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RESUMEN

El estudio se realiz6 en la Estacion Piscicola de Repelon (EPR-AUNAP) y el Instituto de
Investigaciones Piscicola de la Universidad de Cdérdoba (CINPIC) con el objetivo de
establecer un protocolo para la crioconservacién de semen de dorada Brycon moorei.
Se seleccionaron nueve machos con dos afios de edad, mantenidos bajo condiciones
de cautiverio en la EPR. El semen fue obtenido induciendo machos con dosis Unica de
4.5 mg EPC/Kg de peso vivo. Del semen fresco fue evaluado volumen, color y
microscopicamente fue evaluada la movilidad total, tipos de movilidad, progresividad
total, velocidad espermatica, tiempo de activacion y concentracibn espermatica con
ayuda de una cdmara Makler y el programa para analisis de semen asistido por
computadora Sperm Class Analyzer SCA®. Se utilizd como crioprotector interno
dimetilsulféxido (DMSO) a tres porcentajes de inclusion 5% (T2), 10% (T3) y 15% (T4);
mientras que la solucion crioprotectora estuvo compuesta por el crioprotector (DMSO) a
los tres porcentajes de inclusion, glucosa 6% (p/v) yema de huevo 12% (v/v). El semen
fresco fue considerando como tratamiento control (T1). El semen fue diluido en
proporcion 1:3 (semen: diluyente), depositado en macrotubos de 2.5 mL y su
congelacion se realizé durante 30 minutos en un dry shipper con vapores de nitrégeno;
mientras que su descongelacion se realizd6 a 35°C durante 90 seg en un bafio
serologico. En el semen descongelado se evalu6 la movilidad total, tipos de movilidad,
progresividad total y velocidades post-descongelacion, con la ayuda del SCA como fue
descrito anteriormente. El color del semen de dorada estuvo en el rango de amarillo
pardo a amarillo, con volumen seminal promedio de 3.5£1.8 mL, movilidad superior a
80% vy tiempo de activacion entre 28.5 y 41 seg; mientras que la concentracion
espermatica oscilé entre 10188.1 y 14590.2 millones/mL. La movilidad total del semen
crioconservado-descongelado fue mayor cuando fue tratado con DMSO 5%
(40.1+5.0%) y DMSO 10% (43.3+8.7%) sin observarse diferencia significativa entre
estos tratamientos (p>0.05); mientras que DMSO 15% (30.6+£7.9%) registré el menor
valor (p<0.05). Los resultados permiten concluir que la solucién crioprotectora
compuesta por DMSO 5 a 10%, glucosa 6% y yema de huevo 12% es una alternativa

viable para la crioconservacion del semen de Brycon moorei.



1 INTRODUCCION

La dorada Brycon moorei, es un pez endémico de Colombia, distribuido en las cuencas
del Magdalena y el Caribe (Maldonado-Ocampo et al.,, 2008). En el Magdalena se
distribuye en las sub-cuencas de los rios Cauca, San Jorge, Cesar, La Miel, Manso;
mientras que en el Caribe se ha reportado en el Rancheria, desde el Cercado hasta
Cuestecita (Mojica et al., 2012). Conocida comunmente como Dorada, mueluda,
sardinata (Magdalena); lisa (Rancheria) (Mojica et al., 2012), es considerada una
especie de gran importancia comercial, con potencialidad piscicola debido a su tamafio,
rapido crecimiento, alimentacion omnivora y aceptacion de alimento artificiales

(Rodriguez-Franco et al., 2014).

En la cuenca del Magdalena la dorada es considerada como una especie vulnerable a
la extincion; debido a la alta presion pesquera a que es sometida y la fuerte alteracién
antropica que experimenta la cuenca; mientras que en la cuenca del rio Rancheria su
situacion es considerada critica (Mojica et., 2012). Ante esta situacion se requiere de
acciones de conservacion; entre las que se destaca la crioconservacion de semen; la
cual ha sido considerada una herramienta que permite la conservacion de especies
amenazadas o en peligro de extincion mediante el establecimiento de bancos genéticos
qgue contribuyen al mantenimiento de la diversidad genética (Bobe & Labbé, 2009).
Ademas la crioconservacion ofrece ventajas como optimizacion de los procesos
reproductivos en cautiverio de especies con maduraciéon gonadal asincrénica y ciclos
reproductivos estacionales (Espinosa, 2013), asi como un uso eficiente del semen
durante los procesos de reproduccion artificial (Lahnsteiner et al., 2004). Segun Medina-
Robles et al. (2005) la crioconservacién trae beneficios a las actividades de
reproduccion en acuicultura, pues aumenta la posibilidad de reproduccion por fuera de
la temporada reproductiva, facilita el movimiento e intercambio de material genético
entre productores, mejora la eficiencia en la utilizacién de los parentales y contribuye a
disminuir la presién sobre las poblaciones silvestres ejercida por los piscicultores en

procura de nuevos sementales.



En la literatura se registra la crioconservacion de semen de mas de 200 especies de
organismos acuaticos en el mundo (Hiemstra et al., 2005; Tiersch & Green, 2011). Sin
embargo en Colombia, los estudios de crioconservacion de semen de peces nativos
son recientes; destacandose los avances en el desarrollo de protocolos de
crioconservacion de cachama blanca Piaractus brachypomus (Navarro et al., 2004,
Ramirez-Merlano et al., 2005), yamu Brycon amazonicus (Cruz-Casallas et al., 2006;
Velasco-Santamaria et al., 2006), bagre rayado Pseudoplatystoma metaense (Ramirez-
Merlano et al., 2011), bocachico Prochilodus magdalenae (Atencio et al., 2013) y bagre
blanco Sorubim cuspicaudus (Atencio et al., 2014) con resultados satisfactorios en la
reproduccion artificial de estas especies con semen crioconservado. Sin embargo al
tratar de utilizar estos protocolos en otras especies los resultados no han sido los
mejores; lo cual sugiere la necesidad de ajustar los protocolos a la especificidad de

cada especie (Mongkonpunya et al., 2000).

Para que un protocolo de crioconservacion de semen de una especie de pez sea
exitoso es necesario ajustar cada uno de los factores considerados criticos en la
realizacion de este proceso entre los cuales se destacan la coleccion del semen,
composicién del diluyente, concentracion del crioprotector, curvas de congelacién y

descongelacién (Tiersch 2011, Irawan et al., 2010).

Los diluyentes o agentes crioprotectores son soluciones que tienen como funcion
proteger la integridad del espermatozoide ante la accién tdxica de los productos
generados por su propio metabolismo durante el proceso de crioconservacion, ademas
de reducir la temperatura de congelacion del medio en el que se encuentran
suspendidas las células para reducir o contrarrestar la formacion de los cristales de
hielo (Woods et al., 2004; Pegg, 2007), asi como los cambios bruscos de temperatura y
el aumento en el volumen seminal. Para el proceso de crioconservacion los diluyentes
deben poseer algunas caracteristicas como la no presencia de sustancias téxicas,
simulacién con la composicién y osmolaridad seminal de cada especie, capacidad
amortiguadora para proteger a los espermatozoides de las variaciones de pH, poseer
sustancias que favorezcan la anaerobiosis, tales como citratos, fosfatos, glucosa,

fructosa yema de huevo y leche (Cruz-Casallas et at., 2006).
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Es por ello que se hace necesaria la consecucién del porcentaje adecuado de
crioprotector interno que permitan proteger a la célula espermatica del criodafio y a la
vez no genere toxicidad sobre la misma. Por tanto, el objetivo de presente estudio fue
evaluar el uso de dimetilsulfoxido (DMSQO) como crioprotector en la conservacion de

semen de dorada Brycon moorei evaluando la calidad seminal post-descongelacion.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer un protocolo para la crioconservacion del semen de dorada Brycon moorei

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar el tiempo de activacion, movilidad total, velocidad, progresividad y

concentracion espermatica de semen fresco de dorada mantenido en cautiverio.

b) Comparar tiempo de activacion, movilidad total, velocidad y progresividad
espermética de semen de dorada crioconservado con DMSO a diferentes porcentajes

de inclusion.

c) Evaluar los porcentajes de fertilidad y eclosion con semen de dorada descongelado,

crioconservado con DMSO a diferentes porcentajes de inclusion.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 APLICACIONES DE LA CRIOCONSERVACION EN LA ACUICULTURA

La crioconservacion es la rama de la criobiologia que estudia la vida a bajas
temperatura por medio de la cual se espera prolongar indefinidamente el potencial de
vitalidad y las funciones metabdlicas normales de la célula a temperaturas criogénicas

generalmente de -196°C permitiendo su conservacion (Ramos, 1986).

El desarrollo de la inseminacion artificial basada en gametos crioconservados ha
permitido cambios trascendentales en la industria pecuaria. EI semen congelado es
usado mundialmente como una herramienta esencial en los programas de
mejoramiento animal. En principio, beneficios similares pueden ser esperados de su
aplicacion en la industria piscicola. El uso de semen congelado es un medio practico
para aumentar el tamafio genéticamente efectivo de las poblaciones y mantener su
diversidad genética, especialmente de aquellas mantenidas en cautiverio (Phrone,
1994). Ademds, aumenta la posibilidad de reproduccién por fuera de la estacién
reproductiva, facilita el movimiento e intercambio de material genético entre
productores, mejora la eficiencia en la utilizacion de los parentales y contribuye a
disminuir la presion sobre las poblaciones silvestres ejercida por los piscicultores en

procura de nuevos sementales.

La disponibilidad continua de semen que ofrece la crioconservacion, facilita el manejo
del asincronismo reproductivo de algunas especies icticas, en las cuales las hembras
presentan maduracién gonadal aun cuando los machos no se encuentran en actividad
reproductiva, ya sea por inmadurez o por disminucion de la calidad seminal hacia

finales de periodo reproductivo (Gonzalez & Diaz, 2000).

3.2 ESPERMAZOIDE DE LOS PECES

El espermatozoide de los peces con fertilizacién externa, tiene una estructura simple de

tipo primitivo (Andrade et al., 2001), la cabeza mide entre 2-4 um y es casi esférica con
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un collar que forma la pieza media donde se encuentran los centriolos y entre 2-9
mitocondrias, el flagelo por lo general estd constituido por el axonema en arreglo de
nueve pares de micro tubulos periféricos y un par central. El flagelo de algunos peces
mide entre 20 y 100 um y su membrana plasmatica forma una especie de aleta en el

plano horizontal confiriéndole una forma acintada (Cosson et al., 1999).

El flagelo de espermatozoides del grupo Otophysi (Cypriniformes, Characiformes,
Siluriformes y Gymnotiformes), caracterizado por poseer aparato de Weber, no muestra
proyecciones laterales (Grassiotto et al., 2001). Los espermatozoides de peces se han
clasificado en aguaespermatozoides y en introespermatozoides, segin su modo de
fertilizacion externo o interno. Los Cipriniformes, Characiformes y Siluriformes tienen el

tipo aquaespermatozoides (Grassiotto et al., 2001).

3.3 EFECTO DEL DILUYENTE Y DEL CRIOPROTECTOR SOBRE EL AMBIENTE
CELULAR

Tanto los diluyentes como los crioprotectores cumplen funciones especificas dentro del
proceso de crioconservacion, teniendo como fin general mantener la viabilidad celular
durante un periodo determinado. Estas sustancias cumplen funciones como
incrementar el volumen del eyaculado, proteger al espermatozoide de la accion téxica
de los productos del metabolismo celular y de los cambios bruscos de temperatura.
(Medina Robles et al., 2007).

Los diluyentes utilizados en peces han sido formulados simulando la composicion y
osmolaridad del plasma seminal de cada especie, con el propésito de no activar la
movilidad, ya que soluciones no isosmoéticas conducen a cambios ionicos en las
membranas produciendo la activacion espermatica. De otro lado, la accion de los
crioprotectores puede ser clasificada en dos grupos segun la permeabilidad de la
membrana a la sustancia. En el primer grupo se encuentran las sustancias que poseen
bajos pesos moleculares (Mizukami et al., 1999) y que, por lo tanto, penetran al
citoplasma celular (Holt, 2000), tales como glicerol, metanol, etilenglicol, 1,2-

propanodiol, butanediol, acetamida y el dimetilsulféxido (DMSO). El segundo grupo
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reune aquellas sustancias que no penetran la membrana celular debido a su alto peso
molecular como el polivinil alcohol (PVA), hialuronato de sodio y la albumina (Mizukami
et al., 1999).

Los crioprotectores no permeables son usados para remover osméticamente el agua
intracelular, remplazéndola por los crioprotectores permeables durante el enfriamiento y
adicionalmente para prevenir el choque osmotico por medio del control de la
rehidratacion intracelular durante la descongelacion (Mizukami et al., 1999). La
temperatura a la cual deben ser incorporados los crioprotectores a la solucion de semen
y el tiempo de exposicidn celular, depende del grado de toxicidad del crioprotector y de
su velocidad de difusién a través de la membrana plasmética. Esta difusion puede verse
afectada por el descenso de la temperatura, ya que durante este proceso la membrana
celular aumenta la proporcion de colesterol con el propésito de lograr mayor estabilidad
mecénica; sin embargo, este aumento del colesterol también disminuye Ila
permeabilidad de la membrana a pequefias moléculas, pudiendo afectar la penetracion

del crioprotector en la célula de una manera efectiva (Spinel, 2002).

El crioprotector permeable ideal debe ser de bajo peso molecular, altamente soluble en
solucion acuosa de electrolitos, penetrar en la célula y no ser toxico a altas
concentraciones. Tanto los diluyentes como los crioprotectores cumplen funciones
especificas dentro del proceso de crioconservacion, teniendo como fin general
mantener la viabilidad celular durante el periodo de almacenamiento. Estas sustancias
cumplen funciones como proteger al espermatozoide de la accion toxica de los
productos del metabolismo celular y de los cambios bruscos de temperatura (Medina-
Robles et al., 2005). Los crioprotectores internos (permeables), atraviesan la membrana
celular, desplazan parte del agua intracelular, impidiendo el dafio de la membrana por
aumento del volumen de agua al congelarse y la formacion de cristales, que podrian
causar rompimiento de las organelos y destruccion total celular. Ademas de esto, su
bajo punto de congelacidon permite mantener un ambiente acuoso intracelular, que
impide la formacion de estructuras solidas cristalizadas que incrementan el dafio de la

membrana y por tanto disminuye la viabilidad celular (Martinez, 2010).
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En general el DMSO ha sido mostrado como uno de los mas efectivos crioprotectores
internos para espermatozoides de muchas especies de peces cuando se compara con
otros como: metanol, dimetilacetamida, glicerol, etilenglicol y propilenglicol (Kerby,
1983; He & Woods, 2003).

Sin embargo, para Pelteobagrus fulvidraco, el DMSO junto con el glicerol como
protectores espermaticos, resultaron ser superados en efectividad por el metanol, en
términos de movilidad (65%), fertilizacién (90%) y tasa de eclosion (88%) (Pan et al.,
2008). En ensayos con Pseudoplatystoma fasciatum (Pinzon-Arciniegas et al., 2005),
indicaron que concentraciones de DMSO iguales o superiores a 10%, pueden reducir
considerablemente la viabilidad de los espermatozoides de bagre rayado, siendo
necesario evaluar otras sustancias para identificar aquellas que registren menor
toxicidad para las células espermaticas de estas especies. En experimentos de
crioconservacion de semen de Clarias gariepinus, el uso de DMSO y dimetilacetamida
(DMA) en concentraciones de 10%, encontraron que en cuanto a movilidad masal
resulté mas efectivo DMSO (44+9.7%) comparado con DMA (22.6+18.1%); por el
contrario, registraron elevadas tasas de fertilizacion utilizando DMA (86.8+3.1%) en
comparacioén con DMSO (67.1+11.9%) (Horvath & Urbanyi, 2000).

La efectividad de los crioprotectores como DMSO, varia de acuerdo a la especie
(Velasco-Santamaria et al., 2006; Horvath et al., 2003); por lo que es necesario la
adaptaciéon y desarrollo de protocolos y concentraciones especificas de los

crioprotectores para cada especie, en este caso para la Dorada.

3.3.1 Importancia de los diluyentes. La yema de huevo ha sido usada con éxito en
diluyentes en combinacién con crioprotectores intracelulares para crioconservar
espermatozoides de peces y mamiferos para atenuar los dafios ocasionados por el
choque térmico durante el enfriamiento, congelacion y descongelacion (Watson, 1981;
Aboagla & Teerada, 2004; Cruz-Casallas, 2005; Martinez, 2010; Pérez, 2010). Un
efecto de sinergia entre la yema y algunos crioprotectores como el glicerol ha
proporcionado altas tasas de sobrevivencia post-descongelacion en células

espermaticas (Pace & Graham, 1974). Una explicacion a este evento, es la composicion
12



guimica de la yema de huevo en términos de colesterol, acidos grasos, lipoproteinas y
fosfolipidos, los cuales influyen en la proteccion del semen crioconservado (Bathgat,
2006). Se ha detectado que la eficiencia de la congelacion de células espermaéticas, se
debe en gran parte a la accién protectora de la yema, debido a su contenido de
lipoproteinas de baja densidad (LDL siglas en inglés) (Moussa et al.,, 2002),
obteniéndose resultados exitosos en la significativa minimizacion de los dafios en la
integridad del DNA, utilizando concentraciones de 9% de LDL en el diluyente, en asocio

con el glicerol como crioprotector (Jiang et al., 2007).

3.3.2 Velocidad de congelacion y descongelacién. La velocidad de enfriamiento
juega un papel importante en el proceso de crioconservacion. Si la congelacion es
suficientemente lenta el equilibrio es alcanzado a través del eflujo de agua, pero si la
congelacion es muy rapida, la célula no puede perder agua lo suficientemente rapido
para alcanzar el potencial de equilibrio, congelandose intracelularmente (Mazur, 1980;
Viveiros et al., 2001; Watson, 2000).

La congelacion intracelular es letal para la célula dependiendo particularmente del
tamafio y de la cantidad de cristales de hielo formados en el citoplasma. Normalmente,
altas velocidades de enfriamiento producen cristales intracelulares pequefios que
pueden llegar a ser inocuos, pero estos pueden unirse y crecer durante la
descongelacién por medio de un proceso denominado recristalizacion (Mazur, 1980). La
congelacién espermatica en vapores del nitrégeno liquido (NL) es tal vez la técnica mas
utilizada en peces (Linhart et al., 2000; Taddei et al., 2001; Yao et al., 2000). No
obstante, la congelacion directa en hielo seco a -79°C y luego la inmersiéon en NL a -
196°C, también es utilizada, aungque con menos frecuencia y casi siempre acompafiada
del método de envasado en pellets (Babiak et al., 1997). Aunque la velocidad de
congelacion es una de los factores mas criticos en el proceso de crioconservacion de
semen, esta es la variable menos estandarizada en los estudios de crioconservacion
seminal en peces. En la congelacion de semen de Brycon siebenthalae, se observo
69% de movilidad espermatica posdescongelacion, al ser utilizada una curva de

congelacion lenta o de descenso gradual de temperatura (Pardo, 2000).
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Las pajillas congeladas y conservadas en nitrégeno liquido, se deben descongelar por
inmersion directa en un bafio serolégico a 60°C por 8 segundos, ya que una
descongelacion rapida permite mejores resultados en cuanto a movilidad (Martinez et
al., 2009). El tiempo maximo entre el retiro del termo y la inmersidon en agua no debe ser
mayor de tres segundos. Esta velocidad evita procesos de recristalizacion celular, que
pueden ocasionar la muerte espermatica (Holt, 2000).

3.3.3 Sistemas de empacado del semen. Con relaciéon a los sistemas o volimenes de
empaque, se ha crioconservado semen de peces con éxito en pajillas de 0.25 o 0.5 ml,
las cuales resultan practicas para ensayos a nivel de laboratorio y para fertilizar
pequefias cantidades de ovocitos (Cruz-Casallas et al., 2004; Martinez 2010; Pérez.
2010). Protocolos de crioconservacion de semen en macrotubos (5.0 mL.), también han
sido probados para algunas especies de peces de agua dulce, tales como
Oncorhynchus mykiss (Lahnsteiner et al., 1997), Salmo trutta fario, Salmo trutta
lacustris, Salvelinus alpinus (Lahnsteiner et al., 1997), Polyodon spathula (Brown y
Mims, 1999), Silurus glanis (Bart et al.,, 1998) y especies marinas tales como

Dicentrachus labrax y Pleuronectes ferrugineus (Richardson et al., 1999).
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCALIZACION DEL AREA DE ESTUDIO Y MATERIAL BIOLOGICO

La investigacion se realizé en la Estacion Piscicola de Repelon (EPR) de la Autoridad
Nacional de Acuicultura y Pesca (AUNAP) y el Instituto de Investigaciones Piscicola de
la Universidad de Coérdoba (CINPIC). La EPR estd localizada en el municipio de
Repelon (Atlantico) en las inmediaciones del embalse del Guajaro, a 60 Km de las
ciudades de Barranquilla y Cartagena, coordenada geograficas 10°29’ 46” latitud norte y
75°07°52” latitud oeste, a 10 msnm, con temperatura promedio anual de 32°C. El
CINPIC, esta ubicado en el municipio de Monteria (Cérdoba), coordenadas geogréficas
8°47.5’, latitud norte y 75°51.8’ longitud oeste, a una altitud de 15 metros sobre el nivel
del mar, humedad relativa de 80%, temperatura promedio anual 28.5°C y precipitacion

anual promedio de 1100 mm.

Se seleccionaron nueve machos de dorada de dos afios de edad, obtenidos y
mantenidos bajo condiciones de cautiverio en la EPR. La seleccion de los ejemplares
se realiz6 con base en su estado de madurez sexual. Los machos se seleccionaron en
fase de espermiacion, los cuales se caracterizaron por la presencia de semen fluido en
la papila urogenital después de aplicar una leve presion abdominal, en sentido craneo-
caudal. Los ejemplares seleccionados fueron trasladados a canales rectangulares en
concreto (3 m®) con flujo constante (5 L/min), donde permanecieron durante 24 horas,
con el proposito de habituarlos a las condiciones experimentales y reducir el estrés

generado por la manipulacién y cambio de ambiente.

Los machos fueron inducidos con dosis Unica de extracto hipofisario de carpa (EPC) a
razon de 4.5 mg/Kg de peso vivo. Los procedimientos empleados en la manipulacion de
los animales, fueron realizados utilizando como referencia las normas y procedimientos
para el uso de animales en laboratorio, sefialadas por el Committe on Care and Use of

Laboratory Animal Resources (National Research Council USA, 2010).

15



4.2 OBTENCION DEL SEMEN

El semen se obtuvo entre las 6-7 horas post-induccion y para su extraccion los machos
fueron previamente tranquilizados por inmersion directa en una soluciéon de Eugenol
(Proquident, Colombia) a razén de 0.5mL/10L de agua, hasta evidenciar la pérdida del
eje de nado (aproximadamente 60 a 120 seg). Luego, cada uno de los machos fueron
previamente secado en la region abdominal, donde se les aplicé una leve presion
abdominal para provocar la expulsion de orina y de igual forma evitar la contaminacion
del semen con heces, sangre o agua. El semen fue colectado directamente en tubos
Falcon de 15 mL estériles y secos. Inmediatamente después de colectada la muestra se
procedié a realizar la evaluacion seminal con el fin de conocer la calidad del semen
fresco, observando el comportamiento de variables a nivel macroscépico Yy

microscopico.

4.2.1 Evaluacién macroscépica. Fue evaluado el volumen y color; el volumen se
evaluo directamente en los tubos Falcon de 15 mL. El color se evalué con la finalidad

de evidenciar la posible presencia de sustancias contaminantes como heces y sangre.

4.2.2 Evaluacion microscopica. Microscopicamente fue evaluada la movilidad total,
tipos de movilidad, progresividad total, velocidad espermatica, tiempo de activacion y

concentracion espermatica.

Movilidad total. Se utiliz6 una camara de conteo de Makler (Sefi Medical Instruments
Ltd, Israel), a la cual se le agreg6é una muestra de 0.25 ul de semen y 75 ul de solucion
de bicarbonato de sodio 1% (dilucion 1:300). Luego se homogenizé y con la ayuda de
un microscopio optico de contraste de fase (Nikon, E50i, Japdn) y el programa para
analisis de semen asistido por computadora Sperm Class Analyzer SCA® (Microptic SL,
SCA VET 01, Espafia) se procedid a medir la movilidad total. De igual forma fueron
calculados los tipos de movilidad (rapidos, medios, lentos y estaticos) y el porcentaje de

progresividad total y los tipos de velocidad curvilinea (VCL) y en linea recta (VSL).
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Tiempo de activaciéon. Se determin6 desde el instante en que se adiciond la solucion
activadora (agua destilada) a la muestra de semen, hasta que aproximadamente el 90%

de los espermatozoides dejaron de moverse.

Concentracion espermatica. Se utilizé 1 pl de semen mezclado con 699 pl de glucosa
6% en un Eppendorf de 2 ml (dilucién 1:700), la mezcla fue homogenizada durante
cinco segundos en un vortex a 1200 rpm (Velp Scientifica, Zxclasic, China). Luego
fueron tomados 10 ul y depositados en la camara Makler para la determinacion de la
concentracion mediante el SCA®. Este procedimiento se realizd seis veces por cada
individuo para obtener un valor promedio de la concentracién espermatica del semen

analizado.

4.3 TRATAMIENTOS Y CRIOCONSERVACION DE SEMEN

Solo fue utilizado semen con movilidad superior a 80% para el proceso de
crioconservacion. Se utilizd6 como crioprotector interno dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) a tres porcentajes de inclusion de DMSO 5% (T2),
10% (T3) y 15% (T4); mientras que la solucion crioprotectora estuvo compuesta por el
crioprotector (DMSO) a tres porcentajes de inclusion (5, 10, 15% v/v), glucosa 6% (p/v)
yema de huevo 12% (v/v) llevandola al volumen deseado con agua destilada. El semen
fresco fue considerando como tratamiento control (T1). El semen fue diluido en
proporciéon 1:3 (semen: diluyente) (Velasco-Santamaria et al., 2006) y luego

depositadas en macrotubos de 2.5 mL.

4.3.1 Congelacion y descongelaciéon. Los macrotubos fueron sometidos a vapores de
nitrogeno liquido durante 30 minutos en un dry shipper (MVE, SC 4/2v, USA). La tasa
de enfriamiento en el dry shipper fue de 27.3°C/min desde 28 a -20°C, de 29.9°C/min
desde -20 a -100°C y de 5.5°C/min desde -100 a -196°C (Cruz-Casallas et al., 2006).
Luego fueron trasladados a un termo de almacenamiento de 34 L (MVE, XC 34/18,
USA) y sumergidos directamente en nitrogeno liquido (Cruz-Casallas et al., 2006). Los
macrotubos fueron descongelados sometiéndolos a 35°C durante 90 segundos en un

bafio serolégico (Memmert, WNB 7-45, Alemania). En el semen descongelado se
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evaluaron las variables movilidad total, tipos de movilidad, progresividad total y
velocidades post-descongelacion, con la ayuda del SCA como fue descrito

anteriormente.

4.4 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizd6 un disefio completamente al azar, un crioprotector interno: DMSO a tres
porcentajes de inclusion: 5% 10%, 15% y un tratamiento control, resultando cuatro
tratamientos cada uno con seis réplicas. Todas las variables estudiadas (movilidad total,
tipos de movilidad, progresividad total, velocidades espermaticas) fueron sometidas a
pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza. Para las variables que cumplieron
estos supuestos se aplic6 ANAVA a una sola via, cuando se encontraron diferencias
significativas se realizé la prueba de Rango Mdltiple de Tukey. En todos los casos
p<0.05 fue utilizado como criterio estadistico para establecer la diferencia significativa.
Los datos de las variables analizadas fueron expresados como valores promedios +
desviacion estandar. Los analisis se realizaron con ayuda de programa Statgraphic Plus
for Windows 2.0 (Statistical Graphics Corp, 1996).
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5. EJECUCION DE ACTIVIDADES TECNICAS

La tabla 1 relaciona las actividades técnicas desarrolladas y su porcentaje de ejecucion

por cada objetivo especifico en el marco del presente del proyecto.

Tabla 1. Actividades técnicas ejecutadas por cada objetivo especifico y porcentaje de

ejecucion.
Ejecucion
Obijetivo Actividad Actividades dela Ejecucion del
especifico propuesta ejecutada actividad objetivo (%)
(%)
Fueron revisados machos
de dorada, seleccionados
Revision de median;e ca.ra(.:teristicas
caracteristicas de presuntivas (subjetivas) para
maduracion en establecc_af su e_:stado de 100%
reproductores madurgmon testicular. Se
machos de dorada seleccionaron aquellos que
se encontraron en estado de
espermiacion (aptos para
induccion hormonal).
S()amcgiractenzar dee! S(Cai reia’lizarorll| proceslos de
activacion, . induccion ormonal en
movilidad total, Ihn(;jrlrjr?ggl] de machos de_ do_rada, en fase
; de espermiacion, utilizando 100%
velomda_ld_, reproductores EPC como inductor a razén
progresividad "y machos de dorada de 4.5 mg/Kg de peso vivo 100%
concentracién R
espermatica de (hipofizacion).
semen fresco de  pyauacion de Evaluacién del volumen vy
dorada mantenido  caracteristicas color del semen de dorada 0
en cautiverio. macroscépicas del inducidos  mediante  la 100%
semen de dorada  técnica de hipofizacion
Evaluacion de la movilidad
total, tipos de movilidad,
Evaluacion de velocide_ld_es esperméticfa,s,
caracteristicas pro_gresmdad, concentracmn
y tiempo de activacion del 100%

microscopicas del
semen de dorada

semen de dorada mediante
el analisis de semen asistido
por computadora (SCA,
Microptic, Espafia)
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Congelacion  de
semen de dorada
utilizando DMSO a

Congelacion de semen de
dorada (n=9) con DMSO

diferentes como crioprotector interno 100%
porcentajes de incluido a tres porcentajes de
inclusién como inclusion (5, 10 y 15%).
crioprotector.
b) Comparar tiempo pegcongelacion
de activacion, de pajillas de )
movilidad total, semen Descongelauén. de semen
velocidad Y de dorada crioconservado
= crioconservado o 0
progresividad con DMSO g ¢0n DMSO incluido a tres 100%
espermatica de giferentes porcentajes de inclusion (5, 100%
semen de dorada porcentajes  de 10y 15%).
crioconservado  €ON jn-1usién.
DMSO a diferentes
porcentajes de Evaluacion de la movilidad
inclusion. Evaluacion de total, tipos de movilidades,
caracteristicas velocidades  esperméticas
microscopicas del (lineal y curvilinea),
semen de dorada progresividad, concentracion
. L 100%
luego de los y tiempo de activacion
procesos de mediante el analisis de
crioconservacion y semen asistido por
descongelacion. computador (SCA, Microptic,
Espafa).
Revision de hembras de
Revision periédica dorada seleccionadas
de caracteristicas mediante caracteristicas
de maduracién en presuntivas (subjetivas) vy
hembras de confirmativas (biopsia
L L 100%
dorada para ovarica). Seleccién de
realizar hembras en fase de
inducciones maduracién final para ser
hormonales sometidas a induccion
3.. Evaluar los hormonal.
porcentajes .‘?‘e Induccibn  hormonal  de
fertilidad y eclosion
L hembras de dorada
con semen de Induccion "
utilizando EPC como
dorada hormonal de . .
inductor a razon de 6.0 88%
descongelado, hembras de .
. mg/Kg de peso vivo. Las
crioconservado con dorada para 100%
; L hembras ovularon pero los
DMSO a diferentes realizacion de ; .
) ovocitos resultaron de baja
porcentajes de pruebas de calidad (cambios de
inclusién fertilidad L .
coloracion y baja
flotabilidad).
Descongelacién de pajillas
Fertilizacion de de semen de dorada
ovocitos de crioconservado con DMSO a
dorada con semen diferentes porcentajes de 100%

fresco y
crioconservado

inclusion (5, 10, 15%), para
inseminacion de ovocitos. Un
grupo de ovocitos se
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insemindé con semen fresco
de dorada.

Estimacion de
porcentajes de
fertilidad y
eclosiéon de
ovocitos de
dorada fertilizados
con semen fresco
y crioconservado

Se realizaron seis
experimentos para la
estimacion de la capacidad
fertilizante del semen
crioconservado de dorada
con DMSO; sin embargo no
fue posible estimar esta
capacidad por la pobre
calidad de los ovocitos. Las
pruebas con semen control
también resultaron negativas,
confirmado que la nula
capacidad fertilizante  del
semen (crioconservado Yy
fresco) estaba asociada a la
pobre calidad de los ovocitos
de las hembras de dorada.

50%

Estado de ejecucion del proyecto

96%
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS DEL SEMEN DE DORADA

La tabla 2, presenta las caracteristicas del semen fresco de dorada, obtenidos por
induccion hormonal. El color del semen de dorada estuvo en el rango de amarillo pardo
a amarillo, con volumen seminal promedio de 3.5+1.8 mL, movilidad superior a 80% y
tiempo de activacion entre 28.5 y 41 seg; mientras que la concentracién espermatica
oscil6 entre 10188.1 y 14590.2 millones/ml.

Tabla 2. Caracteristicas de los machos y del semen fresco de dorada Brycon moorei

obtenidos por induccion hormonal.

Caracteristicas

Numero de individuos (n) 9

Peso (Kg) 1.0+£0.2
Color semen amarillo
Volumen seminal (ml) 3.5+1.8
Concentracion espermatica (x10%/ml) 12393.1+1486.8
Movilidad total (%) 84.0+3.2
Tiempo de activacion (seg) 33.7+£3.3

6.2 CALIDAD SEMINAL DEL SEMEN FRESCO Y CRIOCONSERVADO-
DESCONGELADO DE DORADA

La tabla 3, presenta la calidad del semen fresco y crioconservado-descongelado con
DMSO. Los valores de movilidad total (84.0+3.2%), progresividad total (52.4+8.8%),
velocidad curvilinea (118.7+23.1 um/seg) y velocidad lineal (65.9£15.7 pm/seg) de
semen fresco fueron mayores y con diferencia significativa a los valores registrados en
el semen descongelado (p<0.05). El semen fresco también registré el mayor porcentaje

de espermatozoides con movilidad rapida (44.0£9.6%) y media (16.6+4.7%) y el menor
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porcentaje de espermatozoides estaticos (17.0£3.7%), observandose diferencia

significativa con respecto a los de semen descongelado (p<0.05).

La movilidad total del semen crioconservado-descongelado fue mayor cuando fue
tratado con DMSO 5% (40.1+5.0%) y DMSO 10% (43.3£8.7%) sin observarse diferencia
significativa entre estos tratamientos (p>0.05); mientras que DMSO 15% (30.6+7.9%)
registr6 el menor valor (p<0.05). Sin embargo el porcentaje de espermatozoides
rapidos en el semen descongelado oscilé entre 6.2+4.3% (DMSO 5%) y 1.8+1.3%
(DMSO 15%), sin observarse diferencia significativa entre estos tratamientos (p>0.05);
asimismo el porcentaje de espermatozoide con movilidad media oscilé entre 7.3+5.5%
(DMSO 5%) y 5.8+£3.3% (DMSO 15%) sin observarse diferencia estadistica entre estos
valores (p>0.05); mientras que el semen tratado con DMSO 15% registro el mayor
porcentaje de espermatozoides estaticos, observandose diferencia significativa con el
resto de tratamientos (p>0.05). Cuando el semen fue crioconservado con DMSO 5%, el
porcentaje de espermatozoides con movilidad lenta fue de 26.7+6.4%; valor que no
mostro diferencia significativa (p>0.05) con los de semen fresco (21.9+5.0%) ni con los
crioconservados con DMSO 15% (23.0£5.1%).

La progresividad total del semen crioconservado-descongelado oscilé entre 9.9+5.9%
(DMSO 5%) y 4.4+2.7% (DMSO 15%) sin observarse diferencia entre estos valores
(p>0.05).

La velocidad curvilinea del semen crioconservado-descongelado con DMSO oscilé
entre 48.3+17.8 pum/seg (DMSO5%) y 35.319.2 um/seg (DMSO 15%) sin observarse
diferencia significativa entre estos valores (p>0.05). Una tendencia similar fue
observada para velocidad lineal la cual oscilo 25.7+9.3 pm/seg (DMSO 5%) y 15.9+5.7
pm/seg (DMSO 15%).

23



Tabla 3. Caracteristicas seminales del semen fresco y crioconservado-descongelado de

la dorada Brycon moorei. Letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa

(p<0.05).
Caracteristicas Semen DMSO DMSO DMSO
Fresco 5% 10% 15%

Movilidad total (%) 84.0+3.2° 40.1+5.0°  43.3+8.7° 30.6%7.9°
Réapidos (%) 44.0+9.6° 6.2+4.3° 45+3.1°  1.8+1.3°
Medios (%) 16.6+4.7° 7.3+5.5" 6.8+4.1"  5.8+3.3"
Lentos (%) 21.945.0°  26.746.4%* 32.1+6.7%° 23.045.1°
Estaticos (%) 17.0+3.7° 59.0+5.0°  56.7+8.7°  69.4+7.9°
Velocidad curvilinea (um/seqg) 118.7+423.1* 48.3+17.8" 36.1+8.8° 35.3+9.2°
Velocidad lineal (um/seg) 65.9+15.7%  25.749.3°  17.9+6.1° 15.945.7°
Progresividad total (%) 52.4+8.8° 9.945.9° 7.1+4.6°  4.4+2.7°
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7. DISCUSION

Los resultados de la caracteristica seminal de B. moorei del presente estudio son los
primeros registros para la especie de machos mantenidos en cautiverio, cuyo semen
fue obtenido mediante induccién hormonal (hipofizacidén). Sin embargo existe reportes
de las caracteristicas seminales de otros co-especificos del genero Brycon, también en
cautiverio y cuyo semen ha sido obtenido mediante hipofizacion como B. sinuensis
(Montes & Salgado, 2014), B amazonicus (Cruz-Casallas et al., 2006) y B. henni
(Montoya et al., 2006).

Montes & Salgado (2014) obtuvieron una concentracidon espermatica de 10058.1
millones/mL y tiempo de activacion de 30.7 seg para semen fresco de B. sinuensis;
mientras que Cruz—Casallas et al. (2006) reportaron una concentracion espermética de
7598 millones/mL y un tiempo de activacion de 40 seg. Valores que podrian
considerarse similares o cercanos a los valores obtenidos en el presente estudio para
B. moorei. Sin embargo los datos de concentracion espermatica reportada para B.
henni (50000 millones/mL, Montoya et al., 2006) se encuentran muy por encima de la
concentracion espermatica de los brycénidos migratorios (B. moorei, B sinuensis, B.

amazonicus).

La movilidad total y la capacidad fecundante del semen crioconservado son
considerados criterios de calidad espermaética, que permiten medir el éxito o fracaso del
proceso de crioconservacion. Padilla (2014) sefial6 que desde el mismo momento en
gue el semen entra en contacto con la solucién crioprotectora se produce dafios en las
mitocondrias, membrana espermatica y fragmentacioén del DNA como consecuencia del
choque hiperosmotico y la toxicidad del crioprotector y que estos dafios se incrementan
durante los procesos de congelacion y descongelacion. La magnitud de los dafios
criogénicos puede resultar en la disminucion de la movilidad en asociaciéon con

reduccion de la velocidad y la fertilidad (Ramirez-Merlano et al., 2010).
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En los resultados obtenidos en el presente estudio, se encontré que en todos los casos
el proceso de crioconservacion y descongelacion con DMSO caus6é una reduccion

sobre todas las variables que definen la calidad espermatica.

La movilidad total del semen descongelado se redujo aproximadamente a la mitad de la
registrada por el semen fresco (84.0%) cuando fue tratado con DMSO 5% o DMSO 10%
y cayd a alrededor de la tercera parte cuando fue tratado con DMSO 15%. Aunque
estadisticamente no se observo diferencia en el porcentaje de espermatozoides rapidos
en el semen descongelado; este tipo de espermazoides disminuy6 a una séptima parte
cuando fue tratado con DMSO 5% y a una veinticuatro parte cuando fue tratado con

DMSO 15% con relacion al semen fresco (44.0+£9.6%).

De igual forma el porcentaje de espermatozoides con movilidad media del semen
descongelado a las diferentes inclusiones del crioprotector no presentd diferencias
significativas; pero cuando DMSO se utilizé a 5%, la presencia de los espermatozoides
medios se redujo aproximadamente 56% con relacién al semen fresco; mientras que

cuando DMSO fue utilizado a 15% este tipo de espermatozoides se redujo en 65%.

En cuanto al porcentaje de espermatozoides estaticos (sin movimiento) se registré un
aumento de tres veces cuando DMSO se utilizé a 5y 10% con relacion a semen fresco;

pero se incrementé a cuatro veces cuando DMSO se utilizo a 15%.

De otra parte los valores de movilidad total en el semen crioconservado con DMSO 5%
y 10%, fueron mayores a los registros con DMSO 15%, sugiriendo que porcentajes de
inclusion por encima de 10% pueden ser perjudiciales para espermatozoides de dorada
por un posible proceso de intoxicacion al momento de descongelar la solucién, y que
porcentajes de inclusion de DMSO entre el 5% y 10% son adecuadas para la dilucion
del semen de esta especie, evitando la formacién de cristales de hielo durante el

proceso de crioconservacion.

Usualmente la crioconservacion provoca un bajo porcentaje de movilidad, disminucion

del tiempo de activacién y la presencia de altos porcentajes de movimientos circulares
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(Lahnsteiner et al., 2000; Wamecke & Pluta, 2003). Aunque el criodafio exacto que
reduce la velocidad del nado todavia es desconocido, se puede afirmar que esté evento
reduce la probabilidad de que el espermatozoide alcance el micrépilo (Lahnsteiner et
al., 2000).

Cruz-Casallas et al. (2006) encontraron que DMSO a niveles de inclusion entre el 5%
(76+x2%) y 10% (33+4%) permitieron buenos porcentajes de movilidad del semen
descongelado de B. amazonicus, registrando porcentajes de movilidad cercanas a las
reportados con semen fresco. Pineda-Santis et al. (2013), en B. henni registraron altos
porcentajes de movilidad total (59.78%) en semen crioconservado-descongelado con

DMSO al 5%. valores similares a los reportados en el presente estudio.

De igual manera Murgas et al. (2001) reportaron valores de movilidad espermética del
(53%) en piracanjuba Brycon orbygnyanus, utilizando DMSO 10% y bicarbonato de
sodio al 1% como solucién activadora, valores muy cercanos a los obtenidos en el

presente estudio.

Se sugiere que la reduccion de la movilidad espermatica se presenta como
consecuencia del choque hiperosmaético entre la solucion crioprotectora y el semen; asi

como en el proceso de congelacién y descongelacion del semen (Padilla, 2014).

Segun Padilla (2014) la disminucién de la movilidad total y reduccién del porcentaje
de espermatozoides rapidos y medios e incremento de los lentos y estéaticos; asi como
disminucién de las velocidades espermaticas (VSL, VCL) son consecuencia de los
dafios que sufren las mitocondrias, membranas y DNA en la fase de precongelacion,

congelacion descongelacion.

Martinez & Pardo (2010), afirmaron que disminuciones en la movilidad espermatica en
el semen descongelado, se atribuyen a la ausencia y degradacion de proteinas,
fundamentales en los eventos de sefalizacion intracelular que dan lugar a la movilidad
espermatica, lo que explicaria las pérdidas de movilidad en los tratamientos con semen

crioconservado-descongelado. No obstante autores como Taddei et al. (2001), afirman
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que cuando los niveles de DMSO se elevan a un porcentaje de inclusién superior a
15%, provocan dafios en la membrana cercanos al 61% de las células espermaticas y

de un 23% en membrana nuclear.

Martinez. (2010) crioconservando semen de Prochilodus magdalenae con DMSO como
crioprotector, evidencié una reduccion sobre los tipos de movilidad, rdpida, media,
progresividad total, VCL y VSL, al igual que un aumento sobre el numero de
espermatozoides inméviles (md) en relacién al semen fresco, presentando los mejores
resultados cuando utiliz6 DMSO a 10%; valores muy similares a los obtenidos en la

presente investigacion.

El papel de las mitocondrias se considera un factor clave de la funcionalidad del
espermatozoide, en peces particularmente, se necesita preservar la actividad
mitocondrial, ya que esta se permite mantener alta la movilidad del semen (Figueroa et
al., 2013). Ogier de Baulny et al. (1999) argumentaron que la crioconservacioén provoca
una limitacién a la actividad mitocondrial y por consiguiente una disminucién en los
niveles de ATP de la célula espermatica. Ademas el DNA de las mitocondrias de las
células animales codifica, en su mayoria, las proteinas de la respiracion aerébica celular

gue da lugar a la produccién de ATP (Andersson et al., 2003).

También la produccion en exceso de especies reactivas de oxigeno (EROS) por la
célula se asocia a la disminucién de la movilidad por descenso en la fosforilacion de
proteinas del axonema (O'Connell et al., 2002; Paasch et al., 2004; Matrtin et al., 2004).
Martinez & Pardo (2010) afirmaron que la crioconservacion reduce la ineficiencia de la
sintesis de proteinas implicadas en la produccion energética celular lo que provoca la

disminucién de la movilidad espermatica.

Fraser & Strzezek (2007) sustentaron que la disminucién de la movilidad esta asociada
con dafios en la mitocondria. Martinez & Pardo (2010) creen probable que los
crioprotectores interactuan directamente con las reservas de ATP, lo cual disminuye su
concentracion en la célula esperméatica, como consecuencia del estrés osmatico por la

adicién del crioprotector y/o por la congelacion del agua externa (Ogier-De Baulny et al.,
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1997). He & Woods (2004) al crioconservar semen de Morone saxatilis, encontraron
que el nivel de ATP de semen precongelado disminuyd considerablemente cuando el
crioprotector estuvo en contacto con las células espermaticas, y posteriormente, su
descenso fue mucho mayor después de la congelacion, lo cual indicé un dafio en las
mitocondrias. En estudios similares evaluando los dafios en la célula espermatica de
Pagrus major con DMSO 15% como crioprotector, reportaron dafios en mitocondria de
22.6% (Li et al.,, 2007). Por su parte Figueroa et al. (2013) reportaron dafios en
mitocondria de 63.8% en semen de trucha arco iris revertida sexualmente, utilizando
como crioprotector DMSO 10%, resultados similares a los observados en el presente

estudio con semen descongelado.

La funcionalidad de la mitocondria juega un papel importante en la activacion
espermética, ya que suministra la energia en forma de ATP necesaria el movimiento del
espermatozoide y la duracién del mismo (Ogier de Baulny et al., 1997; Medina-Robles
et al., 2005). El alto coeficiente de correlacién (R*=0.9796) entre el dafio mitocondrial y
la movilidad total, puede explicar la importancia de la actividad de las mitocondrias
sobre la movilidad espermatica, observandose una relacion de tipo polindbmica, es decir
un descenso de la movilidad esta relacionado con el incremento de dafios en

mitocondrias.

8. CONCLUSION

Basados en los resultados obtenidos en términos de calidad seminal luego de realizado
el proceso de crioconservacion y descongelacion se concluye que la solucién

crioprotectora compuesta por DMSO 5 a 10%, glucosa 6% y yema de huevo 12% es

una alternativa viable para la crioconservacion del semen de dorada Brycon moorei.
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10. PRODUCTOS

RESULTADOS ESPERADOS DEL PROYECTO

Resultado Tipo Obijetivo(s) Impacto o importancia
. . para objetivo(s) Avance en .
N° Nombre (pqrualo espeglflco(s) asociado(s): Alta, Media | el proyecto Observaciones
final) asociado(s) .
o0 Baja
Se desarroll6 un protocolo
de crioconservacion de
semen de dorada cuya
solucién crioprotectora debe
contener DMSO 5 a 10%,
glucosa 6% y yema de
Protocolo para huevo 12%. La
1 | crioconservar semen | Final 2,3 Alta 96% descongelacion debe
de dorada con DMSO. realizarse a 35°C durante
90 segundos. No fue
posible medir la
capacidad fertilizante del
semen crioconservado por
la pobre calidad de los
ovocitos,
Caracteristicas de los
2 | productos sexuales de Final 1 Media 100% o
Finalizado
dorada.
Ponencia en eventos
3 | cientificos. Final 1,2,3 Media 100% Finalizado
(ver anexo 1)
4 Articulo cientifico en Final 123 Alta 50% En borrador para someter a

revista indexada A.

revista cientifica

40




