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RESUMEN. Se caracteriz6 la morfometria de los espermatozoides del teledsteo Moenkhausia sanctaefi-
lomenae, y se evalud el efecto de la suplementacién del carotenoide astaxantina en la dieta sobre la calidad de
semen. La morfometria de los espermatozoides se realiz6 con microscopia Optica con la tincién de eosina-
nigrosina vista en fluorescencia. La calidad de semen de 360 peces se evalué con espermogramas clasicos
(concentracidn, volumen, motilidad y viabilidad). La longitud total del espermatozoide fue de 16,83 + 2,33 um,
didmetro de la cabeza sin acrosoma de 1,93 £ 0,21 um, didmetro de la pieza media de 0,91 + 0,23 um y longitud
del flagelo de 13,18 + 1,76 um. En los peces del grupo control, el volumen seminal y la concentracion
espermatica fue de 2,14 + 1,55 UL y 6,8x10% + 292,82 respectivamente. La adicion de astaxantina incrementd
significativamente (P < 0,05) estos parametros a 3,87 + 1,06 puL y 13x10% + 265,56 respectivamente. La
motilidad no vari6 significativamente entre el grupo control (3,14 + 1,46) y astaxantina (3,50 + 0,92). Los
resultados indicaron una tendencia hacia el incremento de la calidad seminal en el grupo tratado con astaxantina.
Este incremento se puede atribuir a sus propiedades antioxidantes que protegen a las células testiculares contra
el estrés oxidativo, con lo cual, se mejora el potencial reproductor de esta especie en condiciones de cultivo.
Palabras clave: Moenkhausia sanctaefilomenae, astaxantina, calidad de semen, espermatozoide, carotenoides,
acuicultura.

Effect of astaxanthin supplementation on semen quality in
Moenkhausia sanctaefilomenae (Teleostei: Characidae)

ABSTRACT. This study was set out to: i) characterize the morphometry of spermatozoa of M.
sanctaefilomenae; and ii) evaluate the effect on the quality of semen by astaxanthin supplementation in the diet.
The morphometry of the sperm was analyzed by optical microscopy (nigrosin-eosin staining). Semen quality of
360 fish was evaluated by spermograms (volume, total number, motility and viability). The length of the sperms
was 16.83 £ 2.33 um, the head diameter was 1.93 £ 0.21 um without acrosome, the midpiece diameter was 0.91
+ 0.23 um and the length of the flagellum was 13.18 + 1.76 um. In fish unexposed to astaxanthin (control group)
the seminal volume and the total number of sperms was 2.14 + 1.55 pL and 6.8x108 + 29, respectively. The
addition of astaxanthin in the diet significantly increased (P < 0.05) these parameters to 3.87 + 1.06 uL and
13x108 + 26, respectively. The motility of the sperms and the sperm viability did not differ between both groups
(P > 0.05). The results suggest that astaxanthin improves some parameters of the semen quality (volume and
total number). This improvement may be attributable to the antioxidant properties (i.e., protection against
oxidative stress in testicular cell structures) of astaxanthin.

Keywords: Moenkhausia sanctaefilomenae, astaxanthin, semen quality, sperm, carotenoids, aquaculture.
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INTRODUCCION

La nutricion es un factor determinante en la acuicultura
y su efecto es poco conocido durante el proceso
reproductor de los teledsteos. La madurez gonadal,
fecundidad y desarrollo embrionario estan influen-
ciados por la presencia de nutrientes esenciales en la
dieta natural de los peces, que varia segun la especie y
su distribucion geografica. Esto se manifiesta en la
reduccion del éxito reproductor en los peces cultivados
en granja (Luguet & Watanabe, 1986; Earle, 1995;
Izquierdo et al., 2001).

Los lipidos y acidos grasos son agentes que
intervienen en los procesos reproductores, mejorando
la calidad de los gametos y embriones (Sargent et al.,
2002). En este sentido, los carotenoides poseen
propiedades quimicas y bioldgicas en la nutricion de los
peces, que se relacionan con procesos metabélicos,
inmunidad, pigmentacion y reproduccion. Ademas, los
carotenoides protegen ante los efectos de compuestos
oxidantes y peroxidantes (Luguet & Watanabe, 1986;
Burton, 1989; Kurshize et al., 1990; Krinsky, 1993;
Nishigaki et al., 1994).

Los peces son incapaces de sintetizar carotenoides,
a diferencia de las plantas y algunos microorganismos,
como algas y cianobacterias (Schewender et al., 1996;
Disch et al., 1998; Sanchez et al., 1999). Por lo que, los
tele6steos dependen del suplemento de carotenoides en
la dieta para cubrir sus requerimientos nutricionales
(Meyers, 2000), situacion critica en organismos
confinados en las unidades productivas, ya que no
cuentan con aportes de su dieta natural (Izquierdo et al.,
2001).

La eficacia de los carotenoides, como la astaxantina,
en el mejoramiento de la calidad de los ovocitos en
teledsteos ha sido demostrada previamente en Salmo
salar (Christiansen & Torrissen, 1997), Oncorhynchus
mykiss (Choubert et al., 1998), Gadus morhua
(Sawanboonchun et al., 2008) y Lytechinus variegatus
(George et al., 2001).

También Czeczuga (1979) document6 la presencia
de pequefias cantidades de carotenoides en el semen de
Oncorhynchus mykiss, lo que sugiere que estos
pigmentos poseen alguna actividad biolégica. La Unica
evaluacion del efecto de los carotenoides sobre los
gametos masculinos fue realizada en Salvelinus alpinus
(Mansour et al., 2006), donde se determind la
importancia de estas moléculas en la prevencion del
estrés oxidativo de los espermatozoides. A pesar de los
resultados obtenidos, y de la importancia de los
espermatozoides en el proceso reproductor, por su
contribucion genética en la produccién de embriones y
larvas viables, mediante la integridad y calidad de su

ADN (Coward et al., 2002; Rurangwa et al., 2004), no
se cuenta con mayor informacidn en este contexto.

La calidad seminal de los teledsteos depende de
interacciones complejas entre factores genéticos,
fisiolégicos y ambientales (Billard et al., 1995; Coward
et al., 2002). En los peces mantenidos en cautiverio, la
calidad del semen estd afectada por el fotoperiodo,
calidad de agua y nutricion (Blaxter, 1969; Rurangwa
etal., 2004).

El tetra de ojos rojos, Moenkhausia sanctaefi-
lomenae es un caracido tropical de la region amazonica
con gran importancia comercial ornamental en México
(Gallardo et al., 2009; Martinez-Espinosa et al., 2009)
y es un buen modelo de investigacion por su facil
reproduccion y tamafio pequefio (Dawes, 2005). Existe
informacion acerca de su embriologia (Walter, 2012),
nutricion larval (Gallardo et al., 2009) y ciclo
reproductivo (Lourenco et al., 2008). Sin embargo, aiin
guedan algunos aspectos de su biologia reproductora y
de su cultivo comercial por conocer. En consecuencia
los objetivos de este trabajo son: i) caracterizar la
morfometria de los espermatozoides de M. sanctae-
filomenae, y ii) evaluar el efecto de la adicidon del
carotenoide astaxantina en la dieta de los peces sobre la
calidad de semen.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realiz6 en el Laboratorio de
Bioguimica de la Reproduccion de la Universidad
Auténoma Metropolitana, unidad Xochimilco. Se
utilizaron 360 ejemplares de M. sanctaefilomenae de
cinco meses de vida adquiridos a un productor local de
reproduccidn probada. Se distribuyeron al azar en seis
unidades experimentales de 40 L con filtracién
bioldégica y mecanica constante con filtros de caja
Azul®. La temperatura se mantuvo a 26 + 1°C con
termostatos de 50 w Elite® y el fotoperiodo fue de 14 h
de luz por 10 h de obscuridad.

Se evaluaron dos grupos experimentales por
triplicado: Grupo 1: alimento balanceado para trucha El
Pedregal® (Silver-Cup®) y Grupo 2: alimento
balanceado para trucha El Pedregal® (Silver-Cup®)
impregnado con el carotenoide astaxantina Natu Rose®
al 2%. Se agregaron 10 g de astaxantina a cada kg de
alimento mediante la técnica de evaporacién de alcohol
(Guerrero, 1975). El alimento proporcionado fue
equivalente al 3% de su biomasa, distribuida en tres
raciones diarias durante 90 dias previos a la evaluacion
de la calidad del semen.

Las muestras de semen se colectaron con tubos
capilares sin heparina de 75 mm Propper® (uno por
individuo), posterior a un masaje abdominal en direc-
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cién opercular-caudal. La caracterizacion morfo-
métrica de los espermatozoides se realizd con el
programa Image-Pro Plus 5.1%, con la tincion de
eosina-nigrosina (E-N) vistos con fluorescencia, segin
Lahnsteiner & Patzen (2008). La calidad del semen se
evalu6 mediante espermogramas clasicos en todos los
individuos. Se calculé el volumen, concentracion,
motilidad (escala subjetiva de 1 a 5, donde 1 equivale a
ningin espermatozoide movil y 5 a todos los
espermatozoides moviles), y viabilidad de acuerdo a
Rodriguez (1992), con un microscopio Nikon eclipse
80i®.

Para detectar diferencias significativas entre los dos
grupos experimentales se realizaron pruebas de t-
Student, con significancia de P < 0,05.

RESULTADOS

Los espermatozoides maduros de M. sanctaefilomenae
tuvieron una longitud total de 16,83 + 2,33 pm vy
consistié en una cabeza esférica pequefia, una pieza
media reducida y un flagelo unico. El didmetro de la
cabeza fue de 1,93 £ 0,21 um sin acrosoma, la pieza
media de 0,91 + 0,23 umy longitud del flagelo de 13,18
+1,76 pm.

El volumen seminal del grupo control fluctué entre
1y 4 pL, con promedio de 2,14 + 1,55 pL. Mientras
que en el grupo de astaxantina, fluctu6 de 2,5a 6,5 L,
con promedio de 3,87 + 1,06 pL. Se registraron
diferencias significativas entre los tratamientos (P <
0,05) (Fig. 1)

La concentracién espermatica del grupo control
fluctu6 entre 3 y 22x10® espermatozoides, con
promedio de 6,8x10% + 292,8. En el grupo de
astaxantina se registr6 una concentracion espermatica
de 9 a 25x10% espermatozoides, con promedio de
13x10® + 265,5, estimandose diferencias significativas
(P < 0,05) (Fig. 2)

La motilidad registrada para el grupo control varié
de 1 a 5, con promedio de 3,14 + 1,46. El grupo de
astaxantina fluctué entre 2 y 5, con promedio de 3,50 +
0,92. No se detectaron diferencias significativas entre
los grupos experimentales (P > 0,05).

La viabilidad en los espermatozoides del grupo
control fue de 65 a 94%, con promedio de 81,14 +
9,68%. El grupo de astaxantina vario de 73 a 86%, con
promedio de 78,62 + 4,92%. No se detectaron
diferencias significativas entre los grupos (P > 0,05).

DISCUSION

Morfometria de los espermatozoides

De acuerdo con Mattei (1991) y Lahnsteiner & Patzen
(2008), el espermatozoide de M. sanctaefilomenae co-

rresponde al tipo I, acuaesperma, es decir, tipico
esperma uniflagelado sin acrosoma, como el de la
mayoria de los teledsteos de fertilizacién externa.
Santana et al. (2013) caracterizaron la morfologia del
espermatozoide de M. sanctaefilomenae a nivel
ultraestructural, con el nlcleo esférico y excéntrico en
relacion al eje del flagelo, la pieza media asimétrica con
un canal citopldsmico en la zona distal, un sistema
endomembranal y varias mitocondrias alargadas;
aunque no reportaron las medidas de las regiones antes
descritas.

La morfometria de los espermatozoides descrita por
primera vez en el presente trabajo, sigue el patron
general reportado en los caracidos: Boehlkea
fredcochui, Bryconacidnus ellisi, Bryconamericus
exodon, Ceratobranchia obtusirostris, Cyanocharax
alburnus, Creagrutus meridionalis, Knodus meridae,
Odontostoechus lethostigmus, Piabina anhembi,
Piabina argéntea, Rhinobrycon negrensis (Baicere-
Silva et al, 2011); Hemigrammus marginatus
(Magalhges et al., 2011); Piaractus mesopotamicus y
Serrasalmus maculatus (Gusmdo-Pompiani et al.,
2009) ya que la estructura esta determinada por el modo
de reproduccion, tamafio de los ovocitos producidos
por las hembras y nivel sistematico en que se
encuentran las especies (Jemieson, 1991).

La descripcion morfométrica del espermatozoide de
M. sanctaefilomenae es importante para complementar
la informacion de su biologia reproductora. El aporte es
significativo en lo particular y en lo general, para las
especies de peces tropicales de importancia econémica,
de las cuales, es escasa su documentacion en la
literatura.

Calidad seminal

Los resultados muestran una clara tendencia hacia el
incremento de la calidad seminal (volumen, concen-
tracion y matilidad) en el grupo tratado con astaxantina.
Este incremento puede atribuirse a que este agente
posee propiedades antioxidantes. Los carotenoides
brindan proteccion ante la peroxidacién de los lipidos
(Kurshize et al., 1990), ademas de su capacidad para
secuestrar radicales libres de oxigeno, resultantes de la
peroxidacion de los lipidos. Algunos peces presentan
concentraciones elevadas de acidos grasos poliinsa-
turados (Meyers, 2000) que pueden ser blancos de
lipoperoxidacion. Adicionalmente, los radicales libres
pueden dafar también proteinas (enzimas) y acidos
nucléicos (ADN) (Miki, 1991).

Si bien en los peces no se ha documentado el dafio
ocasionado por los radicales libres, en espermatozoides
humanos se ha documentado que pueden modificar el
citoesqueleto y el axonema, ocasionando la reduccion
en la motilidad (De Lamirande & Gagnon, 1992); frag-
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Figura 1. Volumen espermatico en los grupos experimentales de M. sanctaefilomenae (promedio + desviacion estandar).
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Figura 2. Concentracion espermatica en los grupos experimentales de M. sanctaefilomenae (promedio + desviacion

estandar).

mentacién del ADN nuclear, lo que causa alteraciones
en el proceso de espermatogénesis, infertilidad o
neoplasia en los descendientes (Roberts, 1998).

Por otro lado, se ha demostrado que las
concentraciones de vitaminas antioxidantes A, E y C,
se incrementan significativamente en peces alimentados
con una dieta suplementada con astaxantina
(Christiansen et al., 1995). De acuerdo a lo anterior, la
astaxantina es un precursor natural de la vitamina A,
que se ha relacionado con el aumento en la respuesta
inmune en teleésteos (Thompson et al., 1995). Ademas,
la vitamina C tiene un efecto protector contra el dafio
oxidativo por radicales libres, en la funcion secretora
del tejido endocrino; por lo tanto, en la esteroidogénesis
y el mantenimiento de los niveles de testosterona en
testiculos de ratas (EI-Missiry, 1999). En consecuencia,

la baja concentracién de esta vitamina puede tener un
impacto negativo sobre la gametogénesis (Gomes et al.,
1977). Asimismo, se ha documentado que la vitamina
C es importante para mantener la integridad fisioldgica
de los testiculos y glandulas accesorias en cerdos
(Chinoy et al., 1986). Por otra parte, se reporto el
incremento del volumen seminal asociado a la
reduccidn y prevencion del dafio oxidativo del ADN en
las especies de teledsteos Ctenopharyngodon idellus
(Metwally & Fouad, 2009) y Oncorhynchus mykiss
(Dabrowski & Ciereszco, 1995), asi como en ratas
(S6nmez et al., 2005) y en humanos (Potts et al., 1999).
También se ha demostrado que la vitamina E reduce
significativamente la peroxidacion lipidica (Massaeli et
al., 1999) y el incremento en la cantidad de esperma-
tozoides en conejos (Youself et al., 2003).
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Los resultados de este estudio sugieren que la
adicién de astaxantina a la dieta incrementa tanto el
volumen seminal como la concentracion de
espermatozoides. Probablemente debido a la reduccion
del dafio en las membranas celulares, en el material
genético, y en la regulacion de la esteroidogénesis en
los testiculos (Christiansen et al., 1995; Meyers, 2000).
La concentracion de espermatozoides es uno de los
parametros mas Utiles en la evaluacion de la calidad
seminal de los teledsteos y con mayor trascendencia
practica en las granjas piscicolas (Rurangwa et al.,
2004).

También se ha sugerido que la astaxantina influye
en la motilidad de los espermatozoides al inducir una
quimiotaxis positiva (Hartmann et al., 1947). En el
presente trabajo, se registr6 un incremento en la
motilidad del grupo de astaxantina con respecto al
control, aunque no fue estadisticamente significativo,
resultados similares a los reportados por Quantz (1980).

La viabilidad se evalu6 en funcion de la integridad
de la membrana. No obstante que el porcentaje de
viabilidad fue menor en el grupo de astaxantina, no se
detectaron diferencias significativas, con respecto al
grupo control. Lo anterior sugiere que la astaxantina
puede actuar a nivel de la espermatogénesis (en los
tejidos epiteliales y células sométicas) y en las
regulaciones endécrinas de este proceso, y no sobre la
viabilidad de los espermatozoides per se (Gomes et al.,
1977; Chinoy et al., 1986; Christiansen et al., 1995).

Estos resultados permiten proponer que en M.
sanctaefilomenae, la astaxantina por si misma, o0 en
sinergia con las vitaminas antes mencionadas, protege
contra el estrés oxidativo a las estructuras celulares
testiculares, como plantea Meyers (2000) para otras
especies acuaticas. Esto permite mejorar el potencial
reproductor de esta especie en condiciones de cultivo.
Actualmente, no existen estudios similares en peces
tropicales que permitan contrastar el alcance de la
aplicacion de este agente, alin cuando en las granjas de
produccion de peces en México, la administracién de
astaxantina es comuln. Por esta raz6n, es necesario
profundizar en el modo de accion de los carotenoides
sobre los espermatozoides o sobre el proceso de
espermatogénesis, para deducir la posible via de accion
de este carotenoide sobre el aparato reproductor
masculino.
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