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RESUMEN

Bocachico Prochilodus magdalenae es la principal especie de la pesca continental
colombiana; sin embargo, en los Ultimos 40 afios sus capturas han sufrido un
fuerte descenso. Entre las causas de este declive se sefialan la degradacion
ambiental, pérdida de planos inundables y la fuerte presion pesquera. Esta
situacion ha conducido a declararla en categoria vulnerable segun los criterios de
la Union Internacional para Conservacion de la Naturaleza. La crioconservacion de
semen es una herramienta para la conservacion ex situ de especies amenazadas
o0 en peligro de extincidn; asi como favorecer la disponibilidad de gametos por
fuera de la época reproductiva. A pesar que existen protocolos de criopreservacion
de bocachico, aiun son necesarios ajustes para lograr su estandarizacion, por
tanto el objetivo del estudio fue evaluar el efecto del volumen de empaque,
temperatura, y tiempo de descongelacion sobre la calidad del semen
criopreservado de bocachico; para lo cual se obtuvo semen mediante induccion
hormonal con EPC® a razén de 5 mg/kg de peso vivo, se evalud y se diluyé (1:4)
en una solucion compuesta por DMSO 10%, glucosa 6% y yema de huevo 12%;
se empacaron en dos volumenes de pajillas (0.5 y 2.5 ml). Se congel6 en vapores
de nitrégeno en un termo dry shipper y después de 6 meses se descongelaron a
dos temperaturas (35 y 60°C) y cuatro tiempos de descongelaciéon (30, 60, 90 y
120 s). En total se evaluaron 16 tratamientos en un disefio completamente
aleatorizado con arreglo factorial 2x2x4 (dos volumenes de empaque, dos
temperaturas de descongelacion y cuatro tiempos de descongelacion). La calidad
del semen fresco y post-descongelacion se realizdé con el software Sperm Class
Analyzer (Microptic, SCA®, Espafa), analizando la movilidad total, tipos de
movilidad, progresividad y velocidades espermaticas. Ademas, se evalud la
capacidad fecundante del semen criopreservado en una muestra de ovocitos de 1
g (1288+182) mediante las tasas de fertilizacion y eclosion. Se encontré que el
factor temperatura afecté de manera independiente todas las variables de calidad
seminal y desempefio reproductivo (p<0.05). No hubo efecto del resto de factores
de manera independiente a excepcion del volumen de empaque el cual afecto la
eclosion. La interaccion de la temperatura y volumen de empaque afectaron
significativamente el desempefio reproductivo, mientras que la interaccion entre
los tres factores evaluados afecté el porcentaje de espermatozoides lentos y
estaticos, asi como las variables de desempefio reproductivo. Los resultados del
estudio sugieren, que bajo la solucion crioprotectora utilizada se puede lograr una
mayor capacidad fecundante en bocachico, se deben utilizar pajillas de 2.5ml
descongeladas a 60°C durante 60s, puesto que, aungque no se obtuvo los mejores
porcentajes de fertilidad, el volumen seminal almacenado en estas pajillas es cinco
veces mas que las de 0.5ml, por lo compensaria y sobrepasaria la cantidad final
de ovocitos que potencialmente podria fertilizar el uso de una sola pajilla de 2.5ml.

Palabras claves: Conservacion, espermatozoides, fecundacion, movilidad, peces,
reproduccion.
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1. INTRODUCCION

El Bocachico Prochilodus magdalenae es la principal especie de la pesca
continental colombiana, aunque su captura ha disminuido bruscamente (66.5%) en
los ultimos 40 afios; pasando de 38.000 ton en 1978 a 12.728 ton 2017 (SEPEC,
2017).; lo cual ha llevado a categorizarla como una especie vulnerable de acuerdo
a los criterios de la Unién Internacional para Conservacion de la Naturaleza
(UICN); entre las causa de esta drastica disminucion se destacan la degradacion
de su ambiente, pérdida de planos inundables, construccion de hidroeléctricas y la
fuerte presion pesquera, entre otros (Mojica et al., 2012). Adema4s, es una especie
con importancia piscicola por lo que la demanda de alevinos de esta especie, se
ha incrementado en virtud de la expansion de su cultivo y la ejecucion de
programas de repoblamiento en las principales cuencas hidrograficas del pais
(Atencio, 2010).

La criopreservacion de semen es una herramienta que permite el mejoramiento
genético de las especies de interés comercial, la conservacion ex situ de especies
amenazadas o en peligro de extincién; asi como favorecer la disponibilidad de
gametos por fuera de la época reproductiva (Bobe & Labbé, 2010, Yildiz et al.,
2013; Cabrita et al., 2014). En bocachico se han evaluado diferentes protocolos de
criopreservacion, teniendo como principales factores; el volumen de empaque,
temperatura y tiempos de descongelacion; siendo las pajillas de 0.5ml y la
descongelacién a 60°C y 30°C durante 8 y 16 segundo las mas evaluadas
(Martinez et al., 2012; Martinez & Pardo 2013). Asi mismo se han hecho estudios
en donde se usaron pajillas de 2.5ml y 5ml, con curva de descongelacion de 60°C
por 45 segundos (Atencio et al., 2013 & 2015).

Sin embargo, para llevar a cabo procesos de crioconservacién de semen de peces

es necesario ajustar cada uno de los factores fundamentales para la realizacién de
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este proceso (Cabrita et al., 2010). Debido a que la criopreservaciéon del semen en
las distintas especies, varian de acuerdo a diferentes factores que influyen en el
exito de las metodologias utilizadas, incluido el origen de los reproductores, la
calidad inicial del esperma, la composicion del diluyente, la relacion de dilucidn, la
concentracion de crioprotectores, curvas de congelacion/descongelacion, volumen
de empacado de semen (Butts et al., 2013; Balamurugan & Munuswamy 2017) y

la proporcién semen: ovocito (Atencio et al., 2013).

Debido principalmente a la variacion de respuestas que se obtiene cuando se
aplican protocolos de criopreservacion ya establecidos sobre diferentes especies,
el presente estudio se plante6 como objetivo evaluar el efecto que tiene el
volumen de empaque, la temperatura y el tiempo de descongelacion sobre la
calidad espermatica del semen criopreservado de bocachico, con el fin de
contribuir a la conservacion del material genético (espermatozoides) para esta

especie amenazada por diferentes actividades antropicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del volumen de empaque y la curva de descongelacion sobre la
calidad espermatica del semen crioconservado de bocachico Prochilodus

magdalenae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la calidad del semen descongelado de bocachico Prochilodus
magdalenae con diferentes volumenes de empaque Yy curvas de

descongelacion.

e Determinar la capacidad fecundante del semen descongelado de bocachico

Prochilodus magdalenae mediante la tasa de fertilizacidon y eclosion.
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3. MARCO TEORICO

3.1 BIOECOLOGIA DEL BOCACHICO

El bocachico Prochilodus magdalenae (Steindachner, 1878) pertenece al Orden
Characiformes, suborden Characoidei y a la familia Prochilodontidae (Taphorn,
1992).

Figura 1. Ejemplar adulto de bocachico. Fotografia Instituto de Investigaciones
Piscicolas de la Universidad de Cordoba (CINPIC).

Segun DoNascimiento et al. (2017) el bocachico se cataloga como una especie
endémica la cual se distribuye principalmente en las cuencas del rio Magdalena,
Cauca y rios de la region del Caribe Colombiano Hasta aproximadamente 1000
msnm pudiendo llegar a los 1500 msnm (Dahl, 1971). Este pez de comportamiento
migratorio, es la principal especie de la pesqueria continental colombiana, sin
embargo, su captura pasé de 38.000 ton en 1978 a 12.728 ton 2017 (SEPEC,
2017). Entre las causas de esta drastica disminucion se sefialan el deterioro
ambiental de su habitat ocasionado por la contaminacién organica e inorganica,
desecacion de las ciénagas, construccion de hidroeléctricas, asi como la

sobrepesca (Garcia et al., 2011).
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El bocachico es un pez reofilico que realiza dos migraciones, una llamada
reproductiva o de subienda; la cual por lo general se inicia una vez ha disminuido
el volumen de agua en las ciénagas. La segunda migracion denominada tréfica o
bajanza, se presenta una vez ha desovado en las partes altas de los rios
retornando a las ciénagas de origen (Atencio-Garcia et al., 2013). Los huevos son
semi-pelagicos, sufren una fuerte hidratacion y son incubados en los cauces
principales de los rios; después de la eclosion, las larvas son transportadas por los
rios y caflos para finalmente llegar a las ciénagas o planos inundables donde
inician su alimentacion exdgena (Atencio-Garcia et al., 2013).

El inicio de su alimentacion exdgena se presenta entre las 44 y 48 horas post-
eclosion a temperaturas entre 27.5 y 29°C (Atencio-Garcia et al., 2003); en ese
momento alun mantiene reservas vitelinicas equivalentes al 34% de las mostradas
en el momento de la eclosion y presenta una abertura bucal maxima de 671+12.8
um equivalente al 12% de su longitud total; sin observarse conducta canibal
(Atencio-Garcia et al., 2013) definieron que el periodo minimo necesario de
manejo de la primera alimentacion, con nauplios de Artemia sp., es de por lo
menos tres dias antes de ser llevados a los estanques de alevinaje. Las ciénagas
son sus lugares de alimentacion, permaneciendo alli durante el periodo lluvioso
donde encuentran su alimento y acumulan energia en forma de grasa cavitaria, la
cual es utilizada para la maduracion de los ovocitos Atencio-Garcia et al. (2015).
En el rio la reproduccion ocurre en periodo lluvioso, abarcando los meses de mayo

a agosto (Atencio-Garcia, 2015).

Esta especie ha sido considerada como alternativa para la piscicultura extensiva y
semi-intensiva por las ventajas que representa su régimen alimentario detritivoro.
Su cultivo se realiza a densidades menores de 1 pez/m?, siendo comln en
policultivos con especies omnivoras como la cachama negra (Colossoma

macropomum), cachama blanca (Piaractus brachypomus) y las del género
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Oreochromis. Por lo que se ha convertido en la cuarta especie mas cultivada en
Colombia; por lo que la demanda de alevinos del bocachico se ha incrementado
en virtud de la expansion de su cultivo y por la ejecucion de programas de
repoblamiento en las principales cuencas hidrograficas del pais (Atencio et al,
2013).

3.2 CRIOPRESERVACION DE SEMEN EN PECES

3.2.1 Generalidades de la criopreservacién. La criopreservacion o
crioconservacion es la rama de la criobiologia (estudio de la vida a bajas
temperaturas) por medio de la cual se espera prolongar indefinidamente el
potencial total de vitalidad y las funciones metabdlicas normales de las células.
Por medio de este proceso se busca la estabilizacion de las células a
temperaturas criogénicas generalmente de -196 °C en la que se detiene la
actividad metabolica, permitiendo su preservacion por periodos de tiempo
indefinidos (Novoa-Rodriguez, 2014). La crioconservacion seminal, ha
evolucionado considerablemente desde el descubrimiento de las propiedades
crioprotectoras del glicerol (Polge et al., 1949), permitiendo que el semen
crioconservado sea utilizado y reconocido como un método para la reproduccion

asistida en varias especies de animales (Ramirez-Merlano, 2011).

A través de los afios los trabajos de crioconservacion de semen en peces, han
establecido protocolos conducidos al mejoramiento del proceso de
crioconservacion seminal (Cruz-Casallas et al.,, 2006; Ramirez-Merlano et al.,
2010). Sin embargo, en algunos teledsteos los procesos de crioconservacion han
generado motilidad espermatica postdescongelacion por encima del 50%
utilizando como crioprotector DMSO 5% en Colossoma macropomum (Varela et
al.,, 2015), lo cual ha sido relacionado con una serie de factores y cambios

biofisicos durante el proceso de congelacion y descongelacion. Este proceso ha
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sido estudiado con una amplia trayectoria en salménidos y ciprinidos (Figueroa et
al., 2016).

La crioconservacion de semen de peces puede ser utilizada como herramienta
para la conservacidbn de los recursos genéticos en especies de peces
comercialmente importantes y en peligro de extincion (Martinez & Pardo, 2010),
permitiendo optimizar los procesos reproductivos en cautiverio, manejo
simplificado de los reproductores, aumentar frecuencias de reproduccion,
reduccion de extraccion de reproductores del medio natural y finalmente facilita la
disponibilidad de semen, lo que contribuye a la sincronizacion de los procesos
reproductivos de machos y hembras de una especie determinada (Cabrita et al.,
2010). Lo anterior supone que gametos y por tanto alevinos de buena calidad
estén disponibles dentro y fuera del periodo de la época de desove (Ramirez-
Merlano, 2011).

3.2.2 Aspectos a considerar en protocolos de criopreservacion. Al evaluar la
efectividad de un protocolo de criopreservacién normalmente se tienen en cuenta
factores atenuantes como: volimenes de empaque, curvas de congelacion y
descongelacién, factores de dilucién, entre otros; los cuales inciden sobre
viabilidad celular, contenido de ATP, Movilidad total, Integridad del ADN vy
variables de desempefio reproductivo (Cabrita et al., 2010). A pesar de que la
crioconservacion garantiza la supervivencia del espermatozoide, ocasiona dafio
irreversible a la membrana plasmatica debido principalmente a la formacion de
cristales de hielo en la célula espermatica o la despolarizacion de la membrana
como consecuencia del intercambio i6nico, conllevando a la activacion y
capacitacion espermatica espontanea (Bobe & Labbé, 2010; Cabrita et al., 2010;
Asturiano et al.,, 2016). La congelacion intracelular es letal para la célula
dependiendo particularmente del tamafo 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
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estos pueden unirse y crecer durante la descongelacion por medio de un proceso
denominado recristalizacién (Asturiano et al., 2016). La integridad de la estructura
y funcionalidad de la membrana plasmatica y la mitocondria, asi como la movilidad
son factores criticos en la fertilizacion de peces teledsteos, de tal forma que

pueden ser afectados por estos procesos de congelacidén y descongelacion.

Crioprotectores y diluyentes. 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;
cumpliendo funciones como incrementar el volumen del eyaculado, proteger al
espermatozoide de la accion toxica de los productos del metabolismo celular y de

los cambios bruscos de temperatura (Chanatasig-Chicaiza, 2015).

Asi entonces encontramos diversas sustancias distribuidas en dos grupos de
acuerdo a su permeabilidad en la membrana, que pueden ser permeables o
internos como dimetilsulféxido (DMSO), dimetilacetamida (DMA), etilenglicol (EG)
glicerol y 1,2-propanodiol y no permeables a las membranas celulares yema de
huevo, leche en polvo, 2-metil-2,4-pentanodiol, polivinilpirrolidona vy
hidroxietilalmidén y a diferencia de los productos quimicos sintéticos o
biomateriales (alginatos, alcohol polivinilico y quitosano) pueden utilizarse para
impedir la formacién de cristal de hielo (Sambu, 2015); ademas, se pueden aplicar
antioxidantes y otros compuestos buscando intentar reducir la muerte celular en el
ciclo de congelacién y descongelaciéon (Safa et al., 2016; Krauskova et al., 2016;
Amidi et al., 2016).

Los crioprotectores no permeables son usados para remover osmoticamente el
agua intracelular, remplazandola por los crioprotectores permeables durante el
enfriamiento y adicionalmente para prevenir el choque osmético por medio del
control de la rehidratacion intracelular durante la descongelacién. Una vez los

crioprotectores ingresan al citoplasma en favor del gradiente de concentracion, el
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fluido intracelular puede ser enfriado a temperaturas entre -5 y —15°C, sin que
ocurra la formacion de cristales de hielo, debido a que estas sustancias
disminuyen el punto de congelacion por medio de la reduccién en la interaccion
entre las moléculas de agua; a estos rangos de temperaturas los cristales de hielo
comienzan a formarse en el medio externo. Cuando las temperaturas descienden
por debajo de estos rangos, se inicia la formacion de cristales de hielo intracelular
(Nomura et al., 2018).

Los diluyentes son soluciones que tienen como funcion proteger la integridad del
espermatozoide ante la accion tdxica de los productos generados por su propio
metabolismo, asi como los cambios bruscos de temperatura y el aumento en el
volumen seminal. Existe una gran variedad de diluyentes y métodos empleados en
la conservacion del semen de peces, con los cuales se busca prolongar la
viabilidad de la célula espermatica por un periodo corto de tiempo (refrigeracion) o
indefinidamente (congelacion) y aumentar el nimero de dosis inseminantes de un
reproductor; ademas proteger el espermatozoide de la accion téxica de agentes

extrafios y de los cambios bruscos de temperatura (Cuenca-Condoy, 2017).

Curvas de congelacion y descongelacion. Tebéricamente, la tasa de
descongelacién debe ser similar a la de enfriamiento o congelacion, sin embargo,
hay una cantidad pequefia de hielo presente, cuando se utiliza una tasa de
enfriamiento 6ptimo y se produce una recristalizacion durante la descongelacion,
formandose cristales de hielo intracelularmente que son letales. Una alta tasa de
calentamiento es empleada para disminuir el grado de recristalizacion. Cuando la
descongelacién es rapida, no existe el tiempo suficiente para que la célula
deshidratada absorba el agua que se perdié durante la congelacion (Nomura et al.,
2018). Para la especie objeto de estudio se reportan curvas de congelacion en
vapores secos de nitrégeno liquido usando pajillas de 0.5, 2.5 y 5.0 ml durante un
periodo de 30 minutos, previo al proceso de criopreservaciéon (Martinez et al.,
2012; Atencio et al, 2013; Atencio et al., 2015). Las temperaturas de
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descongelacién utilizadas en la crioconservacion del semen en diferentes especies
de peces son muy amplias, desde temperaturas cercanas a las de refrigeracion de
4°C hasta temperaturas por encima de los 80°C (Cruz-Casallas et al., 2006;
Ramirez-Merlano et al., 2011; Atencio-Garcia et al., 2017). La técnica de
descongelacién es esencial para no destruir la célula debe ser tan lenta como para
permitir la rehidratacién; pero tan rpida como para que los cristales no se
expandan demasiado durante la descongelacion, procesos fisicoquimicos toman

lugar en orden inverso.

Lo expuesto arriba crea la necesidad de evaluar el semen post-descongelacion, ya
gue se pueden evidenciar los posibles dafios sufridos por los espermatozoides
durante el proceso de congelacion y descongelacion, considerado como uno de
los parametros mas sensibles durante la crioconservacion. La descongelacion se
efectla por inmersion en bafios de agua, durante este proceso son importantes el
control de los tiempos y la temperatura, con el fin de disminuir el efecto de

recristalizacion y el efecto por el cambio térmico (Ramirez-Merlano et al., 2010).

Concretamente, se evalla caracteristicas seminales como movilidad espermatica,
viabilidad y fertilidad; valores que se contrastan con los datos del semen fresco o
in situ; en especies como Xyrauchen texanus (Tiersch et al., 1998) muestran
valores muy bajos, en contraste con lo observado en Cachama blanca (Piaractus
brachypomus) y Yamu (Brycon amazonicus), las cuales mostraron en general
valores mayores a 40% (Navarro et al., 2004; Velasco-Santamaria et al., 2006).
Otros autores como Atencio-Garcia et al. (2013) reportaron buenos resultados de
fertilidad (60.4%) y eclosiéon (50.1%) para semen crioconservado de bocachico con
DMA 8%, descongelado bajo una curva de descongelacion de 60°C por 45
segundos, este mismo autor reporta curva de descongelaciéon de 35°C por 90
segundos, al evaluar el semen crioconservado de Sorubim cuspicaudus con ETG

5%, con buenos indices de desempefio reproductivo (Atencio-Garcia et al., 2015).
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Ramirez-Merlano (2011) en Pseudoplatystoma metaense registraron tasas de

fertilidad hasta un 79% con semen criopreservado.

Volumen de empacado de pajillas. Tradicionalmente se ha utilizado pajillas de
empaque de 0.25ml y 0.5ml en los procesos de crioconservacion de semen de
varias especies (peces), para fertilizar pequefias cantidades de ovocitos
(Lahnsteiner et al., 1996). Sin embargo, el congelamiento de semen en grandes
volimenes fue reportado por primera vez en mamiferos, mostrando resultados
satisfactorios en toros y cerdos (Brown et al., 1991; Torreta et al., 1996). La
posibilidad de criopreservar espermatozoides en grandes volumenes, sin perdidas
en la calidad y la fertilidad, podria facilitar la aplicacién de la crioconservacion a
gran escala en la industria de la acuicultura como una ayuda para la gestién de
reproductores o para la creaciéon de bancos de semen (Nomura et al., 2018)
implicando varias dificultades técnicas, el uso de pajillas de gran tamafio causa
una meseta de punto de congelacion mas prolongada y puede causar tasas de
enfriamiento retrasadas y desiguales dentro de una pajilla, lo que resulta en un
mayor porcentaje de dafio celular y una menor motilidad del esperma después de
la descongelacién (Martinez & Pardo, 2013).

Por tanto, para mantener la viabilidad espermatica post descongelacién al pasar
desde un recipiente de congelaciéon tradicional de volumen pequefio (pajilla de
0.25 ml) a un recipiente de congelacién de gran volumen (pajilla de 2.5y 5 ml), es
necesario ajustar las condiciones de congelacién y descongelacién en pajillas de
mayor volumen, para obtener las condiciones adecuadas para las especies de
estudio (Nomura et al., 2018).

La crioconservacion de espermatozoides en gran volumen se ha utilizado con
exito para varias especies de peces como: Pseudocaranx dentex (Richardson et
al., 1999), Oncorhynchus mykiss (Cabrita et al., 2001), Scophthalmus maximus
(Chen et al., 2004), Beryx decadactylus (Liu et al., 2006),Cyprinus carpio
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(Miskolczi y Miha, 2007), Gadus morhua (Butts et al., 2011), Hippoglossus
hippoglossus (Ding et al., 2011), Oncorhynchus mykiss (Lahnsteiner et al., 1997).
Salmo trutta lacustris, Salvelinus alpinus (Richardson et al., 2000), Polyodon
spathula (Brown & Mims, 1999) y Silurus glanis (Bart et al., 1998), entre otras.

Dichas técnicas utilizaron recipientes de congelacion de 2 o 5.0 ml para aumentar
el numero de espermatozoides almacenables, que ha demostrado ser aceptable y
rentable en la fertilizacion a escala comercial. Alternativamente, el volumen de
esperma preservado podria mejorarse adoptando estandares de relacion de
dilucién mas bajos (Ding et al., 2011). Estudios mas recientes como el de Varkonyi
et al. (2018) donde evalub el semen crioconservado de Cyprinus carpio utilizando
pajillas de hasta 10ml y descongelaciones a 40°C durante 4 minutos, reportan
datos prometedores de calidad seminal para la produccién a gran escala de dicha

especie.

3.3 CRIOPRESERVACION DE SEMEN DE PECES EN COLOMBIA

Los intereses de investigacion de crioconservacion en peces, han sido dirigidos
principalmente a tres tdpicos: la estandarizacion de los protocolos de congelaciéon
gue permitan alcanzar tasas de fertilizacion cercanas a las obtenidas con semen
fresco; la evaluacion de sustancias crioprotectoras que disminuyan los efectos
toxicos y de criodafios sobre las células espermaticas y la extrapolacion de
resultados entre las diferentes especies icticas para encontrar puntos de similitud.
El efecto de variables tales como volumen de la pajilla y la temperatura de
descongelacién, sobre los porcentajes de fertilidad alcanzados, no ha sido
evaluado metodolégicamente, no existiendo suficiente informacion sobre lo que

sucede a nivel celular (Medina et al., 2005).

En Colombia, los estudios de crioconservacion de semen de peces nativos son

recientes y se han orientado principalmente a la estandarizacién de protocolos de
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congelacion, evaluacion de crioprotectores y diluyentes para disminuir los efectos

toxicos y el criodafio sobre la célula espermatica (Medina-Robles 2005, Martinez

2010, Martinez 2011). En la tabla 2, se presentan algunos de los trabajos

investigativos de crioconservacion de semen, en diferentes especies de peces de

gran importancia acuicola nacional.

Tabla 1. Reporte de estudios realizados en Colombia relacionados con protocolos
de crioconservacion de semen de peces.

Especie Objetivos Referencia
Evaluar tres diferentes agentes Medina-Robles et
crioprotectores, dos sistemas de empaque y al. (2019)
Colossoma su efecto sobre la calidad postdescongelacién
macropomum del semen de cachama negra (Colosoma

Pseudoplatystoma
magdaleniatum

Pseudoplatystoma
magdaleniatum

Brycon moorei

Prochilodus
magdalenae

Brycon henni

Sorubim
cuspicaudus

Prochilodus
magdalenae

Prochilodus
magdalenae

macropomum) sometido a procesos de
crioconservacion.

Evaluacién del efecto de tres crioprotectores
DMSO!, DMA? y ETG® en diferentes
volimenes de empaque.

Evaluacion de la calidad del semen en la fase
de precongelacion, diluido en las soluciones
crioprotectoras (1:3) durante cinco minutos.
Evaluar calidad seminal postdescongelacion,
crioconservado con diferentes
concentraciones de DMSQO?.

Evaluar seis proporciones diferentes entre
espermatozoides/ovocito  utilizando semen
crioconservado Y fresco.

Evaluar efecto de tres crioprotectores (DMF?#,

DMSO! y ETG® sobre pardmetros de
movilidad y vitalidad en el semen pos
descongelado.

Evaluacion de la calidad del semen

crioconservado utilizando como crioprotector,
tres niveles de inclusion (5,10, 15%) de ETGS.
Se evalu6 el efecto de DMA? como
crioprotector a tres concentraciones 8%
(0.85M), 10%(1.07M) y 12% (1.29M).

Determinar tasas de congelacion vy
descongelacion para mantener la viabilidad
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Herrera-Cruz et al.
(2018)

Herrera-Cruz et al.
(2018)

Atencio-Garcia et
al.(2017)

Atencio-Garcia et
al. (2015)

Pineda-Santis et
al. (2015)
Atencio-Garcia et

al. (2014)

Atencio-Garcia et
al. (2013)

Martinez & Pardo
(2013)



Prochilodus
magdalenae

Pseudoplatystoma
metaense

Brycon amazonicus

Brycon amazonicus

Pseudoplatystoma
fasciatum

Piaractus
brachypomus

Piaractus
brachypomus

espermatica postdescongelacion.

Estudio de la fragmentacion del ADN® y dafio
en la membrana espermética después de la
crioconservacion con DMSO! y glucosa.
Evaluaron diferentes protocolos de
crioconservacion de semen (efectos de
diluyentes, tasa de congelacion, movilidad y
criodanos).

Se determiné efecto del tamafio de la pajilla y
temperatura de descongelacién sobre la
calidad espermética.

Evaluacion de diferentes sustancias
crioprotectoras, curvas de congelacion y
volumenes de empaque sobre calidad seminal
post descongelado.

Caracterizar el semen de la especie, evaluara
la toxicidad del DMSO?! sobre la movilidad
espermatica.

Efectos de DMSO1, MET® y ETG? sobre la
calidad del semen post descongelado

Evaluar la calidad y fertilidad del semen
crioconservado con  cinco  sustancias
crioprotectoras: GLY’, DMSO!?, MET®, PPG® y
ETGS.

Martinez et al.
(2012)

Ramirez-Merlano
et al. (2011)

Velasco-
Santamaria et al.
(2006)
Cruz-Casallas et
al. (2006)

Pinzon-Arciniegas.
(2004)

Ramirez et al.
(2005)
Navarro et al.
(2004)

Fuente: Recopilacion del autor con referentes bibliogréficos.
!Dimetilsufoxido, 2Dimetilacetamida, 3Etilenglicol, “Dimetilformamida, 5Acido desoxirribonucleico,
6Metanol, “Glicerol y 8Propilen glicol.

24



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 AREA DE ESTUDIO

Este estudio se realizO en el Instituto de Investigaciones Piscicola de la
Universidad de Cordoba (CINPIC), ubicado en el municipio de Monteria,
departamento de Cérdoba, cuyas coordenadas geograficas son 8° 47.5' Latitud
Norte y 75° 51.8' Longitud Oeste, con una altitud de 15 metros sobre el nivel del
mar, humedad relativa del 80%, precipitacion promedio anual de 1100 mm y una

temperatura promedio anual de 28.5°C.

4.2. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron machos y hembras de bocachico, entre tres y cuatro afios de edad,
mantenidos bajo condiciones de cautiverio en estanques en tierra del CINPIC, a
densidad de 0.5 Kg/m?. La selecciéon de los ejemplares se realizdé en base a su
estado de madurez sexual. Solo se seleccionaron machos en fase de
espermiacion; lo cuales liberaron liquido seminal a leve presion abdominal, en
sentido craneo-caudal. En el caso de las hembras la madurez sexual se valoré
mediante biopsia ovarica para verificar que estuvieran en fase de maduracion final.
Los ejemplares seleccionados fueron trasladados a tanques circulares de 6 m3con
recambio continuo de agua de 6 L/min durante 48 horas, con el propésito de
habituarlos a las condiciones experimentales, reducir la intensidad del estrés

generado por la manipulacién y cambio de ambiente.

4.2.1 Obtencidon de productos sexuales

Espermatozoides y ovocitos fueron obtenidos mediante induccién hormonal con
extracto hipofisario de carpa (EPC). Las hembras fueron tratadas con 7 mg EPC
/Kg, aplicado en dos dosificaciones (10 y 90%, con 12 horas entre aplicaciones)
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(Atencio et al., 2010). La extraccion de los ovocitos se realizé mediante masaje
craneo-caudal del abdomen, a las seis horas después de la segunda dosis con
EPC. Los ovocitos se recibieron en un recipiente plastico limpio y seco. Los
machos fueron tratados con 4 mg EPC/Kg de peso vivo en dosificacion pasadas 6
horas post-induccién, se extrajo el semen mediante masaje abdominal en sentido
craneo-caudal, colectandolo directamente en un vial con capacidad de 1.5 ml,
estéril y seco. Antes de colectar el semen se realiz6 una limpieza con toalla
absorbente sobre la papila urogenital y regidbn abdominal en general, con el

objetivo de eliminar restos de agua, orina o heces.

4.3 TRATAMIENTOS Y DISENO EXPERIMENTAL

Inmediatamente después de colectado el semen fue evaluado y solo se consider6
semen con movilidad total mayor a 80%. Como diluyentes glucosa 6% (p/v), a la
cual se le agregé 10% DMSO (v/v) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y
12% yema de huevo (v/v) y. Para la preparacion de la solucion crioprotectora
inicialmente la glucosa se mezclé con agua destilada calentada previamente a
temperatura de 60°C, posteriormente se adicion6 el volumen correspondiente de
DMSO y pasada la reaccion exotérmica; se adiciond la yema de huevo; finalmente
se completd el volumen deseado con agua destilada. EI semen se diluyd en

proporcion 1:4 (Cruz-Casallas et al., 2004), mezclado a temperatura de 28+1°C.

Posteriormente el semen se empaco6 en dos volimenes de pajillas (0.5 y 2.5 ml)
(Minitub, Abful-und Labortechnik Gmbh & Co, Inglaterra) previamente selladas con
polivinilo o con esferas de acero inoxidable. Para el empaque se utilizé un pool
(mezcla) de semen de varios machos (n=12) previamente valorados presentando

similitud en sus movilidades y tiempo de activacion.

Seguidamente fueron introducidas en un termo (dry shipper) de vapores de

nitrégeno de 4 L (MVE, SC 4/2v, USA) durante 30 minutos, el cual permitid una
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tasa de enfriamiento (27.3°C/min desde 28 a -20°C, 29.9°C/min desde -20 a -
100°C, 5.5°C/min desde -100 a -196°C) segun lo establecido por Cruz-Casallas et
al. (2006). Al alcanzar la temperatura de crioconservacion de -196°C, las pajillas
finalmente fueron trasladadas a un termo de almacenamiento 34 L (MVE, XC
34/18, USA) y sumergidas directamente en nitrégeno liquido durante seis meses;
luego las pajillas fueron descongeladas en bafio serolégico (Memmert, WNB 7-45,
Alemania) evaluando dos temperaturas (35 y 60°C) y cuatro tiempos de
descongelacion (30, 60, 90y 120 s).

Tabla 2. Disefio experimental para la evaluacién de dos volimenes de empaques
(ml), dos temperaturas (°C) y cuatro tiempos de descongelacion (s) de semen
crioconservado de bocachico Prochilodus magdalenae.

Factores

Temperatura (B) Tratamientos

Vol. empaque (A) Tiempo (C)

30s(C1) A1xB1C1
0 60 s (C2) A1xB1xC2
e ®h 90 s (C3) A1xB1xC3
120 s (C4) A1xB1xC4
omAn 30s(C1) A1xB2XC1
o 60 s (C2) A1xB2xC2
o0c (82 90 s (C3) A1xB2xC3
120 s (C4) A1xB2xC4
30s(C1) A2xB1XC1
60 s (C2) A2xB1xC2

35°C (B1
(B 90 s (C3) A2xB1xC3
2.5 ml (A2) 120 s (C4) A2xB1xC4
| 30s(C1) A2xB2XC1
60 s (C2) A2XB2xC2

60°C (B2
(B2 90 s(C3) A2xB2xC3
120's (C4) A2xB2xC4

En total se evaluaron 16 tratamientos correspondientes en disefio 2x2x4
correspondientes a dos volimenes de empaque (0.5 y 2.5 ml), dos temperaturas

de descongelacion (30 y 60°C) y cuatro tiempos de descongelacion (30, 60, 90 y
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120 segundos) (Tabla 3); adicionalmente se evalué un tratamiento control (semen
fresco). Cada tratamiento fue evaluado por sextuplicado (Tabla 2).

4.4 EVALUACION SEMINAL

Tanto en semen fresco como en semen descongelado se evalud la movilidad total,
tipos de movilidad, progresividad total y velocidades espermaticas mediante el
método CASA (Computer-Assited Sperm Analysis) con el programa Sperm Class
Analyzer SCA (Microptic, SCA VET 1, Espafia). Adicionalmente en semen fresco

se estim@ la duracion de la movilidad y la concentracion espermaética.

4.4.1 Movilidad total, tipos de movilidad, progresividad total y velocidades
espermaticas. En una camara de conteo Makler (Sefi Medical Instruments Ltd.,
Israel) se colocod una alicuota de 0.25 pl de semen y 75 pl de agua destilada
(dilucién 1:300); luego se homogenizé y con ayuda de un microscopio éptico de
contraste de fase (Nikon, E50i, Japon) y el programa SCA® (Microptic, SCA VET
1, Espafia) se estimaron estas variables.

La velocidad de los espermatozoides fue estimada en un periodo de cuatro
segundos con el programa SCA® y fueron clasificada como movilidad rapida
cuando era mayor de 100 um/s, media cuando se encontrd en el rango entre 99 y
50 um/s y lenta cuando era menor de 50 um/s. Al porcentaje de espermatozoides
rapidos se denominé movilidad rapida (tipo a), al porcentaje de espermatozoides
medios como movilidad media (tipo b) y al porcentaje de espermatozoides lentos
como movilidad lenta (tipo c), mientras que porcentajes de espermatozoides sin
movimiento se conoce como estaticos (tipo d). También el SCA® calculd las
velocidades curvilineas (VCL) y rectilinea (VSL).

4.4.2 Duracion de la movilidad. En una camara Makler (Sefi Medical Instruments

Ltd., Israel) se colocé una alicuota de 0.25 pl de semen y se activd con agua
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destilada, este tiempo se estimo a partir del instante en que se adiciond la solucién
activadora (agua destilada) a la muestra de semen hasta que alrededor del 90%

de los espermatozoides dejaron de moverse.

4.4.3 Concentracion espermética. Una alicuota del pl de semen se mezcld con
699 ul de glucosa 6% en un vial de 1.5 ml (diluciébn 1:700) y se homogenizé
durante cinco segundos en un vortex a 1200 rpm (Velp Scientifica, Zxclasic,
China); luego se colocaron 10 pl esta dilucion en una camara Makler y se estimoé la
concentracion mediante el SCA®. Este procedimiento fue repetido tres veces para

obtener un valor promedio de la concentracion espermatica del semen analizado.

4.5 TASA DE FERTILIZACION Y ECLOSION

La capacidad fertilizante de semen fresco y semen descongelado se evallo en
una muestra de un gramo de ovocitos (1288+182) en una proporciéon 320.000
espermatozoides/ovocitos para semen crioconservado y para semen fresco
160.000 espermatozoides/ovocitos (Atencio et al., 2015). El volumen para fertilizar
cada gramo fue adicionado con una micropipeta (Transferpette®, CE704174,
Alemania). Una vez adicionado el volumen seminal (fresco y descongelado) se
agregaron 20 ml de agua destilada a temperatura ambiente (28°C) para la
activacion del semen durante un minuto; trascurrido este tiempo se aumento el
volumen del agua a 50 ml para la hidratacion de los ovocitos, inmediatamente
después se depositaron los ovocitos en incubadoras experimentales de flujo

ascendente de 2 L de capacidad.

La tasa de fertilidad fue calculada a las seis horas post-fertilizacion (HPF). Con la
ayuda de una pipeta de vidrio de 0.5 cm de diametro se tom6 una muestra al azar
de minimo 50 embriones; luego con la ayuda de un estereoscopio de luz (Leica,
EZ4, China), se contabiliz6 el nimero de embriones viables los cuales se

observaron traslucidos; y nimero de embriones inviables, presentando estos un
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color blanquecino opaco. Este conteo se realizd tres veces en cada unidad
experimental (6) y luego se calcul6 un valor promedio para cada unidad

experimental. La formula que se uso fue:

o N° de embriones en gastrulacion
Tasa de fertilizacién (%) = . - x 100
N°de embrione analizados

El porcentaje de eclosion fue calculado a las 10 horas post-fertilizacion (HPF);
utilizando el mismo procedimiento descrito para la tasa de fertilizacion, con la
diferencia que los embriones viables son aquellos de cola libre (faringulacién) y los

inviables eran los de color blanquecinos y sin movimientos espasmadicos.

N° de embriones en faringulaciéon

Tasa de eclosion(%) = X 100
asa de eclosion(%) N°de embriones analizados

4.5.1 Calidad de agua en la incubacion. Durante el periodo de incubacion de los
ovocitos, los parametros de calidad de aguas se mantuvieron dentro de los rangos
Optimos para el mantenimiento de la especie; temperatura de 26.6-27.3°C, pH
7.51£0.8, OD>4mg/L, Amonio total<lppm, Dureza total de 160.4+17.7mg/LCaCO3
y Alcalinidad Total de 161.6+29.7mg/L CaCO3.

4.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores son presentados como media + ds. Este experimento se llevd a cabo
utilizando un disefilo completamente aleatorizado (DCA) con arreglo factorial dos
por dos por cuatro (2x2x4). El primer factor fue el volumen de empaque el cual
consto de dos niveles (0.5 y 2.5 ml), el segundo factor fue la temperatura la cual
tuvo dos niveles (35 y 60°C) y un tercer factor que correspondié al tiempo de
descongelacién compuesto por cuatro niveles (30, 60, 90 y 120 segundos), para
un total de 16 tratamientos, cada uno con tres réplicas. Todos los datos fueron
sometidos a pruebas de normalidad (Shapiro Wilk) y de homogeneidad de
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varianza (test de Bartlett), una vez cumplidos estos supuestos se llevé a cabo un
andlisis de varianza (ANOVA) y cuando hubo diferencias se realiz6 una prueba de
rango multiple de Tukey; en todos los casos p<0.05 se consideré como nivel de
significancia. Los analisis se realizaron con ayuda del Software estadistico R,

version 3.0.1.

5. RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DEL SEMEN FRESCO

La tabla 3 registra las caracteristicas del semen fresco de bocachico utilizado en el
presente estudio. Las caracteristicas seminales registradas en este estudio,
muestran una buena calidad en el semen que se utiliz6 en el proceso de
crioconservacion; y coinciden con lo reportado por otros autores. La calidad
seminal, se define como la habilidad que tiene el espermatozoide para fertilizar
exitosamente y subsecuentemente desarrollar un embriéon normal, dicha habilidad
esta regida por parametros que permiten predecir y determinar el grado de calidad
del gameto (Martinez & Pardo, 2010).

Tabla 3. Caracteristicas de semen fresco de bocachico Prochilodus magdalenae
obtenido mediante induccion hormonal. Valores mostrados como media + ds

Caracteristica Valor
Volumen seminal (ml) 2.3+04
Concentracion espermatica (10°spz/ml) 19700.1+10310.1
Movilidad total (%) 95.8+0.5
Duracion movilidad (s) 28.47+1.5
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5.2 CARACTERISTICAS SEMEN DESCONGELADO

5.2.1 Movilidad total (MT) y tipos de movilidad. En el presente estudio, se
encontré6 que los mayores valores de MT (p<0.05) se obtuvieron cuando se
descongeld pajillas de 0.5 ml a 35°C durante 30 s (51+23.0%) y 60 s
(53.6+24.3%), cuando se descongelé pajillas de 2.5 ml a 35°C durante 90 s
(50.1+26.2%) y cuando se descongeld pajillas de 2.5 ml a 60°C durante 30 s
(58+£31.1%) sin encontrarse diferencia significativa en estos valores (p>0.05); pero
tampoco fueron diferentes a los valores de MT registrados (p>0.05) cuando se
descongelé pajillas de 0.5 ml a 35°C durante 90 s (40.5+13.1%) y 120 s
(38.6+£17.3%), cuando se descongelé pajillas de 2.5 ml a 35°C durante 30 s
(44.1£25%), 60 s (44.8+18.9%) y 120 s (47.8+21.2%) (Tabla 4, Anexo 1). Los
menores valores de MT (p<0.05) se registraron cuando se descongeld pajillas de
0.5 ml a 60°C durante 30 s (21.9£7.8%) y 90 s (23.81£4.8%) y pajillas 2.5 ml a 60°C
durante 90 s (21.2+3.4%) y 120 s (21.8+8.6%) sin observarse diferencia entre
estos valores (p>0.05) (Tabla 4).

Los mayores porcentajes de espermatozoides con movilidad rapida (tipo a) se
encontraron en los tratamientos en donde se uso pajillas de 2.5ml a 60 °C durante
30s (13.8+19.3%) y pajillas de 0.5ml a 35°C durante 60 s (12.6+14.7%); en
contraste los valores mas bajos se hallaron en pajillas de 2.5ml a 60°C durante
90s (0.1+0.2%) y pajillas de 0.5ml a 60°C durante 90s y 120s (0.2+0.3%),
encontrandose diferencia estadistica significativa (p<0.05). (Tabla 4, Anexo 3a).
En contraste los porcentajes de espermatozoides estaticos arrojaron valores
superiores a los espermatozoides rapidos; encontrandose los mayores en pajillas
de 2.5ml a 60°C durante 90s (78.8£3.4%) y 120 s (78.2+8.6%), los menores
porcentajes para este tipo de espermatozoides (estaticos) se hallaron en pajillas
de 2.5ml a 60°C a 30s con 42.0£31.1% en conjunto con las pajillas de 0.5ml a
35°C durante 60s con 46.4+24.3% (p<0.05) (Anexo 3d).
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Tabla 4. Caracteristicas del semen criopreservado de Prochilodus magdalenae empacado
en pajillas de 0.5 y 2.5 ml y descongeladas a dos temperaturas y cuatro tiempos de
descongelacion. Letras diferentes en una misma columna indican diferencia estadistica
significativa (p<0.5). Valores mostrados como media * ds.

Vol. Tem. Tiempo MT (%) VCL (um/s) VSL (um/s) Répidos (%) Medios (%) Lentos (%) Estaticos (%) PT (%)
30s 51.4423.0°  49.0£26.1%¢ 24.6+17.4% 8.5+8.6%° 10.046.62 33+11.2% 48.6+18.9°  13.2+#11.5®
. 60 s 53.6+24.32 55.4+36.0°  29.9+23.1% 12.6+14.7®®  11.1+8.2% 29.8+8.8%°  46.4+24.3°  19.4+19.7°
e 90s 40.5+13.1%%¢  46,1+39.0%°% 23 5+19.9%° 6.4+11.9%° 6.1+6.5%cdl  28+7.8%cd 59 5+13 1% 9 7+12.4%
120s  38.6+17.3%° 43.4+29.0%%% 24.8+257%  7.7+10.8%°  6.445.6%°% 24.5+6.6°¢ 61.4+17.3%° 12 2+15 5%
05 ml 30s 21.947.8° 21.4+4.5% 4.842.7% 0.6+0.8° 1.1+1.5% 20.2+5.7¢ 78.1+7.82 1.241.52
X 60s 26.0+8.8%%  27.4+18.23cde 4 1+ O 2.1+4.7% 2.0+1.9%"  219+4.8%  74.0+8.8%° 2.7+4.6°
00c 90s 23.8+4.8° 22.4+5.7°% 4.4+2.4% 0.2+0.3° 1.9+2 4% 21 8+5.8% 76.2+4.82 1.1+1.6°
120 s 24.4+4.5% 24.4+7 20cde 4.3+1.1% 0.2+0.2° 2.5+1.4Pcdef 21 844 7% 75.6+4.5% 0.4+0.5°
30s 44,1425.0%4  52.8+41.3%  30.3%28.5% 11.7+17.13¢ 7.7+7.6% 24.8+7.1°¢ 550+25.0° 17.3+21.72
. 60 s 44.8+18.9%¢  50.5+30.2%¢  28.2+#21.6 10.1£12.7%% 7.2+3.8%% 27.6+4.3%¢ 552+18.9°° 14.6+15.1%
¢ 90s 50.1+26.2%  44.4+28.9%% 24 .7+20.1% 9.2+12.3%°c  83+7.3%  32.6+9.5®  49.9+26.2° 13.7+15.2%
120 s 47.8421.1%° 43.8+26.1%c% 253+17.5%¢  7.7+9.8%° 8.6+6.82 31.6+£7.9% 52.2421.2%  12,7+12.4%
25ml 30s 58.0+31.12 50.0+40.2%¢  26.6+28.0°®  13.8+19.32 8.2+6.8%°  36.0+14.07 42.0+31.1° 17.7421.12
i 60s 28.3+7.3%%  24.3+6.6°%  7.6+5.3° 0.8+1.0° 2.3+1.3f 25 2+6.4bcd 71 7+7.33 1.4+1.7°
o0c 90s 21.243.4¢ 18.3+3.2¢ 3.4+1.7¢ 0.1+0.2¢ 0.5+0.6' 20.6+3.2¢ 78.8+3.42 0.3+0.6°
120s 21.8+8.6° 19.5+3.7% 3.3+2.0¢ 0.4+0.4° 0.9+1.6°f 20.5+6.8¢ 78.2+8.6% 0.6+0.8°
Control 95.845.0 136.0+40.6 65.0+£18.6 55.8+18.8 29.7+£18.6 10.2+9.3 4.2+#5.0 70.5£10.0

MT: movilidad total; VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad lineal; PT: progresividad total.

5.2.2 Progresividad total

y velocidades espermaticas.

Los valores de

progresividad total (PT) encontrados en el estudio se presentan en la tabla 4 y
anexo 2. Se hallé que los mejores porcentajes para este parametro ocurrié en
pajillas de 0.5ml descongeladas a 35°C durante 60 segundos (19.4+19.7%) en
conjunto con pajillas de 2.5 ml a 60°C durante 30 s (17.7£21.1%), con diferencia
significativa (p<0.05) al comparar con los valores mas bajos, el cual se dio en
pajillas de 2.5ml descongeladas a 60°C durante 90 segundos (0.3+0.6%) y 120
segundos (0.4+0.8%). Por su parte, la velocidad espermatica curvilinea (VCL)
resultados en el tratamiento con pajllas de 0.5ml

mostréo los mejores
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descongeladas a 35°C durante 60 segundos (55.4+36.0um/s) y su valor mas bajo
en pajillas de 2.5ml descongeladas a 90 segundos (18.3+3.2.0um/s) y 12
segundos (19.5+3.7um/s), sin haber diferencias significativas entre dichos
tratamientos (p>0.05). En la tabla 4 y anexo 5 se presentan los valores de
velocidad lineal (VSL) encontrados en el estudio; las mayores velocidades de este
tipo se dieron cuando se empaco semen en pajllas de 2.5 ml y luego
descongeladas a 35°C durante 30 segundos (30.3+28.5um/s) y los valores bajos
se dieron en estas mismas pajillas, pero cuando la descongelacion se realiz6 a
60°C durante 120 segundos (3.3+2.0 um/s); mostrando diferencia significativa para
esta variable (p<0.05).

5.3 DESEMPENO REPRODUCTIVO DEL SEMEN CRIOPRESERVADO

5.3.1 Fertilizacion. Los porcentajes de fertilizacion encontrados en el presente
estudio se muestran la figura 2. De forma general, se hall6 mejores tasas de
fertilizacion cuando se realizd la descongelacion a 35°C; especificamente se
encontré que los mejores valores se dieron cuando se empaco semen en pajillas
de 0.5ml y posteriormente descongeladas a 35°C durante 60 segundos
(31.6+8.5%); contrario a lo ocurrido con las pajillas de 0.5ml y descongeladas a
60°C durante 30°C en donde no hubo fertilizacién (p<0.05).
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Figura 2. Porcentajes de fertilizacion en semen crioconservado de bocachico
Prochilodus magdalenae. Letras diferentes indicas diferencia significativa (p<0.05).
Valores mostrados como media + ds.

5.3.2 Eclosion. La figura 3 muestra los porcentajes de eclosion encontrados en el
estudio, se observa que de forma general se tuvieron mejores tasas de eclosion
cuando la descongelacion de las pajillas se realiz6 a 35°C, independiente del
volumen de empaque y tiempo de exposicion. La mejor tasa de eclosién fue de
22.248.1% cuando se usO pajillas de 0.5ml descongeladas a 35°C durante 60

segundos.
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Figura 3. Porcentajes de eclosion en semen crioconservado de bocachico
Prochilodus magdalenae. Letras diferentes indicas diferencia significativa (p<0.05).
Valores mostrados como media + ds.

5.4 EFECTO DE FACTORES EVALUADOS Y SU INTERACCION

El efecto general de los factores evaluados durante el proceso de
crioconservacién de semen de bocachico y la interaccion entre ellos sobre las
variables de calidad seminal se presentan en la tabla 5. Se observé que la
temperatura fue el factor que mas afectd significativamente las variables de
calidad seminal evaluadas; el volumen de empaque afecto moderadamente solo
los porcentajes de eclosion. Caso contrario pasé con el factor tiempo de

descongelacion, el cual no tuvo ningun efecto significativo sobre las variables.

36




Tabla 5. Efectos de la interaccion de los factores evaluados, sobre variables de
calidad seminal en Prochilodus magdalenae. NS, no significante (p>0.05), *
significante, ** muy significante, *** altamente significante

Variables Factor A/l | Factor B/ Factor C/ Inter. | Inter. Inter. | Inter.

Tiempo Temperatura | Vol. Emp AB AC BC ABC
Movilidad Total (%) NS ikl NS NS NS NS *
Velocidad Curvilinea (um/s) NS ok NS NS NS NS NS
Velocidad Lineal (um/s) NS ok NS NS NS NS NS
Rapidos (%) NS FrE NS NS NS NS NS
Medios (%) NS il NS NS NS NS NS
Lentos (%) NS ok NS NS NS NS **
Estaticos (%) NS ok NS NS NS NS *
Progresividad Total (%) NS bkl NS NS NS NS NS
Fertilizacion (%) NS *kk NS NS NS Fx *
Eclosion (%) NS Kk * NS NS Hkk **

6. DISCUSION

6.1 SEMEN FRESCO

Atencio-Garcia et al. (2013) reportdé volumen seminal de 1.3£0.4ml en bocachico
inducidos con EPC; con buena movilidad total (>90%) y concentracion
(18524.0x100+3452.4x10°8 spz/ml). Montes (2018) evalud la calidad del semen de
bocachico al inicio, media, final y fuera de la temporada reproductiva y encontré
valores de volumen seminal menores (0.4+0.2 y 0.9+0.1ml) a las halladas en el
presente  estudio, por el contrario los valores de concentracidon
(19831.4x100+6429.8x10% y 52623.4x10+4495.7x10% spz/ml) y tiempos de
activacion (37.4+5.5 s) reportados por este autor, superan los valores en esta
investigacion; sin embargo, se encontré similitud en valores de MT (mayor al

90%), representativo de un semen de buena calidad.
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6.2 MOVILIDAD TOTAL Y TIPOS DE MOVILIDAD

La movilidad total (MT) del semen crioconservado es considerada un criterio de
calidad espermatica, que permite medir el éxito o fracaso del proceso de
crioconservacion (Atencio et al., 2017). Padilla (2014) sefala que desde el mismo
momento en que el semen entra en contacto con la solucion crioprotectora se
producen dafios en las mitocondrias, membrana espermatica y fragmentacion del
ADN como consecuencia del choque hiperosmoético y la toxicidad de los
crioprotectores; estos dafios se incrementan durante los procesos de congelacion
y descongelacion. Los criodafios ocasionan disminucion de la movilidad vy
velocidad espermaética, lo cual termina afectando la capacidad fecundante del

semen descongelado (Ramirez-Merlano et al., 2010; Cabrita et al., 2014).

En esta investigacion, la temperatura de descongelacion fue un factor
determinante, por lo que de forma general el semen descongelado a 35°C
presentd mejores porcentajes de MT (Anexo 1y Tabla 4); sin embargo, el mayor
valor de movilidad total, fue encontrado cuando se realizé la descongelacién a
60°C durante 30s en pajillas de 2.5 ml; esto nos sefiala que curvas de
descongelaciones rapidas podrian reducir los dafios en la mitocondrias y flagelos,
siendo estas estructuras las que permiten la motilidad a los espermatozoides.
Parece ser que estas velocidades rapidas de descongelacion funcionan bien para
la especie, cuya hipotesis es respaldada por estudios como el de Martinez y Pardo
(2013) los cuales reportan movilidad total de 54.13+5.67 % luego de realizar una
descongelacién rapida a 60°C durante 8s en la misma especie de estudio. El uso
de pajillas de grandes volumenes (mayor de 2.5 ml) ha sido evaluado en
bocachico por otros autores como Atencio-Garcia et al. (2013), que estudiaron la
criopreservacion de semen en pajillas de 5 ml con diferentes concentraciones de
DMA (8, 10 y 12%) y descongelaron a temperatura de 60°C durante 45s

obteniendo valores de MT menores de 32%.
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En otros Characiformes se ha criopreservado semen de Brycon moorei con DMSO
(5,10 y 15%) empaquetado en pajillas de 2.5 ml y descongelado a 35°C durante
90 con registros de MT entre 30.6% y 40.1%, valores similares a los encontrados
en el presente estudio (Atencio-Garcia et al., 2017). En especies tropicales
estudiadas por Ramirez-Merlano et al. (2011), evaluaron diferentes protocolos de
crioconservacion para en Pseudoplatystoma metaense, usando pajillas de
empaque de 0.5ml y descongeladas a 35°C durante 60 s; reportan valores de MT
completamente nulas (0%) para algunos tratamientos. De igual manera, Herrera-
Cruz et al. (2018) al evaluar semen criopreservado de Pseudoplatystoma
magdaleniatum en pajillas de 2.5ml y descongeladas a 35°C durante 90 segundos
registraron MT entre 22.2+7.1% y 10.3+£6.8%, valores que resultan ser bajos a los
hallados en esta investigacion. Estudios muchos mas recientes como Judycka et
al. (2019) quienes evaluaron diferentes protocolos de crioconservacion en semen
de la perca europea Perca fluviatilis utilizando pajillas de empaque de 0.5ml y
curvas de descongelaciéon de 40°C durante 10s; reportaron muy bueno resultados,
llegando a alcanzar valores de MT entre 58% Yy 83%, muy similares a los del
semen fresco utilizado en el presente estudio; esta investigacion demostré que es
posible estandarizar protocolos de crioconservacion de semen de peces,
conservando caracteristicas similares al semen fresco si se aumentan los factores

de dilucion.

Se observé una predominancia de los espermatozoides estaticos y lentos, con
oscilaciones de 78.8+3.4% y 42.0+31.1% para el primero y 36.0t14 % vy
20.245.7% para el segundo; mientras que los porcentajes de espermatozoides con
movilidades rapidas y media estuvieron por debajo del 14% del total (Anexo 3).
Existen pocos trabajos que detallan el tipo de movilidad que presentan los
espermatozoides, esto se debe en gran medida al alto nivel tecnologico que
demanda realizar dichas lecturas, puesto que se requiere de programas

informaticos especializados de alta calidad.
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Los espermatozoides estaticos mostraron los mayores porcentajes luego de la
descongelacion, situacion que es bastante usual después de someter el semen a
procesos de crioconservacion; los resultados registrados para esta variable
durante los experimentos son muy similares a los reportado para la especie.
Atencio et al. (2017) reportd6 espermatozoides estaticos con porcentajes de
69.4+7.9 %; este mismo autor en (2013) reporté espermatozoides estéticos con
porcentaje de 81.1+0.8 %. En general estos resultados evidencian los profundos
dafios celulares que sufren los espermatozoides durante todo el proceso de
crioconservacion sobre sus estructuras moéviles como flagelos y fuentes de
energia como las mitocondrias. Si bien, no siempre se puede asociar menores
tasas de fertilizacion a menores porcentajes de espermatozoides moviles ya sean
rapidos, medios o lentos; si estd ampliamente documentado y se conoce a través
de la experiencia en campo con reproducciones artificiales utilizando semen
fresco, que se reduce la probabilidad de que el espermatozoide encuentre el
micrépilo cuando se ve reducida su capacidad movil y se observa en muchas de
nuestras especies nativas que espermatozoides estaticos o vibratorios son

capaces de fertilizar desde que la integridad del ADN se mantenga.

Asi mismo, se sugiere que a mayor temperatura de descongelacion los tiempos de
exposicion deben ser mucho menor, principalmente si se trabaja con pajillas de
0.5ml; debido a que pajillas de bajo volumen tendran mayor afectacion con
velocidades de descongelacion rapida, puesto que el calor ingresa mucho mas
facil a las células y esto provocaria mayor dafio celular. Es importante aclarar que
tener buenos porcentajes de movilidad, no siempre garantiza una viabilidad del
espermatozoide durante el proceso de incubacion, asi lo afirma Morris et al.
(2012), quien sugiere que los dafios en los espermatozoides se encuentran mucho
mas ligado a dafios en la membrana y DNA por la alteracion del material genético
de la célula causados por desbalances osmaéticos y no por la formacion de
cristales de hielo; lo que permite la capacidad fecundante del espermatozoide,

pero no da viabilidad al embrion.
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6.3 PROGRESIVIDAD TOTAL Y VELOCIDAD ESPERMATICA

La progresividad total (PT) se define como el porcentaje de espermatozoides
moviles que presentan desplazamiento dentro de un &rea especifica; este
concepto permite comprender que es posible encontrar espermatozoides que
presenten movilidad, mas no progresividad; esto supondria que usualmente los
porcentajes de MT seran mayores a la PT. Lo anterior sugiere una relacion
directamente proporcional entre estas dos variables, situacién que se evidencié en
este estudio (Anexo 2), en donde los mejores porcentajes de PT se observaron de
forma general cuando la descongelacion se hizo a 35°C sin importar el volumen de
empaque o tiempo de exposicion, con excepcion del tratamiento donde se usoé
pajillas de 2.5 ml descongeladas a 60°C durante 30s, comportamiento similar al

obtenido para la variable MT.

Los mejores resultados registrados resultan ser semejantes a los reportados por
Nizio et al. (2015), quien evalud pajillas de 1.6 ml y 4.5 ml para la crioconservacion
de semen de Colossoma macropomum Yy reportd porcentajes de progresividad
total de 16.6 6 % después de la descongelacion a 60°C durante 90s; por otro lado
Pineda-Santis et al. (2015) registr6 porcentajes de PT de 15.6£7.8 % cuando
realizé la evaluacion de tres crioprotectores (DMSO 5%, DMF 5% y EG 5%) sobre
el semen crioconservado de Brycon henni en pajllas de 0.5 ml y luego
descongelado a 37°C durante 30s. Lo anterior, permite visualizar que se pueden
obtener resultados parecidos, aun cuando se varian los rangos de los factores que
inciden sobre el proceso de crioconservacion; esto podria sugerir que al momento
de analizar datos sobre protocolos de crioconservacion, se deben considerar
caracteristicas propias de la especie, condiciones de cautiverio, estado nutricional

de los reproductores, aclimatacion e incluso protocolos de induccién hormonal.
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La velocidad (lineal y curvilinea) y los rangos en los cuales se dan estos
movimientos, son importante al momento de evaluar la calidad seminal, debido a
que este analisis permite cuantificar de manera objetiva los movimientos del
esperma durante el periodo de activacion o movilidad, sabiendo que esta variable
posee estrecha relacion con los porcentajes de fertilidad (Moore & Akhondi, 1996).
Se sugiere que cuando un espermatozoide tiene mayor velocidad durante su
periodo de movilidad, este tendria potencialmente mayor probabilidad de llegar
hasta el micrépilo del ovocito y lograr una fertilizacion exitosa; siendo el flagelo,
mediante la energia liberada por la mitocondria la que brinda al espermatozoide

mayor o menor grado de velocidad.

Los diferentes resultados hallados en el presente estudio para VCL esta variable
se observan en la tabla 4; donde se evidencié que el factor que mas afectd este
tipo de velocidad fue el tiempo de descongelacion, independiente del volumen de
empaque y temperatura (Anexo 4); asi entonces, el tiempo utilizado de 60s mostro
las mejores VCL y por el contrario el tiempo de descongelacion de 90s arrojo los
valores méas bajos; oscilando estos valores 55.4+36.0um/s y 18.3+3.2um/s,

presentando diferencias estadistica significativas (p<0.05).

Los registros de velocidades espermaticas luego de la descongelacion en semen
de peces Characiformes son bastante escasos; especificamente para la especie
bocachico, el primer reporte a nivel mundial fue realizado por Martinez & Pardo
(2013), quienes al evaluar diferentes tasas de congelacion (pajillas de 0.5ml) y
descongelacién (60°C x8s y 30°Cx16s) en semen crioconservado reportaron VCL
maximas de 51.4+4.7 um/s, encontrandose este reporte dentro del rango hallado
en el presente estudio; valores ligeramente parecidos (63.2+11.6 pm/s) se
observaron cuando se evalu6é el efecto de DMA (8, 10, 12%) durante la
crioconservaciéon de semen en pajillas de 2.5ml y descongeladas a 60°C durante

45 segundos de esta misma especie (Atencio et al., 2013).
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En la tabla 4 se muestran los valores de VSL encontrados; se evidencié que de
forma general el factor temperatura, fue el que mas afecto a este tipo de
velocidad, cuya tendencia fue muy similar a los valores de MT; concretamente la
descongelacion realizada a 35°C de temperatura mostré los mejores resultados
para esta variable independiente del tiempo o volumenes de empaque, en
conjunto con la descongelacion realizada a 60°C en pajillas de 2.5 ml durante 30s
(Anexo 5). Los mayores valores para esta variable se dieron utilizando
2.5ml/35°C/30s con 30.3+28.5 um/s y los menores valores se encontraron cuando
se usO 2.5ml/60°C/ 120s con 3.3+ 2.0 um/s, existiendo diferencia estadistica

significativas (p<0.05).

La VSL reportadas después de la descongelacion del semen crioconservado de
Prochilodus magdalenae con diferentes protocolos, van desde 36.4+5.0 um/s
(Atencio et al., 2013) hasta menores del 35 um/s (Martinez et al., 2013), resultados
bastante similares a los mejores valores reportados en esta investigacion.
Estudios realizados en siluriformes como Pseudoplatystoma magdaleniatum por
autores como Herrera-Cruz et al. (2018) y Ramirez-Merlano et al. (2011) con
Pseudoplatystoma metaense reportan valores de VSL de 8.6 £7.5 um/s y menores
de 10 um/s, respectivamente. Datos que estan muy por debajo a los reportados de
para la especie bocachico y a los hallados en el presente estudio; por otra parte,
Judycka et al. (2019) hallé VSL de hasta 198.8+10.9 um/s durante la evaluacion
seminal de Perca fluviatilis sometida a diferentes protocolos de crioconservacion;
velocidades que son casi siete (7) veces mayores a las encontradas en el

presente estudio.
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6.4 DESEMPENO REPRODUCTIVO DEL SEMEN CRIOCONSERVADO

6.4.1 Fertilizacion.

En este estudio se encontr6 de forma general que las mejores tasas de
fertilizacion se dieron cuando se descongel6 a 35°C, siendo indiferente el tiempo
de descongelacion y el volumen de empaque utilizado; coincidiendo con el mismo
comportamiento de la movilidad total; no sucedié lo mismo con el tratamiento que
obtuvo el mejor porcentaje de movilidad total (2.5mI/60°C/30s), siendo que alli se
esperaban mejores porcentajes de fertilizacion, pero no sucedié. Esto indica que
existe la posibilidad de tener espermatozoides con alta movilidad, pero no con
capacidad fecundante debido principalmente posiblemente a dafios genéticos. Asi
sucedioé también con Navarro et al. (2004) quien al utilizar semen crioconservado
de Piaractus brachypomus con movilidad total del 64% solo obtuvo fertilizaciones
del 2%.

Atencio et al. (2015) quienes al estudiaron la viabilidad del semen criopreservado
de esta misma especie; utilizando pajillas de 5ml y realizando la descongelacion a
60°C durante 45 segundos, registré fertilizaciones hasta de 70.0+0.4; este mismo
autor reportd en otros estudios porcentajes de fertilizacibn con semen
criopreservado bajo diferentes protocolos valores de 60.4+8.4% (Atencio et al.,
2013) y 48.5+15.5% (Atencio et al., 2014). Asi mismo, estudios con mas
anterioridad en una especie coespecifica como Prochilodus lineatus en donde se
utilizaron crioprotectores de bajo valor econdmico durante la crioconservacion del
semen de esta especie, utillizando pajillas de 0.5ml y posteriormente
descongeladas a 60°C durante 8 segundos, hallaron fertilizaciones hasta de 74%
(Viveiros et al., 2009).

Los bajos porcentajes de fertilizacion encontrados en este estudio se podrian

explicar trayendo a colacion lo expresado por Martinez (2010), quien afirmé que la
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fertilidad exige del espermatozoide mas que una buena movilidad o una variable
en particular, demanda el bienestar integral del espermatozoide o por lo menos en
la mayor parte de sus variables; en ese orden de ideas, se conoce que los
procesos de crioconservacion causan dafios de diferentes indoles en el
espermatozoide: DNA, mitocondrias, flagelos, entre otros (Martinez & Pardo,
2010). Por lo que se sugiere que porcentajes relativamente altos de movilidad total

no necesariamente se ven reflejados en altas tasas de fertilidad.

Paralelo a estas situaciones también existen reportes en donde los porcentajes de
movilidad total son nulos, pero lograron tener una fertilizacién aceptable, tal es el
caso de Ramirez-Merlano et al. (2011) donde utilizando semen crioconservado de
Pseudoplatystoma metaense con movilidad total de 0% logré fertilizaciones del
10%; resulta paradéjico hallar estos comportamiento tan variables; sin embargo,
no ha sido el Unico estudio que ha evidenciado esta situacion, también lo ha
reportado Atencio et al. (2013) cuando hall6 los mayores porcentajes de
fertilizacion (60.4+8.4%) en los tratamientos con movilidad total menores al 40%.
Estas situaciones presentadas se pueden deber a que parte de esos
espermatozoides inmdviles conservan de forma intacta la estructura cromosomica
la cual esta contenida en el nucleo de la cabeza, lo que permite la fecundacion
efectiva (Andrade et al., 2001; Grassioto et al., 2001). Ademas autores como Rana
et al. (1990) sefialan que esto puede suceder porque algunos factores de los
ovocitos pueden activar a los espermatozoides inmoviles, esto es respaldado por
Iwamatsu (2000) & Babin et al. (2007) quienes afirman que sumado a factores
ambientales, la presencia de esos agentes liberados por los ovocitos como
pequefias moléculas polipéptidos sintetizados en el foliculo de la célula vy
acumuladas en el corion, pueden producir hiperactividad de la movilidad

espermatica en algunas especies de peces.

Otro aspecto que se debe tener en cuenta al momento de analizar los resultados

de fertilizacion, es lo que se conoce como dosis seminante puesto que esto tiene
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estrecha relacion con la cantidad de ovocitos a fecundar y los volimenes de
empaque; si bien es cierto que el uso de pajillas de mayor volumen brinda
potencialmente mayor capacidad fecundante, implica mayores dificultades
técnicas, siendo la principal las mesetas de congelacién lo que causa velocidades
de enfriamiento retrasadas y desiguales dentro de la pajilla, lo que resulta en
mayores criodafios en los espermatozoides luego de la descongelacién (Nomura
et al., 2018).

Estudios como el realizado por Atencio et al. (2015) buscé establecer la cantidad
de espermatozoides necesarios para lograr el mayor porcentaje de fertilizacién
para esta misma especie, utilizando semen fresco y crioconservado; reportd que la
relacion optima (fertilizaciones mayores a 70%) se dieron cuando usé 166,667
spz./ovocito para semen fresco y 320,000 spz./ovocito en semen crioconservado;
segun este estudio se debe duplicar la cantidad de espermatozoides por cada
ovocito cuando se usa semen crioconservado; algo que resulta bastante
comprensible debido a la reduccibn de vitalidad célular luego de la
crioconservacion. espermatozoides con movilidad, sin tener en cuenta el resto de

espermatozoides.

La intencion del presente estudio no fue ahondar en aspectos como dosis
seminante, pero si se tuvo como objetivo, evaluar volimenes de empaque; es por
ello que se sugiere que, aunque de forma general los porcentajes de fertilizaciones
fueron menores en las pajillas de 2.5ml (bajo descongelaciones a 35°C); estas
tienen cinco (5) veces mayor volumen seminal que las de 0.5ml, lo que se podria
traducir en mayor capacidad de fertilidad absoluta, por lo que alcanzara para
poder fertilizar un mayor nimero de ovocitos, principalmente si el objetivo es la
conservacion del material genético de la especie y una posible produccion a gran

escala.
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6.4.2 Eclosién

Como era de esperarse se encontraron tendencias similares a las tasas de
fertilizacion, donde se noté que la descongelacion a 35°C brindé6 mejores
resultados. Siendo 22.2+8.1% el mayor valor, que se dio cuando se uso pajillas de
0.5ml descongeladas a 35°C durante 60 segundos y en algunos casos fueron
completamente nulas las eclosiones (p<0.05). Los trabajos relacionados con el
desempeiio reproductivo de esta especie utilizando semen criopreservado; han
reportado eclosiones mayores a las encontradas en este trabajo tal es el caso de
Atencio et al. (2015) y Atencio et al. (2013) donde se han reportado eclosiones del
48.6+4.2 % y <50%, respectivamente. Las posibles causas de los resultados del
desempefio reproductivo del semen (eclosién) crioconservado bajo los protocolos

aqui evaluados se revisaron en parrafos anteriores (fertilizacion).

6.5 INTERACCION DE FACTORES EVALUADOS

Al analizar las interacciones de los factores estudiados, se hall6 que, al
correlacionar volumen de empaque y temperatura, esto ocasiond un efecto muy
significativo sobre porcentajes de fertilizacion y eclosion. Asi mismo al
correlacionar los tres factores evaluados, se evidencia un efecto sobre la movilidad
total, porcentajes de fertilizacion y porcentajes de eclosién. Los procesos de
crioconservacion, el control de la velocidad del cambio de temperatura (curva de
descongelacién) en conjunto con la osmolaridad son los aspectos mas relevantes
para optimizar la viabilidad celular, esto se debe a que el espermatozoide esta
sujeto a cambios drasticos en su medio fisico y quimico; asi mismo esta
ampliamente documentado que temperaturas no adecuadas durante los procesos
de descongelacion terminan provocando una recristalizacion intracelular vy
consecuentemente termina afectando la calidad espermética (Medina et al., 2007;
Martinez et al., 2010; Atencio et al., 2013).
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La influencia que tienen las tasas de descongelacion sobre el material biol6gico
son la formacion de cristales de hielo intracelular, la rehidratacion y el
mantenimiento de la integridad celular (Tiersch & Green, 2011). La temperatura de
descongelacién, depende de la tasa de congelacion y de la temperatura previa de
la muestra antes de haber sido introducida en el nitrdgeno liquido (Denniston et
al., 2011). Martinez y Pardo (2013) al determinar las tasas de congelacion y
descongelaciéon (0.5ml/60°C/8s y 0.5ml/30°C/16s) para mantener la viabilidad
espermatica en Prochilodus magdalenae, encontraron un efecto de la velocidad de
descongelacién sobre movilidad rapida, media y velocidades curvilineas y lineales;
sin embargo, se reporta que la interaccion entre tasas de congelacion y
descongelacién, tienen un efecto nulo sobre la calidad espermética, a excepcién
de la movilidad lenta. Estos reportes realizados en afios anteriores sobre la misma
especie, son similares a los encontrados en el presente estudio; se puede
observar el efecto de la temperatura como uno de los factores determinantes en el

proceso de la descongelacion de semen crioconservado.

Medina et al. (2005) sugieren que temperaturas de descongelacion mas altas son
viables, pero por un tiempo corto, lo que coincide con una velocidad de
descongelacién répida, que puede evitar procesos dinamicos dentro de la
membrana espermatica que aumenten la fragilidad celular. Los rangos de
temperatura de descongelacion optimo son variables segun la especie; algunos
estudios (Medina et al. 2005; Ramirez-Merlano et al. 2010; Martinez & Pardo,
2013) sugieren la probabilidad de que las temperaturas optimas pueden estar
relacionadas con las temperaturas del agua en el cual los peces desovan; es decir
temperaturas de descongelacion mas bajas en peces de agua fria y mas altas
para peces de agua calida; situacion que podria estar influenciada por las

caracteristicas de distribucién de fosfolipidos en la membrana espermatica.
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Labbe & Maisse (1996) al estudiar la Influencia de la aclimatacién de la trucha
arco iris en la crioconservacion de espermatozoides y su relacién con el cambio en
la composicion lipidica de la membrana plasmatica, registraron que el semen de
los peces transferidos a temperatura de agua mas bajas que su temperatura en el
medio natural, mostr6 una composicién lipidica diferentes de los peces
aclimatados a aguas calidas, consecuentemente la calidad seminal después de
descongelacion fue mejor en el grupo de peces aclimatados a temperaturas mas

bajas en comparacion con los aclimatados a temperaturas mas altas.

Esta ampliamente documentado que la temperatura en los peces modula su
metabolismo y ademas contribuye a las repuestas ante los cambios bruscos de
temperatura, asi como en los 6rganos que realizan funciones vitales para la
supervivencia de los peces, por lo que trabajos como (Hazel & Williams, 1990)
determinaron que esas repuestas se encuentran principalmente en los cambios de
composicién de lipidos en la membrana celular de los eritrocitos, cerebro, higado y
musculo; por ello se sugiere la posibilidad que estos cambios en la composicion
lipidica también se produzcan en las células del esperma, dando mayor resistencia

a los peces que sufren este tipo de adaptaciones.
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7. CONCLUSIONES

Luego de evaluar dos volimenes de empaque (0.5, 2.5 ml), dos temperaturas (35,
60°C) y cuatro tiempos de descongelacion (30, 60, 90, 120 s), de semen
criopreservado de Prochilodus magdalenae, se puede concluir lo siguiente:

» La temperatura en el rango evaluado es el factor mas importante en el
proceso de descongelacion, independientemente del volumen de empaque
evaluados y tiempo de exposicion debido que afecta la viabilidad de los

espermatozoides post-descongelacion.

» La movilidad total, la cual se considera como la principal variable de calidad
seminal; no siempre se correlaciona proporcionalmente con las variables

como fertilizacion y eclosion.

» Los mejores porcentajes de movilidad total, fertilizacion y eclosion se
encontraron cuando se us6 temperatura de descongelacion de 35°C en
pajillas de 0.5ml independiente del tiempo de exposicion; se sugiere que la
mejor combinacion de volumen de empaque y curvas de descongelacion
para lograr una mayor capacidad fecundante en Prochilodus magdalenae
es utilizar pajillas de 2.5ml descongeladas a 60°C durante 60s, puesto que,
aunque no se obtuvo los mejores porcentajes de fertilidad, el volumen
seminal almacenado en estas pajillas es cinco (5) veces superior a las de
0.5ml, por lo compensaria y sobrepasaria la cantidad final de ovocitos que

potencialmente podria fertilizar el uso de una sola pajilla de 2.5ml.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Movilidad Total (%) de semen crioconservado-descongelado de
bocachico Prochilodus magdalenae con diferentes temperaturas, curvas de
descongelacién y volumen de empaque. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas (p>0.05).

Movilidad Total (%)

100,0 T
90,0 +

80,0 + a

70,0 + abcd ab

abc
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Anexo 2: Progresividad total (%) de semen crioconservado-descongelado de
bocachico Prochilodus magdalenae con diferentes temperaturas, curvas de
descongelacién y volumen de empaque. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas (p>0.05).

Progresividad Total (%)

40,0 1 a a
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30,0 ab ab

ab
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Anexo 3a: Espermatozoides rapidos (%) de semen crioconservado-descongelado
de bocachico Prochilodus magdalenae con diferentes temperaturas, curvas de

descongelacién y volumen de empaque. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas (p>0.05).

Rapidos (%)

350 1
30,0 +
ab
250 +

abc

(%)
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Anexo 3b: Espermatozoides medios (%) de semen crioconservado-descongelado
de bocachico Prochilodus magdalenae con diferentes temperaturas, curvas de

descongelacién y volumen de empaque. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas (p>0.05).

Medios (%)
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Anexo 3c: Espermatozoides lentos (%) de semen crioconservado-descongelado
de bocachico Prochilodus magdalenae con diferentes temperaturas, curvas de
descongelacién y volumen de empaque. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas (p>0.05).

Lentos (%)
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Anexo 3d: Espermatozoides estaticos (%) de semen crioconservado-
descongelado de bocachico Prochilodus magdalenae con diferentes temperaturas,
curvas de descongelacion y volumen de empaque. Letras diferentes indican
diferencias estadisticas (p>0.05).

Estaticos (%)
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Anexo 4: Velocidad Curvilinea (VCL) de semen crioconservado-descongelado de
bocachico Prochilodus magdalenae con diferentes temperaturas, curvas de

descongelacién y volumen de empaque. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas (p>0.05).
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Anexo 5: Velocidad Lineal (VSL) de semen crioconservado-descongelado de
bocachico Prochilodus magdalenae con diferentes temperaturas, curvas de

descongelacién y volumen de empaque. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas (p>0.05).
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