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GALAXIIDAE) 

QUALITATIVE AND QUANTITATIVE ANALYSIS OF THE MILT OF 
PUYE GALAXIAS MACULATUS (JENYNS,1842) (SALMONIFORMES: 
GALAXIIDAE) 

Iván Valdebenito, Juan Bariles, Rolando Vega, Patricio Dantagnan, Aliro Bórquez y Eriko Carreño 

RESUMEN 

En la presente investigación se estudió cuali y cuantitativamente el semen del puye (Galaxias maculatus). Para ello se 
capturaron especímenes adultos (6,24 IT 0,84 cm de longitud estándar) de aguas límnicas del Sur de Chile y luego fueron 
mantenidos en cautiverio. Una vez maduros, diez especímenes fueron anestesiados y mediante masaje abdominal se les 
extrajo una muestra de semen que se sometió a examen visual, recuento espermático, espermatocrito y motilidad. Los 
resultados obtenidos muestran que el semen del puye es poco abundante (máximo 0,2 m1 por individuo), de color 
blanquecino y gran viscosidad. Cuantitativamente se encontró un promedio de 55,3 x lo6 espermatozoides/ml, un 
espermatocrito de 89,63 % y una correlación entre ambas variables de r=0,97. La motilidad frente a distintos activadores es 
muy baja y sólo se observó una motilidad igual a 2 (en una escala de O a 5) por aproximadamente 30 min al utilizar un 
activador en base a carbamida. 
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ABSTRACT 

In the present investigation milt of puye (Galaxias maculafus) was studied qualitatively and quantitatively. Adult 
specimens (6.24 f 0.84 cm of standard length) were captured from fresh waters of the South of Chile and were kept in 
captivity. Once they were mature, the specimens were anesthetized and a sample of milt was extracted by stripping. This 
was subjected to visually examined and spermatic count, spermatocrit and sperm motility determined. The results 
obtained show that milt of puye is not very abundant (maximum 0.2 m1 per individual), of a whitish color and great 
viscosity. Quantitatively, it was found an average of 55.3 x lo6 sperm/ml, a spermatocrit of 89.63 'fh average with a 
correlation between both variables of r = 0.97. Motility check with different activators is very slow and it was only observed 
a motility equal to 2 (in a scale of O to 5) for approximately 30 min when carbamide was used. 
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INTRODUCCION mente explotado para satisfacer la demanda 
de restaurantes y hoteles nacionales e interna- 

Galaxias maculatus es un pequeño pez salmoni- cionales que lo ofrecen como un fino plato de 
forme cuyo estado juvenil cristalino es intensa- mesa. Esto ha hecho que la especie se encuentre 

en peligro de extinción y sus poblaciones natu- 

Depto. de Cs. de la Acuicultura. Universidad Católica de Temuco, rales colapsadas. Estos antecedentes muestran 
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te su cultivo, con fines comerciales y/o de 
repoblamiento. Para esto es fundamental co- 
nocer y manejar diversas etapas del ciclo de 
vida de la especie, hábitos alimentarios, condi- 
ciones de cultivo, tecnoestructura y manejar en 
forma adecuada los procesos reproductivos 
como son los desoves, fecundación e incuba- 
ción. 

Se ha estudiado la gametogénesis, el ciclo 
reproductivo, los hábitos alimentarios de po- 
blaciones naturales y su alimentación artificial 
y se ha establecido la tecnoestructura mínima 
para su cultivo (Campos, 1970,1972,1973,1974, 
1979; Peredo & Sobarzo, 1993; Vega et al., 1993; 
Dantagnan et al., 1995). Entre los estudios 
sobre las características seminales de peces de 
interés comercial, destacan los trabajos de Pérez 
(1978) y Almendras (1993) en trucha arco iris, 
desconociéndose totalmente antecedentes bio- 
lógicos del semen del puye. Por ello, el objetivo 
de este trabajo es caracterizar cuali y cuantita- 
tivamente el semen de G. maculatus, anteceden- 
tes esenciales para el manejo artificial de los 
procesos reproductivos de la especie en 
pisciculturas con fines comerciales o de 
repoblamiento. 

MATERIALES Y METODOS 

Se capturaron en el mes de septiembre de 1993 
aproximadamente 500 especímenes silvestres 
adultos de G. maculatus en zonas del río Cautín 
próximas a la ciudad de Temuco, IX Región, 
Chile. El acondicionamiento se efectuó en es- 
tanques circulares de 100 1 de capacidad, con 
flujo abierto y alimentados con pellet comercial 

' de trucha al que se le ajustó el contenido lipídico. 
Una vez alcanzada la madurez sexual (fines de 
octubre), los especímenes fueron anestesiados 
con MS-222 para posteriormente extraer el se- 
men por masaje abdominal. 

El semen de 10 individuos se utilizó para 
determinar la densidad espermática (número 
de esperrnatozoides por mm3) y el espermato- 
crito (volumen porcentual de esperrnatozoides 
en el semen). Se utilizó cámara de Neubauer 
según metodología tradicional utilizada para 
el recuento hematológico descrito por 
Oppenheim (1973). El espermatocrito se cuan- 
tificó mediante microcentrifugación por 12 min 
a 10.000 rpm, similar a la técnica señalada por 

Oppenheim (1973) para el hematocrito. Ambas 
variables se ajustaron a una ecuación de regre- 
sión por el método de los mínimos cuadrados. 

La motilidad fue evaluada en semen combi- 
nado de cinco machos, sometiendo pequeñas 
alícuotas a la acción de 9 diferentes activadores 
(Tabla 1) a temperatura ambiente de 13 O C  y 
bajo observación microsc_ópica con un aumen- 
to de 10x segúnmetodología descrita por Billard 
y Cosson, 1989. La escala de evaluación fue la 
utilizada por Sánchez-Rodríguez & Billard 
(1977), estos autores utilizan un rango de valo- 
res de O para la nula actividad flagelar y 5 para 
la máxima (Tabla 2). 

Tabla 1: Soluciones utilizadas en la activación e s p e d c a  
de Galaxias maculatus. Activadores: 

Solutions used for activation of the sperm of 
Galaxias maculatus. Activators: 

1: Carbamida 0,3 más cloruro de sodio al 0,4 76. 
2: Solución fisiológica con agua de río a pH = 9. 
3: Agua de río al 125 mM de NaCl más 200 mM de tris a 

pH = 9. 
4: Agua de río natural a pH = 7,5. 
5: Agua de pozo a pH = 7,2. 
6: Solución de ac. bórico (1,2276) y tetraborato disódico 

(7,60/0) diluido. 
7: Agua de río con lavado de ovocitos. 
8: Agua de mar, 5 760. 
9: Agua de mar, 10 %O. 

Tabla 2: Escala de evaluación de la motilidad espermática 
según Sánchez-Rodríguez & Billard (1977). 

Scale used to assess sperm motility according to 
Sánchez-Rodríguez & Billard (1977). 

VALOR TIPO MOTILIDAD 

5 Todos los esperrnatozoides se desplazan vigo- 
rosamente, es imposible fijar la vista en uno de 
ellos. 

4 La mayoría de los esperrnatozoides se des- 
plazan rápido, algunos lo hacen lento. 

3 Los espermatozoides presentan tres compor- 
tamientos: 
- algunos se desplazan vigorosamente. 
- algunos se desplazan lentamente. 
- algunos están inmóviles. 

2 Pocos espermatozoides se desplazan rápida- 
mente, muchos lo hacen lentamente. La mayo- 
ría está inmóvil. 

1 Algunos espermatozoides se agitanligeramen- 
te. La mayoría está inmóvil. 

O Todos los espermatozoides están inmóviles. 
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Debido al escaso volumen de semen extraí- 
do de cada individuo, no fue posible evaluar su 
fertilidad. 

RESULTADOS 

El máximo volumen de semen extraído por 
individuo fue de 0,2 ml, correspondiendo éstos 
a 10 machos adultos de una longitud estándar 
media de 6/24 +_ 0,84 cm. El semen se observa de 
color blanquecino y denso, frecuentemente el 
pequeño volumen extraído se adhiere a la piel 
del individuo, dificultando su extracción y 
manipulación. 

El análisis cuantitativo se realizó con una 
muestra de 10 individuos y el semen mostró 
una densidad espermática media de 55,33 t- 
11,13 (x lo6) espermatozoides /mm3, con un 
valor máximo de 68,20 x lo6 espermatozoides / 
mm3 y un mínimo de 42,40 x lo6 espermatozoi- 
des / mm3. El valor medio del espermatocrito 
fue de 89,63 + 7/65 O/o,  con un máximo de 100 % 
y mínimo de 80 "fo. Al correlacionar la densidad 
espermática con el porcentaje de espermatocri- 
to, se determinó un alto grado de asociación 
entre ambas variables, obteniéndose un r=0,97 
(Fig. 1). 

El máximo valor de la motilidad espermática 
observada según la escala de Sánchez.-Rodrí- 
guez & Billard (1977) es de "2", con un activador 
en base a carbamida. Luego se determinó una 
motilidad igual a "1" con agua de río tampo- 
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Figura 1: Correlación obtenida entre densidad espermá- 
tica (N0 espermatozoides/mm3 x lo6) y esper- 
matocito (O/o) para el semen de 10 especíme- 
nes adultos de Galaxias maculatus. 

Correlation between sperm density (Number of 
sperm cells /mm3 x lo6) and the spermatocrit (%) 
for the milt of 10 Galaxias nzaculatus adults. 
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Figura 2: Nivel de motilidad obtenida con cada activador 
para el semen de Galaxias maculatus según la 
escala de motilidad descrita por Sánchez-Ro- 
dríguez & Billard (1977). 

Leve1 of motility attained by the sperm of Galaxias 
maculatus with each activator according to a 
scale described by Sánchez-Rodríguez & Billard 
(1977). 

neada y tris y el valor "0" fue observado con 
otras seis soluciones activadoras (Fig. 2). En 
estos últimos se encuentra el agua de río sin 
tratamiento. La duración de la motilidad al- 
canzó un tiempo aproximado de 30 min, tiem- 
po después del cual sólo se observa una vibra- 
ción que dura más de un día. 

En experiencias rutinarias desarrolladas en 
laboratorio, se ha observado regularmente esta 
baja motilidad del espermatozoide de G. 
maculatus. Sin embargo, se han obtenido en 
muchas experiencias, porcentajes de fecunda- 
ción de hasta un 100% al utilizar semen con 
características de volumen, densidad y motili- 
dad, similares al analizado en esta experiencia 
(datos sin publicar). 

/ 

DISCUSION 

La baja motilidad observada en el espermato- 
zoide de G. maculatus es una característica 
atípica para los peces, que podría ser el resulta- 
do de una situación de manejo o una estrategia 
reproductiva aún no conocida. En salmónidos, 
los espermatozoides una vez maduros se alma- 
cenan en un virtual conducto deferente 
inmersos en el fluido testicular, donde perma- 
necen inmóviles (Levanduski & Cloud 1988), 
producto de los altos niveles de K+ del semen 
(Schlenck & Kahmann, 1937; Billard & Jalabert 
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1974; Billard 1990; Perchec et al., 1993). Su ac- 
tividad flagelar empieza al tomar contacto 
con el agua, solución salina o fluido ovárico 
(Levanduski & Cloud 1988). Estas soluciones 
no han resultado totalmente efectivas en G. 
maculatus. La actividad flagelar del espermato- 
zoide de trucha llega sólo a 20-30 seg (Billard & 
Cosson 1988; 1989; Billard 1990; Perchec et al., 
1993), en cambio, en el puye se ha observado 
una actividad flagelar de aproximadamente 30 
min. Sin embargo, Campos (1970) señala que el 
espermatozoide de esta especie permanece 
varios horas con actividad flagelar. Por otra 
parte, en forma rutinaria se ha observado que 
los espermatozoides mantienen una leve vi- 
bración después de 24 h de ser diluidos en 
solución fisiológica, aún cuando no se ha eva- 
luado su capacidad fecundante. 

La motilidad del espermatozoide depende 
además de otros factores, como la concentra- 
ción externa de Ca+ (Perchec et al., 1993), ya que 
sin este ión en el medio extracelular, la motili- 
dad no se gatilla y la reposición de éste después 
de 15 min es capaz de iniciar nuevamente la 
actividad flagelar en el espermatozoide de tru- 
chas (Billard & Cosson 1988). Para espermato- 
zoide~ de salmónidos, el pH del medio ideal- 
mente debe ser 9 (Nomura 1964; Baynes et al., 
1981; Billard, 1990; Perchec et al., 1993), y la 
temperatura también es un factor que afecta la 
actividad espermática en peces (Cosson et al., 
1985). Billar & Cosson (1988) señalan que en 
truchas, las temperaturas de 25 "C provoca 
mayor movimiento flagelar, pero por un tiem- 
po menor que el obtenido a 5 "C. En G. maculatus, 
a pesar de haber probado gatillar la actividad 
espermática con nueve activadores que apor- 
tan los iones, pH y temperatura dentro de los 
rangos señalados en literatura, no fue posible 
activar la motilidad espermática más allá de un 
nivel 2. 

La densidad espermática es muy alta en 
salmónidos, alcanzando entre 7/12 y 18,7x106 
espermatozoides / mm3 en especies como tru- 
cha arco iris, salmón coho y salmón del Atlán- 
tico (Pérez, 1978; Bouck & Jacobson, 1976; Aas 
et al., 1991). En cambio, G. maculatus registra 
valores mucho mayores que los señalados, lo 
que se corrobora con los valores del esperma- 
tocrito. Bouck & Jacobson (1976) señalan un 
espermatocrito de 27,1% para trucha cabeza de 
acero y 25,6 % para salmón coho. Aas et al. 

(1991), determinan para Salmo salar un esper- 
matocrito de 23,4%. En cambio, G. maculatus 
registró una media de 89,6 %, lo que se 
correlaciona con la alta densidad observada en 
el semen de esta especie. La alta correlación 
obtenida entre la densidad espermática y es- 
permatocrito es mayor a la obtenida por Bouck 
& Jacobson (1976) en semen de trucha. Debido 
a esta alta correlación, se recomienda utilizar el 
espermatocrito debido a su alta precisión y 
rapidez, para cuantificar el número de esper- 
matozoide~. 

Estas diferencias seminales observadas en- 
tre G. maculatus y otras especies salmonídeas 
son difíciles de explicar, aún cuando no se 
descarta la posibilidad que los especímenes, al 
estar mantenidos en cautiverio, no logren una 
"capacitación espermática" Óptima, fenómeno 
observado en algunas especies de carpas chi- 
nas y colosomas. Por otra parte, esta baja acti- 
vidad flagelar podría ser normal y el esperma- 
tozoide necesitar del movimiento mecánico del 
agua (corriente u oleaje) para encontrar el 
ovocito y fecundarlo, ya que a pesar de su 
inmovilidad, el espermatozoide es fértil. 

Estos resultados muestran la necesidad de 
continuar estudiando los aspectos de la biolo- 
gía reproductiva de esta especie, ya que de esta 
manera se podrá obtener óptimos resultados 
en las fertilizaciones artificiales y se asegurará 
la obtención de un número adecuado de larvas 
que permitan reiniciar un nuevo ciclo produc- 
tivo. Sólo así se podrá asegurar la existencia de 
las poblaciones de puye en nuestros cuerpos de 
agua, o intentar su manejo en piscicultura. 
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