzar peso constante (AOAC 2000).

Célculos: contenido de ceniza (%)=100-[(B-A)/C]*100
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Donde: A=Peso del crisol con muestras (g)
B=Peso del crisol con ceniza (g)

C=Peso de la muestra (g)

9.1.4.4. Distribucion de los animales.

Los animales se separaron en grupos de 10 organismos por jaula y dos jaulas
por estanque de 7 m?, equivalente a 10 peces de cada variedad por dieta. Cada
tanque mantuvé un flujo constante de agua de 30 L/min (Figura 1). El agua estuvo
recirculada vy filtrada con un sistema de biofiltro para mantener la calidad adecuada
para los animales, ademas el sistema conté con un sistema de calefaccion lo que

permitié que la temperatura del agua registrara en promedio 28°C.

ESTANQUE 6

Figura 1 Distribucién espacial de los organismos en las jaulas y estanques.

9.1.4.5. Alimentacion.

El esquema de alimentacion que se utilizd en el presente experimento fue de

1.5 % de la biomasa de cada jaula, dividido en dos raciones diarias, para lo cual
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previamente los organismos fueron pesados para realizar los célculos

correspondientes a las raciones (Cuadro 3).

Cuadro 3 Esquema de alimentacién de los animales en base a la biomasa de cada jaula.

BIOMASA RACION/DIA
ESTANQUE JAULA ALIMENTO

(9) Q)

1 SUPERMACHO 14032 A 210.48
‘ 2 STIRLING 9214 A 138.21
1 SUPERMACHO 16362 B 245.43
> 2 STIRLING 8210 B 123.15
1 STIRLING 8682 C 130.23
° 2 SUPERMACHO 17374 C 260.61

9.1.4.6. Evaluacién reproductiva.

Al iniciar y finalizar el experimento, todos los animales fueron pesados y se les
realiz6 morfometria (peso, longitud total y estandar) y al final del experimento se

evaluo de la ganancia de peso

Ganancia de peso:

Es el incremento de peso de la poblacion durante el experimento.

PG= Peso final — Peso inicial
Doénde:

PG= Ganancia de peso

La evaluacion de la calidad espermatica de los animales se realizé iniciando el
experimento y a los 40 dias de alimentacion continua. Para la recoleccion de semen

los machos se anestesiaron con benzocaina, solucion previamente preparada en
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medio acuoso (100 gr/L de alcohol); los animales se mantuvieron en la solucion
anestésica hasta que perdieron el equilibro y fueron manipulables, aproximadamente
2 minutos. Inmediatamente después son retiraron de la solucion anestésica, se
secacaron del exceso de agua con una franela himeda, se sujetaron por la cabeza y
la region caudal se movié suavemente hacia los lados para relajar la musculatura.
Seguidamenete se les dio masaje y se realiza una presion en los flancos desde atrés
de los opérculos hacia el poro genital, siguiendo la region donde se localizan las
gonadas. Para evitar al maximo la contaminacion con heces u orina, el poro
urogenital se limpiad con papel absorbente y el esperma inicial que se descart6. Una
vez que el semen quedo expuesto, se colectd con ayuda de un tubo capilar
introducido en un tubo Eppendorf de 0.6 mililitros a temperatura ambiente para su

posterior utilizacion.

La evaluacion de la viabilidad espermética se extrajo el esperma mediante el
método anteriormente descrito. Previo a la obtencién de la muestra de esperma se
preparé un colorante especial de acuerdo con la técnica de eosina-nigrosina para
tefiir a los espermatozoides. La preparacién del colorante se realiza agregando a 100
mL de agua destilada 0.67 gramos de eosina amarilla y 0.9 gramos de cloruro de
sodio, esta mezcla debe hacerse en una placa de calentamiento. Después de que se
disolvié completamente la eosina, se agregan 10 gramos de nigrosina. La mezcla se
deja enfriar, se filtra y se almacena en un frasco color ambar de vidrio a temperatura

ambiente.

9.1.4.7. Evaluacion de laviabilidad espermatica.

Para la tincién de los espermatozoides se obtuvieron alicuotas de 2.5 pl los
cuales colocaron en tubos Eppendorf de 0.6 mL y posteriormente se les adicion6 2.5
pL decolorante, posteriormente las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente
por 30 segundos. Transcurrido el tiempo, con una micropipeta se tomo una alicuota

de 2.5 pL, los cuales se transfirieron a un portaobjetos de vidrio y se realiz6 un
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extendido de la gota con la ayuda de otro portaobjetos, este procedimiento se realizé
por duplicado.

Los portaobjetos que contienen el extendido fueron secados al aire

examinados directamente bajo el microscopio compuesto con aumento de 100X
(Figura 1).

\o( y

Figura 2 a y b. Espermatozoides de tilapia (O. niléticus) en tincion de eosina-
nigrosina, vistos con objetivo 100X

Los espermatozoides que se observaron blancos fueron clasificados como
vivos y aquellos que mostraron coloracién rosa o roja en el interior del citoplasma

fueron clasificados como muertos.

Se realizd un conteo total de 200 células en cada placa y se determiné el
porcentaje de viabilidad observando la proporcién de espermatozoides muertos con

respecto al total espermatozoides observados en el conteo realizado.

9.1.4.8. Dilucién y cuantificacién de espermatozoides.

Para determinar la diluciébn adecuada para la cuantificacion esperméatica se
realizaron las siguientes diluciones 1:10, 1:100, 1:500 y 1:1000, con una solucién a
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base de formol (formol 37% + 5 g de bicarbonato de sodio) la cual inhibe la motilidad

de los espermatozoides en la solucién

El tubo que contiene la mezcla de esperma/solucion formol y bicarbonato, se
agita por un espacio de 5 segundos con la finalidad de homogeneizar la mezcla.
Posteriormente, se toma una cantidad suficiente para cargar la camara de Neubauer
y observa en un microscopio compuesto con un aumento de 40X y de esta manera

se determina cual es la diluciébn mas adecuada para contar las células espermaéticas.

9.1.4.9. Evaluacion de la concentracién espermética.

Para la determinacion de la concentracion espermatica se utilizaron dos

métodos: a) Evaluacién del espermatocrito y b) Conteo celular en hematocitdémetro.

Para la medicion del espermatocrito, se llenan % partes de un tubo capilar de
75.0 mm de largo y 0.2 mm de didmetro interno con la muestra de semen, y
posteriormente se sella uno de sus extremos con plastilina. Seguidamente los
capilares se centrifugan a 1200 rpm durante 15 minutos en una centrifuga para
microhematocrito. Una vez transcurrido el tiempo de centrifugacién se sacan los
tubos e inmediatamente después se mide la altura del paquete celular (columna
blanca) y se calcula su proporcién (%) con relacion a la altura total de la columna de

esperma.

Para el método del hematocitometro se evalud la densidad espermatica bajo
un microscopio compuesto con un aumento de 40X usando una camara de
Neubauer. El esperma de cada macho fué diluido en una proporcién de 1:1000 . En
la camara de Neubauer se realiza el conteo de cinco cuadrantes en la camara
superior y cinco en la camara inferior (1 mm? y se determind la densidad

espermatica (cel/mL) por macho (Figura 3).
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Figura 3 a.Camara de Neubauer b. Células esperméticas en camara de Neubauer 40X.

Para determinar la concentracion espermatica se aplico la siguiente formula:

CONCENTRACION= ntmero de células X 10.000
Numero de cuadros X dilucién

9.1.4.10. Evaluacion del tiempo y motilidad espermatica.

La motilidad espermatica se determind después de activar la muestra
colocando una gota de semen en un portaobjetos y una gota de agua, y luego fue
observada en un microscopio compuesto con un aumento de 20X. El grado de
motilidad es estimado usando una escala de unidades arbitrarias de 0 a 5 propuesta
por Sanchéz-Rodriguez y Billard (1977). La estimacion de la motilidad espermatica
es iniciada inmediatamente (aproximadamente 30 segundos) después de la dilucion
(Cuadro 4).

Cuadro 4 Tabla de caracterizacion de la motilidad espermética. (Sanchéz-Rodriguez y Billard

1977)
INDICE CARACTERISTICAS DE MOTILIDAD

5 La mayoria de los espermatozoides muestran movimiento rapido, es imposible

seguir la trayectoria de cualquier espermatozoide.
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4 Muchos espermatozoides se mueven rapidamente mientras que algunos se

mueven lentamente.

3 Tres clases de espermatozoides pueden ser encontrados en ndameros
equivalentes: espermatozoides con movimiento rapido, espermatozoides con

movimiento lento o vibratorio, y aquellos que permanecen inmdviles.

2 Muchos espermatozoides tienen vibracion o estan inmoviles.
1 Muchos espermatozoides son inmoviles y algunos presentan vibracion lateral.
0 Todos los espermatozoides estan inmoviles.

9.1.4.11. Analisis estadisticos

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos en las diferentes
pruebas realizadas se utilizé el programa estadistico Minitab versién 16, con él se

corrieron pruebas de Anova con comparacién de medias de Tuckey y Fisher.

Se realiz6 una comparacion entre el muestreo final para cada variable, donde

se puede determinar si existio diferencia entre los tratamientos y los grupos.

Al realizar el muestreo inicial los animales estaban siendo alimentados con el
alimento A; se evaluaron las variables peso, longitud estandar, longitud total,
viabilidad espermética, concentracion espermatica, espermatocrito y motilidad

espermatica.
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9.1.5. RESULTADOS.

ElI ANOVA demostré que entre las variables morfométricas, existen diferencias
significativas (p<0.05) entre los grupos (Cuadro 5). Los supermachos presentan mas
peso que los machos Stirling, de igual manera se encontraron en las variables
longitud estandar y longitud total que los supermachos tienen valores mas altos con

respecto a los macho
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Cuadro 5 Comparacion entre mismos tratamientos, muestreo inicial y muestreo final

GRUPOS
SUPERMACHO  SUPERMACHO SUPERMACHO STIRLING STIRLING STIRLING
EST. 4 EST.5 EST. 6 EST. 4 EST.5 EST. 6
MED + EE MED + EE MED + EE MED + EE MED + EE MED * EE
PESO 1403.2 + 77.6° 1636.2 + 88.5% 1737.4 + 87.12 921.4 +17.9° 821 + 27.7° 868.2 + 16°
LONG. ESTANDAR 35.3 + 0.4962 36.3 £ 0.593% 36.57 £ 0.5162 30.2 £ 0.35° 29.87 + 0.362° 30.35 +0.213°
LONG. TOTAL 42.3+0.735% 44.32 + 0.756* 44,51 + 0.4112 36.87 + 0.36" 32.14 + 3.6° 36.59 + 0.227%°

*Grupos que no comparten la misma letra muestran diferencias significativas (p<0.05).
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La viabilidad espermatica mostré diferencias significativas (p<0.05) entre los
grupos, las muestras de semen de los supermachos del estanque 5 y 6 presentaron
mayor viabilidad espermatica (1.94 £ 0.0081 y 1.94 £+ 0.0091 respectivamente)

comparados con los supermachos del estanque 4 (1.88 + 0.0199) (Figura 4Figura 4).

VIABILIDAD ESPERMATICA

1.96 4

1.94 -

1.92 4
1.88 -
1.86 +
1.82 -
1.8 +

SUPERMACHOS SUPERMACHOS SUPERMACHOS STIRLING E4 STIRLING E5 STIRLING E6

=
[Xe]

S

Log n del % de Viabilidad Espermatica

Figura 4 Comparacion de la viabilidad espermética del muestreo inicial, entre los grupos.

La concentracion espermatica evidencié diferencias significativas (p<0.05)
entre los grupos. Las muestras de semen de los supermachos del estanque 5y 6
presentaron mayor concentracion espermatica (6506 + 938 y 6641 *+ 2169
respectivamente) que las muestras de los otros grupos, en tanto que los machos
Stirling del estanque 4 presentaron la menor concentracion espermética (1344 + 387)
(iError! No se encuentra el origen de la referencia.).
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1
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Figura 5 Comparacion de la concentracién espermatica del muestreo inicial, entre los grupos

En lo que respecta a las variables espermatocrito y motilidad, no hubo

diferencia significativa (p=0.05) entre los grupos.

9.1.5.1. Comparacion entre mismos tratamientos, muestreo inicial y

muestreo final

Para los supermachos del tratamiento A, solo presentaron diferencias

significativas (p<0.05) en el espermatocrito, el cual disminuy6 en el muestreo final

(0.674 = 0.136). En el Cuadro 6 se muestran todas las variables evaluadas y sus

respectivas comparaciones.

Cuadro 6 Valores iniciales y finales de la comparacion entre el muestreo inicial y final del

tratamiento con alimento A, en supermachos

Alimento “A” Supermachos

Muestreo inicial Muestreo final Comparacion
Variables Media EE Media EE Grupos
Peso 1043.2 77.60 1642 109.0 AANS
LE 35.30 0.496 35.78 0.652 AAnS
LT 42.30 0.735 43.66 0.776 AANS
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Viabilidad 1.880 0.019 1.930 0.006 AA"S
Conc. esper. 5113 673 1559 422.0 AA"S
Espermatocrito  1.012 0.117 0.674 0.136 AB’
Motilidad 15.84 0.272 15.81 0.286 AA"S

*Diferencias significativas p<0.05 y ns diferencias no significativas.

Para el tratamiento con el alimento B, las variables evaluadas no presentaron
diferencias significativas a excepcidon de la concentracion espermatica donde si se
observaron diferencias (p<0.05) El muestreo inicial mostré un valor 2,2 veces mayor

qgue el muestreo final (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

Cuadro 7 Comparacion entre mismos tratamientos, muestreo inicial y muestreo final del

tratamiento con alimento B, en supermachos

Alimento “B” Supermachos

Muestreo inicial Muestreo final Comparacion
Variables Media EE Media EE Grupos
Peso 1636.2 88.5 1786.8 78.00 AANS
LE 36.30 0.593 36.330 0.545 AANS
LT 44.32 0.756 45.020 0.618 AAnS
Viabilidad 1.940 0.0081 1.950 0.679 AANS
Conc. esper. 6506 938.0 2878.0 609.0 AB"
Espermatocrito  1.048 0.170 0.9116 0.048 AA"S
Motilidad 15.76 0.292 15.767 0.335 AANS

*Diferencias significativas p<0.05 y ns diferencias no significativas.

Para los peces (supermachos) alimentados con la dieta C aunque los valores
de concentracion espermatica presentaron una fuerte disminucion entre los valores
inciales y finales, la Unica variable que tuvo diferencias significativas (p<0.05) fue la

viabilidad espermatica que aumento en el muestreo final (1.970 + 0.004) (Cuadro 8).

Cuadro 8 Valores iniciales y finales de la comparacion entre el muestreo inicial y final del

tratamiento con alimento C, en supermachos.

Alimento “C” Supermachos
Muestreo inicial Muestreo final Comparacion
Variables Media EE Media EE Grupos
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Peso 1737.4 87.10 2013 161.0 AA"S
LE 36.57 0.516 37.27 0.475 AA"S
LT 4451 0.411 45.85 0.515 AA"S
Viabilidad 1.940 0.009 1.970 0.004 AB’
Conc. esper. 6641 2169 3150 781.0 AA"S
Espermatocrito  0.730 0.176 0.39 0.071 AA"S
Motilidad 15.48 0.149 15.31 0.140 AA"S

*Diferencias significativas p<0.05 y ns diferencias no significativas.

En el caso de los machos Stirling con el alimento A se evidenciaron
diferencias significativas (p<0.05) en la longitud estandar (31.27 + 0.372) y viabilidad
espermética (1.940 = 0.007) que fueron significativamente mayores en el muestreo
final (Cuadro 9).

Cuadro 9 Valores iniciales y finales de la comparacion entre el muestreo inicial y final del

tratamiento con alimento A, en machos Stirling.

Alimento “A” Machos Stirling

Muestreo inicial Muestreo final Comparacion
Variables Media EE Media EE Grupos
Peso 921.4 17.90 1139.6 30.40 AB’
LE 30.20 0.359 31.27 0.372 AANS
LT 36.87 0.365 38.77 0.340 AB’
Viabilidad 1.90 0.009 1.940 0.007 AB’
Conc. esper. 1344 387.0 1235 290.0 AANS
Espermatocrito 0.65 0.127 6.640 0.075 AA"S
Motilidad 16.42 0.376 16.74 0.229 AANS

*Diferencias significativas p<0.05 y ns diferencias no significativas.

Las tilapias de la variedad Stirling tratadas con el alimento B evidenciaron
diferencias significativas (p<0.05) en las variables peso (1017.3 + 32.40), longitud
estandar (31.47 £ 0.375) y viabilidad espermatica (1.960 + 0.006), cuyos valores

fueron mayores en el muestreo final (Cuadro 10).

Cuadro 10 Valores iniciales y finales de la comparacion entre el muestreo inicial y final del

tratamiento con alimento B, en machos Stirling
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Alimento “B” Machos Stirling
Muestreo final

Muestreo inicial

Comparacion

Variables Media EE Media EE Grupos
Peso 821.0 27.70 1017.3 32.40 AB’
LE 29.87 0.362 31.47 0.375 AB’
LT 32.14 3.600 37.24 0.608 AA
Viabilidad 1.910 0.026 1.960 0.006 AB’
Conc. esper. 4044 918.0 3735 1522 AA"S
Espermatocrito  0.690 0.138 0.583 0.109 AA"S
Motilidad 16.14 0.201 16.03 0.192 AAnS

*Diferencias significativas p<0.05 y ns diferencias no significativas.

Las tilapias que consumieron el

alimento C, presentaron diferencias

significativas (p<0.05) en todas las variables (con valores mayores en el muestreo

final), a excepcion de la concentracion espermatica que no tuvo diferencia (Cuadro

11).

Cuadro 11 Valores iniciales y finales de la comparacion entre el muestreo inicial y muestreo

final del tratamiento con alimento C, en machos Stirling.

Muestreo inicial

Alimento “C” Stirling

Muestreo final

Comparacion

Variables Media EE Media EE Grupos
Peso 868.2 16.0 1203 88.50 AB’
LE 30.35 0.21 31.62 0.319 AB’
LT 36.59 0.22 38.35 0.362 AB’
Viabilidad 1.910 0.01 1.950 0.006 AB’
Conc. esper. 2764 630 3414 748.0 AANS
Espermatocrito  0.450 0.13 0.820 0.086 AB"
Motilidad 15.90 0.27 15.83 0.119 AA"S

*Diferencias significativas p<0.05 y ns diferencias no significativas.

9.1.5.2. Comparacion entre el muestreo final todos los tratamientos
y todos los grupos.
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En la comparacion entre los dos grupos, para el peso, longitud estandar y total
presentaron tendencias similares. Para ambas variables fueron significativamente
mayores en peso y LE las tilapias del grupo supermacho alimentadas con las dietas
C y B. En segundo lugar fue para los supermachos alimentados con la dieta A. Y el
tercer grupo con los valores promedio mas bajos los obtuvieron los peces de la
variedad Stirling con las tres dietas (p<0.05) ( Figura 6, Figura 7 y Figura 8).
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Figura 6. Comparacion entre tratamientos y grupos en el muestreo final para la variable peso.
SM (Supermacho), ST (Stirling)
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Figura 7 Comparacion entre tratamientos y grupos en el muestreo final para la variable
longitud estandar. SM (Supermacho), ST (Stirling).
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Figura 8 Comparacion entre tratamientos y grupos en el muestreo final para la variable
longitud total. SM (Supermacho), ST (Stirling).
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En a variable viabilidad espermatica, en el tratamiento con alimento C, los
supermachos presentaron diferencias significativas (p<0.05) con valores mas altos
(1.97 + 0.0041) con respecto a los demas, y en los machos Stirling los valores mas

altos los presento el tratamiento con alimento B (1.96 + 0.006) (Figura 9).
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Figura 9 Comparacion entre tratamientos y grupos en el muestreo final para la variable
viabilidad. SM (Supermacho), ST (Stirling)

En la evaluacion de la variable concentracion espermatica no hubo diferencia
significativa (p>0.05) entre los tratamientos y los grupos. Para la variable
espermatocrito se evidenciaron diferencias significativas (p<0.05) entre los
tratamientos y entre los grupos. Los supermachos tratados con el alimento B lograron
alcanzar un mayor valor (0.911 + 0.048) y en tanto que los machos Stirling del

tratamiento C obtuvieron valores mas altos (0.82 + 0.086) (Figura 10).
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Figura 10 Comparacion entre tratamientos y grupos en el muestreo final para la variable

espermatocrito. SM (Supermacho), ST (Stirling).

En la motilidad espermatica existieron diferencias significativas (p<0.05) entre

los tratamientos y grupos los machos Stirling del tratamiento A, registraron mayor

motilidad (16.74 + 0.229) con respecto a todos los grupos. Los supermachos del

mismo tratamiento obtuvieron un valor mayor (15.81 + 0.286) comparativamente con

los de su misma variedad (Figura 11).
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Figura 11 Comparacién entre tratamientos y grupos en el muestreo final para la variable

espermatocrito. SM (Supermacho), ST (Stirling).

9.1.5.3. Composicion proximal de los alimentos utilizados como

tratamientos.

En el cuadro 12 se comparan los valores de porcentaje de proteinas, grasas,

huedad y ceniza que ofrecen las casas maquiladoras y los obtenidos en laboratorio

para cada tipo de pellet utilizado en este experimento (Cuadro 12).

Cuadro 12 Comparacion de la composicién proximal de los alimentos utilizados como

tratamientos, entre los datos ofrecidos por las casas maquiladoras (maq) y los datos obtenidos en el

laboratorio (lab).

% Proteina % Grasa % Humedad % Ceniza

Alimento magq lab maq lab mag lab maq lab

Engorda (A) 25 274 5 32 12 8 12 124
Reproductores (B) 36 39.6 6 4 12 7.8 8 126
Reproductores (C) 36 372 6 7.2 12 8.3 6 14.2
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Los porcentajes de proteina obtenidos en las pruebas de andlisis proximal son
mayores a los datos de etiqueta de los alimentos. En cuanto al porcentaje de grasa
en el alimento A y B presentaron menor cantidad de grasa a diferencia del alimento C

gue tuvo mayor cantidad que la reportada en etiqueta comercial.

En el porcentaje de humedad los valores obtenidos en el laboratorio son
menores que los reportados por las casas maquiladoras y en el porcentaje de ceniza
en el alimento A los valores son muy similares, a diferencia de los alimentos By C

donde son mayores los resultados obtenidos en las pruebas realizadas.
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9.1.6. DISCUSION.

Al iniciar el experimento, el peso inicial de los machos de tilapia linea
Supermachos presentd diferencias significativas respecto a los machos de la linea
Stirling. El peso inicial promedio para Supermachos fue de 1737.4 (+ 87.1), mientras
gue los machos Stirling pesaban un promedio de 921.4 (£ 17.9). En general las
tilapias evidencian una plasticidad con respecto al crecimiento y a la respuesta en

pardmetros de desempefio productivo.

La comparacién de la viabilidad espermética en el muestreo inicial, fue mayor
en los Supermachos del estanque 5 y 6 (1.94 + 0.0081 y 1.94 +0.0091
respectivamente), este es un parametro importante ya que permite conocer la
integridad de la membrana plasmatica de los espermatozoides ademas permite
descartar posibles problemas que puedan estar causando alguna alteracion a nivel
de membrana, la cual es primordial para la respuesta que tiene el espermatozoide

con su entorno.

En la concentracibn espermética los Supermachos del estanque 5 y 6
presentaron mayores valores con respecto a los demas (6506 + 938 y 6641 + 2169),
comparado con un estudio similar por Genotte et al. (2012), donde se traté de
determinar si existian diferencias en la calidad de gametos entre machos YY y XY, se
demostré que ni el genotipo sexual ni tratamientos de reversion de sexo hormonales
afectan la calidad del esperma en las tilapias, esto sugiere que independientemente
la linea de tilapia que se esté evaluando sus caracteristicas en calidad gamética no

van a estar ligadas a su genotipo.

La evaluacion del espermatocrito y la motilidad fueron variables que no

presentaron diferencia significativa al realizar el andlisis estadistico.
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9.1.6.1. Comparacion de las lineas Supermachos y Stirling entre los
muestreos inicial y final con alimento A.

Al realizar la comparacion de las lineas Supermachos y Stirling entre el
muestreo inicial y el final con alimento A, la Unica variable con diferencias
significativas fue el porcentaje de espermatocrito. En este caso, los Supermachos
alimentados con el alimento A, presentaron un valor final menor (0.674 £ 0.136) en
comparacion con el valor del inicial (1.012 + 0.117) probablemente la disminucion de
la racion en la alimentacién haya causado alteraciones en la concentracién del
esperma, ya que los animales antes de iniciar los tratamientos estaban con racion ad
libitum y cuando se inicia el experimento, se les ofreci6 una racion controlada

equivalente al 1.5% de su peso vivo por dia.

Los machos Stirling presentaron diferencias significativas en las variables
longitud total (38.77 + 0.365) y viabilidad espermatica (1.94 + 0.0074), aunque fueron
animales mas pequefios en comparaciéon de los Supermachos, tuvieron un

crecimiento uniforme durante el tratamiento.

El alimento A es un alimento destinado para la ultima fase de la etapa de
engorda y su formulaciébn no esta diseflada para peces que estan en proceso
reproductivo (reproductores). Por ende, no contiene los aditivos vitaminicos ni los
mayores valores de proteina que contienen los alimentos B y C, que si estan
formulados para reproductores. Por estas razones se esperaba que fuera el
tratamiento donde los animales presentaran las menores variaciones en las variables

gue se midieron.

9.1.6.2. Comparacion de las lineas Supermachos y Stirling entre los
muestreos inicial y final con alimento B.
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En la comparacion estadistica entre el muestreo inicial y el final de las lineas
Supermachos y Striling con alimento B, los Supermachos sélo presentaron diferencia
significativa en la concentracion espermatica la cual fue menor en el muestreo final
(2878 = 609). La variacion en la concentracion espermatica puede estar relacionada
también con la condicidn en la que se mantienen los peces, el método de obtencion
del esperma, las condiciones del cultivo, el intervalo entre dias en los que se realizan
las colectas, como sucede en otras especies de peces (Alavi et al. 2007). A pesar de
gue los animales en este tratamiento tuvieron una dieta apropiadamente formulada
para su condicion de reproductores, hay que considerar los factores anteriormente
mencionados, pues no solamente la alimentacion influye directamente sobre la

calidad de los gametos.

Los machos Stirling tuvieron diferencias significativas en el peso (1017.3 *
32.40), la longitud estandar (31.47 + 0.375) y la viabilidad espermética (1.96 + 0.006),
siendo estos valores mayores en el muestreo final. Al suministrar mayores
porcentajes de proteina en la dieta; en este caso 36% segun el dato que proporciona
la casa maquiladora y 39.6% segun el andlisis realizado en laboratorio, se evidencia
notoriamente la ganancia de peso de los animales en un periodo de tiempo corto; lo
gue se ve reflejado en el aumento en los valores morfométricos y en concordancia
con lo que mencionan Gunasekara et al. (1996) donde determinan que alimentar las
tilapias con niveles de proteina de 32 y 40% hacen que crezcan y maduren mas
rapidamente que los alimentados con niveles de proteina bruta de 10, 17 y 25%.

9.1.6.3. Comparacion de las lineas Supermachos y Stirling entre los
muestreos inicial y final con alimento C.

Segun el muestreo inicial y final realizado a los Supermachos alimentados con
el alimento C, solo existié diferencia significativa en la viabilidad espermatica, siendo
mayor (1.97 + 0.004) en el muestreo final. En los machos Stirling, este alimento

mostré un efecto mayor que el obtenido en los Supermachos; ya que se presentaron
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diferencias significativas en el peso (1203 + 88.50), longitud estdndar (31.62 +
0.319), longitud total (38.35 + 0.362), viabilidad espermatica (1.95 = 0.006) y

espermatocrito (0.82 £ 0.086), valores que fueron mayores en el muestreo final.

Estos cambios pueden ser ocasionados por la presencia de vitamina C;
anadido durante la maquila de este alimento. La vitamina C, es esencial para la
produccion y mantenimiento de la calidad del semen, ademas reduce la aglutinacion
de los espermatozoides segun Lerner (1998), también los protege de darfios

genéticos y tiende a evitar los defectos congénitos (Sitios 2001).

9.1.6.4. Comparacion del muestreo final de los alimentos A, B, C
entre Supermachos y machos Stirling.

La linea que presentd mayores diferencias entre las pruebas de calidad
espermética realizadas fueron los Supermachos y el alimento que influencié mas a
esta linea fue el alimento C. Al ser el alimento una dieta formulada especificamente
para reproductores, su influencia en la calidad espermatica es mayor comparada con

una dieta para animales en etapa de finalizacién de la engorda.

La composicidn proximal de estos alimentos es de vital importancia para poder
determinar la causa de los incrementos en los valores de cada evaluacion. En este
sentido el alimento A, no esta disefiado para reproductores y aunque los alimentos B
y C si lo estan, estos ultimos presentaron diferencias entre si. La principal diferencia
radica en el porcentaje de grasa, ya que el alimento C presento hasta 80 % mas en
comparacion al alimento B. La importancia de la grasa en el alimento radica en dos
cuestiones primordiales; la palatabilidad del alimento y fuente de energia
metabolizable. Al mantener un elevado porcentaje de grasa, el alimento C pudo
haber presentado una mejor palatabilidad, adicionalmente, resaltan el sabor y
mejoran la textura del alimento haciéndolo mas atractivo para los peces y por ende,

consumiéndolo en su totalidad y en poco tiempo; antes de que los componentes
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nutricionales del mismo se diluyan en el agua. Aunado a esto, tienden a disminuir la
tasa de pasaje del alimento a través del tracto digestivo, permitiendo al sistema
digestivo extraer mas nutrientes del alimento ingerido. Asi, al ingerir el alimento
balanceado con mayor contenido de grasa, los animales pudieron canalizar esa
fuente de energia para los procesos metabolicos de las actividades diarias del pez; lo
cual permiti6 que la proteina consumida se canalizara exclusivamente a la
generacion de carne. Por lo cual, se obtuvo mejor desempefio productivo, que

también se vio reflejado en el reproductivo.

Con respecto a los machos Stirling aunque estuvieron por debajo de los
valores obtenidos por los Supermachos en cada evaluacion, no es posible determinar
en general cual fue el alimento que mas influencié los cambios en esta linea ya que
en los resultados obtenidos en cada evaluacion se presentan valores altos en uno y

otro tratamiento.
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9.1.7. CONCLUSIONES.

En conclusién este estudio indica que la alimentacion y la composicion
nutrimental de los alimentos es fundamental para que los animales tengan una
eficiente produccién de gametos de buena calidad, pero para determinar si existen
cambios mayormente tangibles en la calidad espermatica de los machos es
necesario extender el estudio por un tiempo mas prolongado para lograr diferenciar

cudl de los tratamientos es el mas indicado para los reproductores de tilapia.
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9.2.CAPITULO 2: INFLUENCIA DE TRES TIPOS DE ALIMENTO
BALANCEADO EN LA CALIDAD DE HUEVO DE TILAPIA (Oreochromis
niloticus) LINEA STIRLING.

9.2.1. RESUMEN.

La nutricion tiene un papel relevante en la acuicultura, el conocimiento de las
necesidades nutricionales de los peces es uno de los puntos mas importantes en la
formulacion de dietas balanceadas. El estado nutricional de una hembra puede influir
en el desarrollo de las gbnadas y limitar la cantidad y calidad de los huevos. Las
proteinas y los lipidos son los principales componentes de la dieta, estan presentes
en el huevo y se utilizan como una fuente de nutrientes durante la embriogénesis, y
cuando estdn presentes en cantidades adecuadas, las proteinas y lipidos
contribuyen a una mayor tasa de supervivencia de los embriones y larvas. Las
proteinas estan presentes en los huevos de peces como lipoproteinas, hormonas y
enzimas que determinan la calidad de los huevos. El objetivo del presente estudid
fue determinar si existe influencia de la dieta sobre la calidad del huevo tilapia
(Oreochromis niloticus) de la linea Stirling. El disefio experimental consistié en
alimentar durante 40 dias reproductores hembras de tilapia nilotica (O. nil6ticus), con
tres tipos de alimento balanceado comercial, el alimento A fue alimento formulado
para la etapa de finalizacién de la engorda y el alimento B y C son formulaciones
especificas para animales en proceso reproductivo, estas dos, de casas comerciales
diferentes. Se tomaron medidas morfométricas de longitud total, estandar y peso al
iniciar y finalizar el tratamiento, de igual manera para evaluar la calidad del huevo se
realiz6 la extraccion manual de los huevos en cada hembra y se realizaron
mediciones como volumen de huevo, peso de huevo, eje corto y eje mayor del
mismo, ademas se realizo el analisis proximal de las muestras de huevo. De acuerdo
con los resultados obtenidos en el muestreo final donde se realiz6 una comparacion
de los cuatro tratamientos A inicial A, B y C finales, se determiné que las dietas By C
influenciaron significativamente en la composicion proximal del huevo, siendo el

incremento en porcentaje de proteina en el huevo el cambio mas evidente. En
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conclusion este estudio indica que la alimentacién y la composicion nutrimental de
los alimentos es fundamental para que los animales tengan una eficiente produccion
de gametos de buena calidad, el tiempo de alimentacion es importante ya que con
una alimentacion basada en dietas con contenido de proteina mayor a 35% se

mejora considerablemente la composicion y la viabilidad de los huevos.

Palabras clave: Calidad de huevo, Stirling, Oreochromis niloticus.
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9.2.2. ABSTRACT.

Nutrition plays an important role in aquaculture; knowledge of the nutritional
needs of the fish is one of the most important points in the formulation of balanced
diets. The nutritional status of a female can influence the development of the gonads
and limit the amount and quality of eggs. Proteins and lipids are major components of
the diet, contained in the egg and used as a nutrient source during embryogenesis,
and when present in adequate amounts, proteins and lipids contribute to greater
survival rate embryos and larvae. Proteins are present in fish eggs as lipoproteins,
hormones and enzymes that determine the quality of the eggs. The aim of this
research was to determine whether there is influence of diet on tilapia eggs quality
(Oreochromis niloticus) of the Stirling line. The experimental design consisted on
feeding for 40 days female brood stock of tilapia (O. niloticus), with three types of
commercial food, A food was commercially formuled for the end of fattening stage
foods B and C are Specific formulations for animal reproductive process, these two
from different companies. Morphometric measurements of total length, standard and
weight were taken at the beginning and at the end of the treatment, this to assess egg
quality a manual extraction of eggs per female was performed and measurements as
volume egg, egg weight, short axis and long axis of the egg were performed,
additionally the proximal analysis of egg samples was done. According to the
obtained results in the final sampling where a comparison of the four treatments A
initial, A, B and C final was done, it was determined that diets B and C significantly
influenced egg proximate composition, with the increase in percentage of egg protein
most obvious change. In conclusion, this study indicates that food and nutritional
composition of foods is essential for animals to have an efficient production of high
guality gametes, feeding time is important due to a diet based on 35% higher protein

content considerably improves sperm quality and proximal composition of eggs.

Keywords: egg quality, Stirling, Oreochromis niloticus.
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9.2.3. INTRODUCCION.

La reproduccion de peces teledsteos abarca diferentes aspectos que influyen
directamente en el éxito de la misma. Desde la maduracion gonadal hasta la
sincronizacion final del desove y la fecundacion son resultado de la interaccion de
numerosos factores que incluyen, los factores ambientales (principalmente
temperatura e iluminacién), la nutricion, la interaccion social, entre otros. Dentro del
proceso reproductivo, una de las piezas fundamentales es la gametogénesis
(Ocampo 2002). La comprension de las peculiaridades de la gametogénesis para
una determinada especie es Util cuando se busca reproducir a los organismos y

lograr una alta produccion de crias.

9.2.3.1. Desarrollo del oocito en peces teledsteos.

A fin de identificar el desarrollo de los oocitos para diferentes especies es
necesario contar con una escala que permita comparar entre ellas. Los criterios
comunes durante todo el proceso de desarrollo de los oocitos en los peces
teledsteos reconoce diferentes estadios a través del desarrollo. En esta escala, en la
fase de crecimiento primario se identifican el estadio de cromatina nucleolar, en el
cual existe un citoplasma escaso y un ndcleo central con un Unico nucléolo en el
oocito. En esta fase el oocito ya esta rodeado por células foliculares. El estadio
siguiente denominado perinucleolar, es caracterizado por el crecimiento del nacleo y
la aparicion de mudltiples nucléolos, los cuales pueden diferir en morfologia entre

especies (Wallace y Selman 1981).
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En la segunda fase del crecimiento es conocida como alveolo cortical o de
formacién de vesiculas de vitelo (aunque algunos autores mencionan que las
vesiculas de vitelo son precursores de los alvéolos corticales). Estos alvéolos se

fusionan con el oolema para liberar el contenido durante la reaccion cortical.

La tercera fase del desarrollo es la vitelogénesis, donde el oocito acumula la
vitelogenina producida por el higado, que posteriormente formara las reservas de
vitelo proteico. Y la ultima fase se da en la hidratacion, la cual se produce por una

rapida acumulacion de agua al interior del oocito (Wallace y Selman 1981).

Otro trabajo propone que los eventos de desarrollo del oocito pueden ser
clasificados en 6 fases: oogénesis, crecimiento primario, estadio de alveolo cortical,
vitelogénesis, maduracion y ovulacion (Tyler y Sumpter 1996). En esta propuesta, los
alvéolos corticales que aparecen en el crecimiento secundario, son las primeras
estructuras citoplasmaticas que se pueden distinguir con el microscopio y que
difieren de las vesiculas de vitelo, ademéas de que no son precursores de ellas. Los
alvéolos corticales estan compuestos por polisialoglicoproteinas, mientras que las
vesiculas de vitelo estan formadas por glicofosfoproteinas. (Wallace y Selman 1981)

Dentro de la segunda fase de crecimiento, las inclusiones lipidicas son
consideradas como otro indicador de desarrollo del oocito. Estos cuerpos lipidicos
(CL) coinciden con la aparicion de pigmentos carotenoides, los cuales estan
asociados a los componentes lipidicos de la vitelogenina (VTG). Los CL son
sintetizados por el higado y comienzan a acumularse en el oocito antes de darse una
sintesis mas grande de VTG, que a su vez da inicio a la fase vitelogénica (Tyler y
Sumpter 1996).

La vitelogénesis es el principal evento responsable del gran crecimiento de los

ovocitos en muchos teleésteos y puede representar hasta un 95% del tamafio final
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de huevo (Tyler 1991). La vitelogénesis, por lo tanto, ha sido un area de interés en el

estudio del desarrollo ovarico.

En esta fase de vitelogénesis el ovocito acumula reservas nutricionales
necesarias para el desarrollo del embrion. En este periodo, el ovocito también
acumula RNA (conocida como ARN materna) y completa la diferenciaciéon de sus
cubiertas celulares y no celulares. Durante este tiempo el ovocito permanece en
detencion meidtica, al final de la profase y en la etapa de diploteno. Los procesos de
maduracion se caracterizan por la reduccién o interrupcion de la endocitosis, la
reanudacion de la meiosis, ruptura de la vesicula germinal (GVBD), la formacion de
una monocapa de alvéolos corticales bajo el oolemma, la disolucion de plaquetas de
la yema de los oocitos cuando se someten a la hidratacion. La primera division
meiotica da lugar a dos células que difieren en tamafio: se forma una pequefia celda
con la primera degeneracion del cuerpo polar y el ovocito secundario grande, y
finalmente, la ovulacion tiene lugar al final del proceso de maduracién (Lubzens et al.
2010).

El ovocito secundario se extruye a continuacion, a partir de sus capas de
células foliculares que lo rodean y se mueve en el lumen de ovario o en la cavidad
abdominal (dependiendo de la especie). En esta etapa el gameto femenino se
conoce como un o6vulo. Es haploide como resultado de la ocurrencia de la segunda
divisibn meiética y la formacion del segundo cuerpo polar que también se degenera.
Durante la fertilizacién, el nacleo del évulo haploide se fusiona con el ntcleo haploide

del espermatozoide y forma el huevo diploide (Lubzens et al. 2010)

9.2.3.2. Calidad del huevo

La eficiencia reproductiva en las diferentes especies de peces esta

determinada por diversos factores; uno de los mas importantes es la calidad de los
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gametos producidos, ademas de las propiedades intrinsecas del propio 6vulo y el

entorno en el que es fertilizado (Brooks et al. 1997).

Como una adaptacion a su forma altamente especializada de cuidados
parentales, los huevos de las tilapias son grandes, con una porcion de proteinas y
grasas la cual sirve como la principal fuente de alimento para el embridon temprano y
sin una capa adhesiva, el volumen de huevo en O. niloticus oscila entre los 2.85
hasta los 11.15 mm?3 (Rana 1986).

En las tilapias (O. niloticus y O. mossambicus) las hembras de mayor edad
producen huevos mas grandes (Rana 1986), debido a esto los huevos contienen
mayor cantidad de vitelo y por consiguiente las larvas provenientes de estos huevos
pueden tolerar el hambre por un periodo de tiempo mas largo ya que esta reserva de
vitelo tarda mas dias en reabsorberse, ademas estudios han demostrado que los
alevines resultan ser mas grandes, efecto detectable aln a los 60 dias de eclosion
(Bomage y Roberts 1995).

Para la tilapia roja (Oreochromis spp) se determiné la existencia de relaciones
funcionales entre la estructura del huevo tanto en dimension como en composicion y
de esta forma se definié la calidad del huevo en términos de indices de supervivencia

en las etapas iniciales (Valbuena et al. 2013),

La relaciones entre el tamafio de la hembra (longitudes total y estandar y
peso) con el tamafio de los huevos (medidos en término de peso y volumen) no han
mostrado ser significativas. Otros estudios similares no detectaron diferencias en el
diametro de los huevos provenientes de hembras sometidas a dietas de diferente
origen, lo que indica que no existe relacidon significativa entre estas dos variables
(Valbuena et al. 2013, Rana 1986).
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La composicién proximal de los huevos de tilapia nilética (Oreochromis spp.)
en cuanto a los valores de proteina, lipidos y acidos grasos se resume en el Cuadro
13

Cuadro 13 Valores medios de contenido en los componentes analizados en las muestras de
huevos de Oreochromis spp. (Valbuena et al. 2013).

Variable Maximo | Minimo | Promedio*DE | Cv
Proteina (% Materia Seca) 61.28 50.71 55.95+2.349 | 4.2
Extracto Etéreo (% Materia Seca) | 66.46 16.17 2745 +9.013 [32.8
Energia (cal g') 7167.79 [ 3245.9116320.91 + 786.65| 12.4
A. grasos poliinsaturados (%) 31.61 19.28 24.06£2.513 |10.4
A. grasos monoinsaturados (%) 38.76 29.99 34.72+1.792 | 5.2
A. grasos saturados (%) 45.52 37.04 41.22 +2.071 5.0
Acidos grasos serie n - 3 (%) 19.93 8.36 12.01 2154 |17.9
Acidos grasos serie n - 6 (%) 13.47 8.81 11.44 + 1.087 9.5
Relacién n-3/n-6 1.80 0.68 1.057 £ 0.213 ([20.2
Relacién EPA/DHA 0.08 0.02 0.04 +0.015 |37.8

Otros estudios revelan que el cambio en la alimentacion de los reproductores
de tilapia utilizando otro tipo de fuentes proteicas como la espirulina influyen
considerablemente en la composicion proximal de los huevos, evidenciando altos
valores de acido linoleico, acido y-linolénico, y 6-Zn, y acidos grasos altamente
insaturados (20: 3n-6, 20: 4n -6, 22: 4n-6, 22: 5n-6). Ademas la tilapias alimentadas
exclusivamente alimentos a base de espirulina podrian mantener la reproduccién

normal a lo largo de tres generaciones (Lu y Takeushi 2004).

Se ha demostrado que valores de proteina bruta de 38%, mejoran
considerablemente el tamafio y la viabilidad de los huevos, la relacion entre los
niveles de proteina y los parametros reproductivos es muy importante ya que la
alimentacion tiene un efecto directo sobre el desarrollo de los gametos y la

fecundidad de los mismos (De Oliveira 2012)
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9.2.3.3. Relacion entre nutricion y reproduccion.

Los diferentes niveles nutricionales pueden afectar el desarrollo de los
organos reproductores, ademas de acarrear alteraciones en el funcionamiento del
sistema endocrino (Maggioni et al. 2008), el cual esta directamente implicado en la

produccién de gametos.

La fertilidad de un organismo se ve directamente influenciada por la condicion
nutricional de este. La suplementacion de nutrientes especificos que son necesarios
para el desarrollo de los foliculos, la ovulacion, maduracion oocitaria, fecundacion y
sobrevivencia embrionaria promueven la integridad de los procesos no solamente en
los 6rganos reproductores sino también en las hormonas y otros metabolitos que son
requeridos para que los procesos de desarrollo gonadal sean adecuados (Robinson
et al. 2006).

9.2.4. MATERIALES Y METODOS.

El trabajo experimental se llevé a cabo en las instalaciones de la Unidad de
Cuarentena de Tilapia y Bagre del laboratorio de Biologia Acuatica en la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, la cual se encuentra ubicada en la ciudad de
Morelia, Michoacéan.

9.2.4.1. Origen de los animales.

Para el disefio experimental se utilizaron grupos de reproductores hembras de
tilapia (O. niloticus) de la linea Stirling, de la coleccion que posee la unidad de
cuarentena de Tilapia y Bagre del Laboratorio de Biologia Acuatica de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
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9.2.4.2. Distribucién de los animales.

Las hembras de la linea Stirling fueron acomodadas en grupos de 10
organismos en tres jaulas de 2x1x1 m (Figura 12).; las condiciones de estos

animales fueron las mismas que se citaron para los machos en el capitulo 1 de este

documento.
STIRLING STIRLING STIRLING
ESTANQUE 1 ESTANQUE 2 ESTANQUE 3
Figura 12. Distribucién espacial de los organismos y las jaulas en los
estanques.

9.2.4.3. Alimentacion

El alimento balanceado que se utiliz6 fue pellet comercial de tres tipos, dos
son formulaciones especificas para reproductores y el otro es una formulacién de la
fase final de engorda, que para efectos del presente estudio se denominaron con

letras como lo indica la (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

La descripcion detallada de los alimentos se realizé en el capitulo 1 de este

documento.

Cuadro 14 Contenido nutricional de los alimentos utilizados, datos proporcionados por cada
casa maquiladora.
ALIMENTO ALIMENTO % PROT. %GRASA %FIBRA %HUMEDAD %CENIZA
ENGORDA A 25 5 5.50 12 25
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REPRODUCTORES B 36 6 5 12 36

REPRODUCTORES C 36 6 5 12 36

Macintosh y Little (1995) recomiendan alimentar los reproductores de tilapia con el 2
0 3% de su peso vivo/dia (PV/d) dividido en tres raciones iguales a lo largo del dia.
Ernst et al. (1991) describen la alimentaciéon de los reproductores con una tasa del 1-
3% PV/d en dos tomas. El esquema de alimentacién que se utilizé en el presente
experimento fue de 1.5% de la biomasa de cada jaula, dividido en dos raciones
diarias, para lo cual previamente los organismos fueron pesados para realizar los

calculos correspondientes (Cuadro 15).

Cuadro 15 Esquema de alimentacién de los reproductores en base a la biomasa de cada jaula

BIOMASA RACION/DIA
ESTANQUE JAULA LINEA ALIMENTO
)
1 1 STIRLING 5778 A 86.67
2 1 STIRLING 5692 B 85.38
3 1 STIRLING 5600 C 84

9.2.4.4. Evaluacion reproductiva de las hembras

Las hembras antes de ser manipuladas para la extraccion del huevo, se
sedaron con benzocaina, solucién previamente preparada en medio acuoso; los
animales permanecieron en la solucién anestésica hasta que fueron manipulables,
aproximadamente por dos minutos. Posteriormente, son retiradas de la solucion
anestésica, se secO el exceso de agua con una franela humeda, se procedi6 a

realizar la toma de datos (peso, longitud estandar y longitud total).
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Los animales fueron marcados con un michrochip el cual se implant6 en la region del
dorso con un aplicador tipo jeringa, esto con el fin de identificar a cada organismo y

poder relacionar las muestras obtenidas individualmente.

Luego de realizar la biometria se procedi6 a la extraccién de huevo realizando
una presion leve en los flancos desde la parte caudal de los opérculos hacia el poro
genital, siguiendo la region donde se localizan las génadas. Los huevos fueron
colectados en recipientes plasticos debidamente identificados con el nUmero de chip
de cada individuo, luego se midieron en una probeta de 10 ml, para después realizar
el pesaje de los mismos (Figura 13).

analada

band Figura 13 a. Huevos extraidos de cada hembra por jaula. b. Medicion deptener el

dato BIRSRHIS P& e HITHEIR . e reaizaron aos colectas ae nuevo, la

primera al iniciar la prueba y la segunda a los 40 dias de alimentacién (Figura 14).
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Figura 14 Conteo manual de los huevos.

9.2.4.5. Determinacion del tamafio medio y el diametro del huevo.

Para la medicion de los huevos se tomé una submuestra de 50 huevos por
hembra, los cuales fueron colocados en una lamina portaobjetos y observados en un
microscopio compuesto con el objetivo 4X. Los huevos se midieron con la regleta del

ocular que previamente se calibré con base al aumento del objetivo.

Los huevos de la tilapia (O. niloticus) tienen una forma ovoide. Por lo tanto,
con el fin de evaluar el tamafio del huevo y el diametro de los huevos, se deben
medir dos variables: eje largo y el eje corto de huevo (Figura 15). El didmetro de los

huevos se calcula facilmente por este método.
El diametro del huevo se determina con la siguiente formula
D=1+ s/2
Donde: d= Diametro del huevo (mm)

L= Longitud media del eje mayor del huevo (mm)
s= Longitud media del eje corto del huevo (mm)
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9.2.4.6. Determinacion del volumen medio individual.

v=mxlxh3/6
Donde: v = Volumen de huevo (mm3)

| = Longitud media del eje mayor del huevo (mm)

h= Longitud media del eje menor del huevo (mm)

A g J’v’
b B, !

Figura 15 . Medicion de los huevos en 4X. a. Eje largo del huevo. b. Eje

corto del huevo.

9.2.4.7. Determinacion de la composicion proximal del huevo.
Se tomé una alicuota de 100 gr de cada muestra a utilizar para determinar su
composicién proximal.

Se realizaron dos tomas de muestra para analisis, en la primera toma se
colectaron los huevos las hembras de las tres jaulas y se depositaron en un

recipiente como una sola muestra ya que esta correspondié a la muestra inicial,
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debido a que los animales antes de iniciar el experimento estaban en las mismas

condiciones y con el mismo tipo de alimentacion.

Para la segunda toma de muestras, se colectaron los huevos de los

organismos de cada jaula por separado, obteniendo al final tres muestras.

Para evaluar la composicidon bioquimica de las muestras, se llevd a cabo la
determinacion de la composiciéon proximal de cenizas, humedad, lipidos totales y

proteina como a continuacion se explica:

9.2.4.7.1. Humedad

El contenido de humedad se realiz6 por desecacién de las muestras en un
horno a 100 °C por 12 horas. Se determiné por método gravimétrico, es decir la
diferencia entre el peso inicial (antes del horno) y final (después de estar en el horno)
(AOAC 2000).

Célculos: contenido de humedad (%)=[(A-B)/A]*100
Donde: A= Peso de la muestra humedad (g)

B= Peso de la muestra seca (g)

9.2.4.7.2. Proteina cruda

El analisis de proteina de la muestra de huevo se realizo con el uso de un auto
analizador Nitrégeno/Proteina (Leco FP528) por medio de la técnica de Dumas
(conductividad de gases) utilizando helio como referencia y multiplicando el resultado
por el factor 6.25 para conocer la concentracion de proteina (16%N) (Olvera et al.
1993).
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9.2.4.7.3. Extracto etéreo

El contenido de lipidos totales se determind mediante el método Soxhlet, con
el uso de equipo SOXHLET AVANTI TECATOR (modelo 2050) utilizando éter de
petréleo como solvente (AOAC 200).

Célculos: contenido de extracto etéreo (%)=[(B-A)]*100
Donde: A=peso del crisol limpio y seco (g)

B=peso de crisol con grasa (g)

9.2.4.7.4. Ceniza

La ceniza considerada como contenido de minerales totales o material
inorganico de la muestra. Se determindé mediante la calcinacion total de la muestra a

550 °C en una mufla durante 3 horas hasta peso constante (AOAC,2000).

Célculos: contenido de ceniza (%)=100-[(B-A)/C]*100
Donde: A=Peso del crisol con muestras (Q)
B=Peso del crisol con ceniza (g)

C=Peso de la muestra (g)
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9.2.5. RESULTADOS.

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos en las diferentes
pruebas realizadas se utilizd el programa estadistico Minitab versién 16, con él se
corrieron los andlisis de varianza (ANOVA) con comparacion de medias de Tukey y

Fisher.

Al realizar el muestreo inicial los animales de los tres grupos estaban siendo
alimentados con el alimento A, se evaluaron las variables peso, longitud estandar,
longitud total, volumen de huevo, peso del huevo, didmetro del huevo, y volumen

medio individual.

Se hizo una comparacion entre los tres grupos de hembras al comenzar el
experimento, y no hubo diferencia significativa (p>0.05) para ninguna de las variables
mencionadas anteriormente, de igual manera no hubo diferencia significativa entre la

comparacion realizada entre el muestreo inicial y final de cada tratamiento.

9.2.5.1. Comparacion entre muestreo inicial y muestreo final de cada
tratamiento con las variables de andlisis proximal de los
huevos.

Se realizdé una comparacion entre las variables humedad, ceniza, grasa y proteina de

la composicion proximal de los huevos al iniciar y al finalizar el experimento.

El muestreo inicial en todas las comparaciones corresponde al alimento A, ya que los

organismos tenian esa misma dieta.

Para el andlisis estadistico de las variables anteriormente mencionadas, debido a

que el dato final expresado es en porcentaje, se realiz0 la conversion a logaritmo
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natural del valor porcentual de cada variable, y en base a estos resultados se
corrieron las pruebas estadisticas.

En la comparacion del muestreo inicial y el muestreo final del tratamiento con el
alimento A, se evidenciaron diferencias significativas (p<0.05) en la variable
humedad, siendo mayor el valor correspondiente al muestreo final (1.801 + 0.0057);
las demas variables no presentaron diferencias significativas al realizar el analisis
estadistico (Cuadro 16).

Cuadro 16 Comparacion de variables en muestreo inicial y final del tratamiento con el alimento

A
Alimento “A”
Muestreo inicial Muestreo final Comparacion
Variables Media EE Media EE Grupos
Humedad 1.782 0.0015 1.801 0.0057 AB*
Ceniza 0.873 0.0079 0.892 0.0233 AANS
Grasa 0.558 0.0800 0.486 0.0983 AANS
Proteina 1.745 0.0017 1.757 0.0083 AA"S

*Diferencias significativas p<0.05 y ns diferencias no significativas.

En lo que respecta a la comparaciéon de los muestreos correspondientes al
tratamiento con el alimento B, la variable humedad y grasa fueron menores en el
muestreo final (1.766 + 0.0009 y 0.305 £ 0.0092 respectivamente), a diferencia de la
proteina la cual tuvo un valor mayor en el muestreo final (1.777 £ 0.0019). Los datos
correspondientes a ceniza no presentaron diferencia significativa (Cuadro 17).

Cuadro 17 Comparacion de variables en muestreo inicial y final del tratamiento con el alimento

B.
Alimento “B”
Muestreo inicial Muestreo final Comparacion
Variables Media EE Media EE Grupos
Humedad 1.782 0.0015 1.766 0.0009 AB*
Ceniza 0.873 0.0079 0.886 0.0025 AAnS
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Grasa 0.558 0.0800 0.305 0.0092 AB*
Proteina 1.745 0.0017 1.777 0.0019 AB*
*Diferencias significativas p<0.05 y ns diferencias no significativas.

El tratamiento con el alimento C evidencié solo diferencias significativas (p<0.05) en
la variable proteina, siendo el valor de esta mayor (1.774 £ 0.0030) en el muestreo

final. Las demés variables no presentaron diferencias estadisticamente significativas
(Cuadro 22).

Cuadro 22. Comparacion de variables en muestreo inicial y final del tratamiento con el alimento C.

Alimento “C”
Muestreo inicial Muestreo final Comparacion
Variables Media EE Media EE Grupos
Humedad 1.782 0.0015 1.775 0.0035 AANS
Ceniza 0.873 0.0079 0.896 0.0033 AANS
Grasa 0.558 0.0800 0.564 0.0891 AANS
Proteina 1.745 0.0017 1.774 0.0030 AB*

*Diferencias significativas p<0.05 y ns diferencias no significativas.

Se realizé una comparacion general entre el muestreo inicial y final para cada

variable, para determinar si existi6 diferencia entre los tratamientos.

En la figura se observa que al realizar la comparacion de medias entre los
tratamientos, la variable humedad presentd un valor mayor en el muestreo final del
tratamiento con el alimento A (1.801 £ 0.023), a diferencia del tratamiento con el

alimento C, el cual tuvo el valor mas bajo de los tratamientos (1.775 + 0.003) (Figura
16).
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Figura 16 Comparacion de medias para la variable humedad de todos los tratamientos.

En las variables ceniza y grasa no se presentaron diferencias significativas

(p>0.05) al realizar la comparacion de medias entre todos los tratamientos.
Por ultimo la variable proteina tuvo valores mas altos en los tratamientos con

el alimento By C (1.777 £ 0.0019 y 1.774 £ 0.003 respectivamente), a diferencia del

alimento A tanto en el muestreo inicial como en el final (Figura 17).

73



Influencia del alimento balanceado en la calidad gamética en reproductores de tilapia (Oreochromis
niloticus) lineas Supermacho y Stirling.

1.79 -
o 178 1
c
‘@ 1.77 -
=]
[]
s 1.76 -
B 1.75
s L
8 174 -
c
w 1.73 -
K]
1.72 -
1.71 T T T 1
ALIM A INICIAL ~ ALIM A FINAL ALIM B ALIM C
TRATAMIENTOS

Figura 17 Comparacion de medias para la variable proteina de todos los tratamientos.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en el andlisis

bromatolégico de los huevos, segun el tratamiento (Cuadro 18).

Cuadro 18 Datos de analisis bromatoldgicos de los huevos en el muestreo inicial y final de

cada tratamiento.

% HUMEDAD % CENIZA % GRASA %PROTEINA

MUESTREO
ALIM. A 66.63 7.47 3.74 55.66
INICIAL
ALIM. A 63.34 7.82 11.45 57.19
MUESTREO
ALIM B 58.46 7.7 4.22 59.91
FINAL
ALIM. C 59.58 7.89 9.44 59.45
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9.2.6. DISCUSIONES.

No hubo diferencias significativas entre las medidas morfometricas de los
animales y los datos de produccién de huevo al iniciar y al terminar el experimento,
esto debido a que al realizar la colecta se encontraron diferentes estadios de
desarrollo de los huevos, ademas hubo presencia de huevos en la boca de algunas
hembras al momento de la colecta, aunque al iniciar el experimento a todas las
hembras se les practicé la extraccidon, no estaban en iguales condiciones de tiempo
para ovopositar, debido a esto se encontré tanto en el muestreo inicial y final huevos

inmaduros y huevos maduros.

Para poder determinar con exactitud la cantidad de huevos maduros en las
hembras es necesario disefiar un modelo experimental diferente, donde se puedan
apreciar los cambios en la papila genital y la zona abdominal, que preceden a la
ovulacién, para posteriormente realizar la extraccion y tener un dato comparativo

entre las hembras.

Los animales al iniciar el experimento estaban siendo alimentados con
alimento A el cual es alimento en etapa de finalizacién de la engorda, por esta razon
los datos relacionados en los cuadros y gréaficos en las seccién anterior corresponden
al mismo dato inicial entre cada tratamiento, ya que en el muestreo inicial se
colectaron los huevos de todas las hembras, se homogenizdé la muestra y se

realizaron los analisis proximales como un Unico muestreo inicial.

En la comparacion de los muestreos inicial y final de cada tratamiento, no
hubo diferencia entre la composicion proximal de los huevos del tratamiento con

alimento A ya que como se mencioné anteriormente corresponde al mismo alimento.

Los huevos de las hembras del tratamiento con el alimento B, presentaron
disminucion en el contenido de humedad (1.766 = 0.0009) y grasa (0.305 + 0.0092) y
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el valor de proteina increment6 (1.77 + 0.0019), lo cual es similar a los resultados
obtenidos por (Valbuena et al. 2013) donde realizé analisis bromatolégicos a huevos

de tilapia roja (Oreochromis sp).

De igual manera en las hembras del tratamiento con el alimento C, hubo una
diferencia significativa entre el contenido de proteina del muestreo inicial (1.745 +
0.0017) y el muestreo final (1.774 + 0.0030), el cual fue mayor.

Al ser alimentados con formulaciones especificas para animales en etapa de
reproduccion, estos alimentos contienen un mayor porcentaje de proteina, alimento B
36% de proteina segun informacion de la casa maquiladora y 39.6% siendo el dato
obtenido en el analisis proximal en laboratorio, para el alimento C 36% de proteina
segun informacién de casa maquiladora y 37.2% de proteina obtenido en el analisis
proximal en laboratorio; en un restudio realizado por Gunasekera et al. 1996 se
evidencio que al suministrar dietas con porcentajes de proteina de 35%, los huevos
incrementan el valor de la proteina significativamente en comparacion con dietas con

menor contenido de proteina.

De acuerdo con esto y con los resultados obtenidos en el muestreo final donde
se realiz6 una comparacion de los cuatro tratamientos A inicial A, B y C finales
(Figura 15), se determin6 que las dietas B y C influenciaron significativamente en la
composicion proximal del huevo, siendo el incremento en porcentaje de proteina en

el huevo el cambio mas evidente.
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9.2.7. CONCLUSIONES

En conclusién este estudio indica que la alimentacion y la composicion
nutrimental de los alimentos es fundamental para que los animales tengan una
eficiente producciéon de gametos de buena calidad, el tiempo de alimentacion es
importante ya que con una alimentacion basada en dietas con contenido de proteina
mayor a 35% se mejora considerablemente la composicion y la viabilidad de los

huevos.

Para la adecuada evaluacion de la cantidad de huevo y la morfologia del
mismo es necesario plantear un disefio experimental diferente ya que en el que se
realizd6 no fue posible determinar el tiempo apropiado para la extraccién de los

huevos.
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10. DISCUSION GENERAL.

La linea que presentd mayores diferencias entre las pruebas de calidad
espermatica realizadas fueron los Supermachos y el alimento que influencié mas a
esta linea fue el alimento C. Al ser el alimento una dieta formulada especificamente
para reproductores, su influencia en la calidad espermatica es mayor comparada con

una dieta para animales en etapa de finalizacién de la engorda.

A diferencia de los machos, no hubo diferencias significativas entre las
medidas morfometricas de los animales y los datos de produccion de huevo al iniciar
y al terminar el experimento, esto debido a que al realizar la colecta se encontraron
diferentes estadios de desarrollo de los huevos, ademas hubo presencia de huevos
en la boca de algunas hembras al momento de la colecta, aunque al iniciar el
experimento a todas las hembras se les practicé la extraccion, no estaban en iguales
condiciones de tiempo para ovopositar, debido a esto se encontr6 tanto en el

muestreo inicial y final huevos inmaduros y huevos maduros.

Lo que permiti6é evidenciar un efecto de la dieta en la calidad de huevo fue el
contenido de proteina de los mismos al finalizar el experimento, pero para comprobar
si hay cambios mayores en otros componentes del huevo, es necesario disefiar un
experimento diferente para poder realizar una evaluacion mas confiable donde se

puedan obtener mas datos y trabajar con muestras mas homogéneas.

La composicién proximal de estos alimentos es de vital importancia para poder
determinar la causa de los incrementos en los valores de cada evaluacion. En este
sentido el alimento A, no esta disefiado para reproductores y aunque los alimentos B
y C si lo estan, estos ultimos presentaron diferencias entre si. La principal diferencia
radica en el porcentaje de grasa, ya que el alimento C present6 hasta 80 % mas en

comparacion al alimento B. La importancia de la grasa en el alimento radica en dos
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cuestiones primordiales; la palatabilidad del alimento y fuente de energia
metabolizable.

Al mantener un elevado porcentaje de grasa, el alimento C pudo haber
presentado una mejor palatabilidad, adicionalmente, resaltan el sabor y mejoran la
textura del alimento haciéndolo mas atractivo para los peces y por ende,
consumiéndolo en su totalidad y en poco tiempo; antes de que los componentes

nutricionales del mismo se diluyan en el agua.

Notoriamente los machos fueron méas susceptibles a la influencia de los
alimentos en la calidad de sus gametos con respecto a las hembras, pero para
afirmar esta susceptibilidad es necesario extender la prueba minimo 120 dias, para
gue como lo evidencia De Oliveira et al. (2014), existan cambios en la composicion
bromatolégica de los huevos en hembras alimentadas con diferentes niveles de

proteina.
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