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RESUMEN

Prochilodus mariae es una especie endémica del rio Orinoco, de gran importan-
cia ecoldgica, cultural y econémica, cuyo protocolo de crioconservacion semi-
nal atin no ha sido establecido. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
del uso y la exclusion de la yema de huevo en el diluyente de crioconservacion,
sobre la calidad seminal de P. mariae. Para ello, el semen fresco de cinco machos
sanos y sexualmente maduros fue diluido (1:6), empacado en pajillas (0,5 mL),
congelado y almacenado en nitrégeno liquido. Se emplearon dos tratamientos:
diluyente con yema de huevo (YH) y sin yema de huevo (SYH). Se evalué motili-
dad, duracién de la motilidad, morfologia, integridad de membrana plasmadtica
y fertilidad del semen descongelado, usando como control semen fresco. Los
datos fueron tratados con estadistica descriptiva y paramétrica, con un nivel
de confianza del 95%. Los resultados demostraron que la exclusion de la yema
de huevo mejoré significativamente la motilidad y la duracién de la motilidad,
aunque no presento una influencia estadisticamente significativa sobre la in-
tegridad de membrana plasmatica, la anormalidad morfoldgica y la fertilidad.
La adicion de la yema de huevo al diluyente de crioconservacion no presento el
efecto crioprotector esperado, siendo necesario evaluar diferentes concentra-
ciones e interacciones con otros componentes del diluyente.

ABSTRACT

Prochilodus mariae is an endemic species from Orinoco River, of great eco-
logical, cultural and economic importance, whose seminal cryopreservation
protocol has not yet been established. The aim of this work was to evaluate
the effect of use and exclusion of egg yolk in the cryopreservation diluent, on
the seminal quality of P. mariae. Thus, fresh semen of five healthy and sexually
mature males was diluted (1:6), packed in 0,5 mL straws, frozen and stored
in liquid nitrogen. Two treatments were used: diluent with egg yolk (YH) and
diluent without egg yolk (SYH). Motility, motility duration, morphology, plas-
ma membrane integrity and fertility of thawed semen were evaluated, using
fresh semen as control. The data were treated with descriptive and parametric
statistics, with a confidence level of 95%. The results showed that exclusion of
egg yolk significantly improved motility and motility duration, although it did
not have a statistically significant influence on plasma membrane integrity,
morphological abnormality and fertility. The addition of the egg yolk to the cr-
yopreservation diluent did not present the expected cryoprotective effect. It's
necessary to evaluate different concentrations of egg yolk and its interactions
with other components of the diluent.
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RESUMO

Prochilodus mariae € uma espécie endémica do rio Orinoco, de grande importancia ecolégica, cultural e econébmica, cujo
protocolo de criopreservacdo seminal ainda ndo foi estabelecido. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso e
exclusdo da gema de ovo no diluente de criopreservacao, na qualidade seminal de P. mariae. Para isso, o sémen fresco
de cinco machos sauddveis e sexualmente maduros foi diluido (1:6), acondicionado em palhinhas (0,5 mL), congelado
e armazenado em nitrogénio liquido. Foram utilizados dois tratamentos: diluente com gema de ovo (YH) e diluente sem
gema de ovo (SYH). Avaliou-se motilidade, duracdo da motilidade, morfologia, integridade da membrana plasmdtica e
fertilidade do sémen descongelado, utilizando sémen fresco como controle. Os dados foram tratados com estatistica
descritiva e paramétrica, com nivel de confianca de 95%. Os resultados mostraram que a exclusdo da gema de ovo me-
lhorou significativamente a motilidade e a duracdo da motilidade, embora néo tenha tido influéncia estatisticamente
significativa na integridade da membrana plasmatica, anormalidade morfoldgica e fertilidade. A adi¢do da gema de ovo
ao diluente de criopreservacdo ndo apresentou o efeito crioprotetor esperado. E necessdrio avaliar diferentes concentra-
coes gema de ovo e suas interacbes com outros componentes do diluente.

INTRODUCCION

Pese a ocupar menos del 1% de la superficie terrestre, los peces de agua dulce proveen cerca del 10% de la
biodiversidad de especies descritas y representan alrededor de una cuarta parte de los vertebrados del mundo
[1, 2]. Sin embargo, los peces son mas sensibles que los organismos terrestres a los cambios en el habitat [3]. Se
estima que las tasas de extincion de los peces dulceacuicolas son entre 112 a 855 veces mas altas que las tasas
de extincion natural [4]. Tan solo en Colombia, la segunda nacién sudamericana mas biodiversa en peces de agua
dulce, con 1500 especies registradas, se reportan 81 especies con algtin grado de riesgo de extincion [5, 6].

La acuicultura en Colombia, es una actividad econémica que ha ido en ascenso en los Gltimos afos, dada su
mayor rentabilidad en contraste con las actividades agropecuarias tradicionales, y la disminucién significativa
de la pesca de captura a causa de la sobreexplotacion. El sector acuicultura estd dominado en gran medida por
la piscicultura de agua dulce interior; para el afio 2017 se reportaron cerca de 120.000 toneladas de productos
pesqueros, siendo el departamento del Huila el principal productor, con un aporte de 46% de la produccion,
seguido del departamento del Meta, con un aporte del 13% [7-9].

Prochilodus mariae Eigenmann 1922 (Characiformes: Prochilodontidae), también conocido como bocachico lla-
nero o coporo, es una de las 13 especies del género Prochilodus. Es un pez migratorio y endémico de la cuenca
del rio Orinoco, de gran importancia ecolégica, cultural y econdmica. Es una de las especies de la cuenca del
Orinoco mas explotada por las pesquerias de Colombiay Venezuela [10, 11]. Su explotacion se limita a la pesca
de captura, debido a que su cultivo comercial presenta bajo desempefio productivo en cuanto a larelaciéon de la
contribucion de la dieta y la ganancia de peso [12]. Aunque el bocachico llanero ha sido explotado por méas de 50
afos, alin no se encuentra categorizado dentro de las especies en riesgo de extincién [6, 13].

Para preservar la diversidad e integridad genética del bocachico llanero, existen herramientas biotecnolégicas
como la crioconservacion, que consiste en el almacenamiento de células viables a bajas temperaturas y largo
término. El tipo de célula mas crioconservada son los espermatozoides, ya que al ser relativamente mas re-
sistentes a la congelacion y ocupar menos espacio, facilitan tanto su manipulacién in vitro como su transporte
desde y hacia las fincas, permitiendo el suministro constante de gametos masculinos durante cualquier época
del afio [14-16] Junto con las tecnologias reproductivas, la crioconservacion juega también un papel clave en los
programas de mejora genética e investigacion cientifica [17], constituyendo una alternativa viable para afrontar
el bajo desempeiio productivo del bocachico llanero, que ha limitado su cultivo comercial [12], aunque es sabido
que, este tipo de estrategias en peces neotropicales todavia es incipiente [17].
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Infortunadamente, la crioconservacién induce dafios celulares mediante diferentes mecanismos, tales como la
formacion de cristales de hielo, el estrés osmético, el estrés oxidativo, entre otros, los cuales repercuten en la
fertilidad seminal [18]. En consecuencia, se han incorporado crioprotectores tanto internos como externos al
diluyente de crioconservacion, con el fin de incurrir en el menor dafio crioinducido y promover la supervivencia
celular[19]. Los crioprotectores internos, es decir, los que penetran a la célula, son los mas efectivos, aunque se
ha reportado que pueden llegar a ser toxicos [20]. Por su parte, los crioprotectores externos (crioprotectores
no penetrantes) son inocuos y juegan un rol importante como estabilizadores de membrana [21]. La yema de
huevo es un crioprotector externo ampliamente empleado, ya que tiene en su composicién lipoproteinas de baja
densidad (LDL) que se adhieren a la membrana celular y la protegen del dafio mecanico a causa de la formacién
de cristales de hielo en el exterior [22].

Para garantizar la maxima proteccion celular contra el daiio criogénico, debe existir un protocolo de crioconser-
vacion seminal para cada especie en particular, ya que las caracteristicas espermaticas difieren entre especies
y, por ende, el efecto de cada uno de los parametros de operacién del protocolo sobre la calidad seminal es
variable [15]. Sin embargo, existe limitado conocimiento con respecto a los protocolos de crioconservacién en
especies del género Prochilodus [19]. En este contexto, el objetivo del trabajo es evaluar el efecto del uso y la
exclusion de la yema de huevo del diluyente de crioconservacion, sobre la calidad seminal de Prochilodus mariae.

METODO

Todos los procedimientos fueron realizados de conformidad con las normas y procedimientos para el uso de
animales de laboratorio, descritas por el Comité on Care and Use of Laboratory Animal Resources - National
Research Counsil, USA (1996).

Area de estudio

Los experimentos fueron realizados durante el periodo comprendido entre abril y junio de 2019, en el Laboratorio de
Reproducciény Crioconservacion del Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos, localizado en la ciudad
de Villavicencio (Meta, Colombia) en las coordenadas geograficas 4°04'24.5”N 73°34’'55.3"W, a una altitud de 418
msnm, temperatura ambiental media de 27°C, humedad relativa del 75% y precipitacion pluvial de 4050 mm/ano.

Material bioldgico

Se utilizaron reproductores adultos (machos y hembras) de Prochilodus mariae con peso corporal de 0,45 + 0,02
kgy 0,92 £ 0,11 kg, y longitud total de 32,5 + 0,85 cmy 38,5 + 1,75 cm, respectivamente. Los peces fueron na-
cidos y criados en cautiverio en la Estacion Piscicola de la Universidad de los Llanos, alimentados una vez al dia,
cinco veces por semana, a razéon del 3% del peso vivo con pellets extruidos (24-45% de proteina bruta, depen-
diendo de la etapa de desarrollo).

La seleccion de los ejemplares se hizo con base en su madurez sexual y desarrollo corporal. La madurez sexual de
los machos fue determinada por la presencia de semen en la papila urogenital después de realizar presién sobre
el abdomen, mientras que en las hembras se determind por biopsia ovarica y evaluacién del estado de desarrollo
de los ovocitos en estereoscopio Nikon SMZ800 (Nikon Instruments Inc., Melville, NY) [23]. Se seleccionaron las
hembras con didmetros de ovocitos uniformes, mayor proporcién de ovocitos con vesicula germinal migrando y
mayor niimero de ovocitos viables [24, 25]. Los ovocitos viables se definieron como trasltcidos, perfectamente
esféricos y sin espacio vitelino [26].

Los animales seleccionados fueron transferidos a una pileta circular de 7000 L, con recambio de agua, aireacion
permanente y sin alimentacién. Inmediatamente, fueron caracterizados (peso, longitud estandar y longitud to-

194



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Astrid-Stefania Duarte-Trujillo Vol. 19 No 1 Enero - Junio 2021

tal) e identificados con esferas de colores adheridas a la aleta dorsal. Se mantuvieron alli durante el periodo de
induccion hormonal hasta la espermiacién y desove (aproximadamente 32 h).

Inducciéon hormonal

La maduracién final de las génadas se provocé mediante administracién intramuscular de Extracto de Pituita-
ria de Carpa (Cyprinus carpio) - EPC (Argent Aquaculture, Redmond, WA, USA) en la base de la aleta dorsal. La
ovulacion fue inducida con una dosis total de 5,5 mg/kg de peso corporal, distribuida en dos aplicaciones con
intervalode 12 horas (0,5 mg/kgy 5,0 mg/kg de peso corporal). La espermiacion fue inducida con una tnica dosis
de 4 mg/kg de peso corporal, aplicada simultaneamente con la primera dosis de induccion de las hembras [27].

Obtencién de gametos

Los ejemplares fueron anestesiados por inmersion en 2-Fenoxi-etanol (366 ppm; FLUKA, Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA) hasta la pérdida del eje de nado. Posteriormente, se removieron de la solucién anestésica, se
sec6 cuidadosamente la papila urogenital y se extrajeron los gametos mediante masaje abdominal en sentido
craneo-caudal. Los ovocitos fueron colectados en recipientes de plastico limpios y secos, mientras que el semen
fue colectado en tubos de ensayo graduados y estériles. Para determinar la cantidad de material obtenido, el
peso (kg) del desove se calculd en balanza digital Traveler TA501 (Ohaus Co., Pine Brook, NJ, USA) y el volumen
(mL) de esperma se midio directamente en el tubo de ensayo. Las muestras contaminadas con heces, sangre u
orinafuerondescartadas[28,29]. Laeyaculaciény el desove fueron realizados aproximadamente 7-8 h después
de la tltima dosis hormonal en la hembra.

Crioconservacion

Los diluyentes fueron preparados usando cloruro de sodio (NaCl 0,9% p/v) como solucién base. El diluyente sin
yema de huevo (SYH) se preparé con 6% p/v de glucosa (C,H,,O,; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 10% v/v
de metanol (CH,OH; Merck KGaA, Darmstadt, Germany). El diluyente con yema de huevo (YH) tuvo la misma
concentracion de glucosay metanol que SYH, pero incluyé adicionalmente 12% v/v de yema de huevo, sin mem-

brana vitelina. Los componentes se adicionaron en el mismo orden de mencion [30].

El semen fresco fue sometido a un andlisis de calidad seminal y posteriormente, fue diluido en proporcion 1:6
con cada diluyente y empacado en pajillas francesas de 0,5 mL (Instrument de Médecine Vétérinaire, Minne-
apolis, MN, USA). Luego de esto, las pajillas fueron congeladas en vapores de nitrégeno (Dry Shipper CX100;
Taylor-Wharton, Theodore, AL, USA) a -70°C durante 30 min y almacenadas en nitrégeno liquido a -196°C
(Deward 35 HC; Taylor-Wharton, Theodore, AL, USA) durante siete dias [23, 27, 29].

Para la evaluacién de la calidad seminal post-crioconservacion, las pajillas fueron descongeladas en bafio maria
a 37°C durante 60 segundos (CITO products Inc., Watertown, WIS, USA). El semen descongelado fue vertido en
tubos de ensayo graduados y estériles.

Evaluacion de la calidad seminal

La calidad seminal se evalué tanto en semen fresco como en semen descongelado.

Analisis cualitativo. Se registré el volumen del semen fresco obtenido y se observé la coloracién para descartar
una posible contaminacion con heces, sangre u orina. El color ideal del semen es blanco puro o marfil [23].

Motilidad espermatica. Se estimé subjetivamente mediante observacién en microscopio convencional Axiostar
(Carl Zeiss LLC, Thornwood, NY, USA) con un aumento de 100X, previa dilucién 1:20 en solucion activadora, asi:
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agua destilada para semen fresco y bicarbonato de sodio 1% (NaHCO,, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) para
semen descongelado. La motilidad se expresé como porcentaje de espermatozoides méviles en la muestra. Las
muestras de semen fresco con movilidades inferiores al 80% no fueron procesadas [23, 29].

Duracién de la motilidad. Se midié con un cronémetro digital, contabilizando el tiempo transcurrido en segun-
dos, desde la activacion de los espermatozoides hasta que aproximadamente el 90% de los espermatozoides
dejé de moverse.

Integridad de membrana plasmatica. Fue evaluada por el método de tincién con eosina 1,1% (C.l. 45400; Sig-
ma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) - nigrosina 5,3% (C.l. 50420, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) - citrato de
sodio 2,9% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) [31]. Se realizé un extendido en |dmina portaobjeto (Microscope
slides, Ground edges) utilizando 5 yL de semen y 45 pL del colorante. Luego, se analizé por microscopia optica
100X (Primo Star, Carl Zeiss LLC, Géttingen, Germany). La integridad de membrana plasmaética se expresé como
porcentaje de células viables (vivas), las cuales se identificaron por permanecer incoloras. Las células tefnidas
correspondieron a células con integridad de membrana comprometida [32].

Concentracion espermatica. Fue determinada por microscopia éptica 100X (Primo Star, Carl Zeiss LLC, G6ttingen,
Germany) mediante recuento en camara de Neubauer mejorada (0,1 mm de profundidad; Paul Marienfeld GmbH
& Co, Lauda-Kénigshofen, Germany), previa dilucién 1:20 en solucién fijadora formol - citrato (4% v/v CH,O 37%y
2,9% p/v Na,C,H,O_; Merck KGaA, Darmstadt, Germany). La concentracion se expresé como millones de esperma-

tozoides por microlitro (spz/uL) [23, 33].

Morfologia. Se analizé mediante tincidn con rosa de bengala 3% (Alfa Aesar, Tewksbury, MA, USA). Para ello, el
semen fue fijado 1:1000 en solucién formol - citrato (4% v/v CH,O 37% y 2,9% p/v Na,C,H,O_; Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) y almacenado en refrigeracidn a 4°C hasta su uso [31]. Previo al andlisis, las muestras de
semen fijado fueron homogenizadas mediante Vortex (Fisher Scientific™ Digital Vortex Mixer, EEUU). Posterior-
mente, se colocaron 15 pL de la mezcla homogenizada sobre unaldmina portaobjeto, se agregaron 0,5 pyL de Rosa
de Bengala 3%, se homogenizd y se realizé un frotis delgado. Se analizé la morfologia de los espermatozoides por
microscopia 6ptica 100X (Primo Star, Carl Zeiss LLC, Géttingen, Germany). Se evaluaron las anormalidades se-

cundarias descritas por Miliorini et al. [34]. Los resultados se expresaron como porcentaje de células anormales.

Fertilidad. Se seminaron 2,0 g de desove de una tnica hembra con 400 uL de semen descongelado para cada uno
de los tratamientos y 100 L de semen fresco para el control (semen de un Unico ejemplar sano y sexualmente
maduro). Los espermatozoides fueron activados con la adicién de 5 mL de bicarbonato de sodio 1%y agua, para
los tratamientos y el control, respectivamente. Se removié la mezcla durante un minuto. Posteriormente, se lavd
con abundante aguay se incubé conforme a lo descrito por Velasco-Santamaria et al. [30]. Durante la incuba-
cién, se monitorearon los parametros fisicoquimicos del agua por medio de una sonda multiparamétrica (HACH
HQA40D, Loveland, CO, USA). Luego de cinco horas de incubacion, se tomaron muestras de ovocitos de cada uno
de los tratamientos. La fertilidad se establecié como el porcentaje de ovocitos embrionados [29]. Los ovocitos
embrionados se identificaron por ser esféricos y traslicidos, en contraste con los no fertilizados, que presentan
coloracién blanquecinay opaca [26]. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado.

Disefio experimental

Se aplico un Disefio Completamente al Azar (DCA). Se evaluaron dos tratamientos experimentales y un control
(semen fresco), con cinco réplicas cada uno, donde cada macho fue considerado como una réplica. El factor de
estudio fue el diluyente de crioconservacion, con dos niveles: yema de huevo (YH), sin yema de huevo (SYH). Las
variables de respuesta analizadas fueron los parametros de calidad post-congelacion: motilidad (%), duracion de
la motilidad (s), integridad de membrana plasmatica (%), anormalidad (%) y fertilidad (%). Los valores obtenidos
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en semen fresco fueron usados como control, a excepcion de la prueba de fertilidad (%F), para la cual se empled
el semen de otro ejemplar sano y sexualmente maduro.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron organizados y procesados mediante estadistica descriptiva, y expresados como media +
error estandar (SEM, por sus siglas en inglés). El efecto de los tratamientos en la calidad seminal se determiné me-
diante andlisis de varianza de una via (ANOVA), con un nivel de confianza del 95%, luego de validacion de los su-
puestos de la estadistica paramétrica: homocedasticidad (prueba de Bartlett) y normalidad de los datos (prueba de
Shapiro-Wilk). Datos que no cumplieron con los supuestos, se analizaron mediante la prueba no paramétricade Krus-
kal-Wallis. Se empled el software estadistico GraphPad Prism 8 XML para Windows (https://www.graphpad.com/)

RESULTADOS
Caracterizacion de semen fresco

Se obtuvo, en promedio, 1,1 £ 0,24 mL de semen por macho (n=5). El semen colectado presenté una coloracién
blancay una concentracién promedio de 26,179 + 2,773 spzx10¢/uL, (spz = espermatozoides).

Caracterizacion de ovocitos

Delahembraseleccionada se obtuvieron 130 g de desove con una concentracion de 2177 ovocitos/gy didmetro ovo-
citario promedio de 944.,4 + 15,95 um (n= 30). La muestra aleatoria (n= 50) de ovocitos presento el 52% con nticleos
migrando (maduros), el 28% centrales (inmaduros), el 2% periféricos (sobremaduros) y el 18% atrésicos (inviables).

Caracterizacion del agua de incubacién

El agua de incubacién presentd las siguientes caracteristicas fisicoquimicas: pH de 6,5 + 0,007; temperatura de
25,5 +0,124°C; saturacion de oxigeno del 85,8 + 0,709%; oxigeno disuelto de 6,7 + 0,032 mg O,/L; y conducti-
vidad de 70,1 £ 9,265 pS/cm.

Calidad seminal

Lafigura 1 muestra el efecto de los tratamientos YH y SYH sobre los pardmetros de calidad seminal post-conge-
lacion en P. mariae, usando semen fresco como control.

Se evidencia que la crioconservacion per se, influye negativa y significativamente sobre la motilidad, la integri-
dad de membrana plasmatica y la normalidad espermatica, siendo ésta ultima la mas notoria. Los tratamientos
sin yema de huevo (SYH) y yema de huevo (YH) presentaron diferencias estadisticamente significativas entre
si, en cuanto a su efecto sobre la motilidad y la duracién de la motilidad (Figuras 1-A'y 1-B). Con el tratamiento
SYH se obtuvieron los mayores valores promedio de motilidad (32 + 3,7%) y duracion de la motilidad (56 = 2,3
s), en contraste con el tratamiento YH, que permitié tan solo el 11 + 2,4% de motilidad con una duracion de 43
+ 2,5 segundos. En cuanto a la morfologia, pese a no haber diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos, el porcentaje medio de anormalidades disminuyé al omitirse la yema de huevo del diluyente de
crioconservacion, pasando del 80 + 2,7% en YH al 72 + 6,0% en SYH (Figura 1-D). En cuanto a la integridad de
membrana plasmatica tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, aunque
con la incorporacién de la yema de huevo aumenté del 72 + 3,4% en SYH al 80 + 2,7% en YH (Figura 1-C). La
integridad de membrana plasmatica fue la Gnica variable que mejoré con el tratamiento YH.
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Figura 1. Evaluacion de parametros de calidad seminal post-congelacién en Prochilodus mariae,
empleando dos diluyentes de crioconservacién (YH = con yema de huevo; SYH = sin yema de huevo).
Control = semen fresco. Pardmetros = (A) Motilidad, (B) Duracion de la motilidad, (C) integridad de
membrana plasmatica, (D) Anormalidad. Valores expresados como media = SEM (n=5). Entre barras,
letras distintas indican diferencia estadistica (P<0,05).
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La figura 2 muestra el efecto de los tratamientos YH y SYH sobre la fertilidad seminal post-congelacién en P.
mariae, empleando como control el semen fresco de otro macho sano y sexualmente maduro. Se evidenciaque la
omision de la yema de huevo (12% v/v) en el diluyente de crioconservacion, no influyo significativamente sobre
la fertilidad post-congelacién de P. mariae, ya que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, los valores de fertilidad aumentaron de 13,6 + 5,7% en el tratamiento YH al 29,5 +
4,5% en el tratamiento SYH (Figura 2).

En este orden de ideas, la adicién 12% de yema de huevo al diluyente de crioconservacién no mejoré la calidad
seminal de P. marie; por el contrario, limité la motilidad y la duracion de la motilidad. Se esperaba que la incor-
poracién de yema de huevo al diluyente de crioconservacion mejorara la calidad seminal post-congelacion de
P. mariae, ya que esta reportado que la yema de huevo se compone de sustancias con actividad crioprotectora
demostrada, tales como los fosfolipidos y las lipoproteinas de alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés) [16,
35]. Seglin Dong et al. [36], no deberia existir diferencias significativas entre el efecto crioprotector de la yema
de huevo y el efecto crioprotector de sus componentes aislados (fosfolipidos y HDL). Inclusive, seguin varios
autores, la yema de huevo es por si sola, un protector y estabilizador de membrana probado en varias especies,
incluidos los peces [37, 38].

El efecto de la yema de huevo como crioprotector externo puede variar dependiendo del tipo de crioprotector
interno y del extensor con que se combine. Por ende, se recomienda evaluar la interaccion entre la yema de
huevo y el resto de los componentes del diluyente de crioconservacion, que podrian estar inhibiendo su accién
crioprotectora [39]. Asimismo, se recomienda evaluar otros pardmetros de operacién, cuya influencia sobre la
calidad seminal ya ha sido comprobada en otras especies [21].
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Figura 2. Evaluaciéon de la fertilidad seminal post-congelacion en Prochilodus
mariae, empleando dos diluyentes de crioconservacion (YH = con yema de huevo;
SYH = sinyema de huevo). Control = semen fresco. Valores expresados como media
+ SEM (n=5). Entre barras, letras distintas indican diferencia estadistica (P<0,05).
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Se reportan investigaciones en las cuales la incorporacién de la yema de huevo al diluyente de crioconservacion,
ha mejorado notoriamente la calidad seminal post-congelacion en varias especies de peces. Algunas de las con-
centraciones de yema de huevo que permitieron el mejor rendimiento, son: 5% para salmon de rio Brycon orbign-
yanus (Characiformes: Characidae) [39] y anguila europea Anguilla anguilla (Anguilliformes: Anguillidae) [40]; 7%
para trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Salmoniformes: Salmonidae) [41, 42]; 10% para bagre africano Clarias
gariepinus (Siluriformes: Clariidae) [43], perca amarilla Perca flavescens (Perciformes: Percidae) y lucio del norte
Esox lucius (Esociformes: Esocidae); 15% para pez gato andador Clarias batrachus (Siluriformes: Clariidae) [44] y
carpa comun Cyprinus carpio (Cypriniformes: Cyprinidae) [45]. Sin embargo, aunque la incorporacion de yema
de huevo ha optimizado la calidad seminal post-congelacién en estas especies, en otros peces como el salvelino
Salvelinus alpinus (Salmoniformes: Salmonidae) y el aspio Aspius aspius (Cypriniformes: Cyprinidae), la calidad
seminal post-congelacién ha decrecido [44]. De igual modo, en cachama negra Colossoma macropomum (Chara-
ciformes: Serrasalmidae) se encontré que es mejor para la calidad seminal post-congelacion omitir la yema de
huevo al 12% que incorporarla en el diluyente de crioconservacion [31].

Ademas, ya existen varios protocolos de crioconservacion seminal de peces, en los cuales la yema de huevo
esta contenida dentro de la formulacion del diluyente de crioconservacién. En el protocolo para yamu Brycon
amazonicus (Characiformes: Characidae) se establece una concentracién de yema de huevo del 12% v/v [23]; en
el protocolo para salmén de rio Brycon orbignyanus (Characiformes: Characidae) se establece una concentracién
del 5% [46]; en el protocolo para Salmonidae se establece una concentracién del 6 al 8% p/v [47]; en el protocolo
para cachama negra Colossoma macropomum (Characiformes: Serrasalmidae) se establece una concentracion
del 5% [22]; en el protocolo para mero gigante Epinephelus lanceolatus (Perciformes: Serranidae) se establece
una concentracion del 5 al 10% v/v [48]; en el protocolo para trucha arcoiris Salmo gairdneri (Salmoniformes:
Salmonidae) se establece una concentracion del 5 al 20% v/v (preferiblemente al 10%) [49]; en el protocolo para
boga Leporinus obtusidens (Characiformes: Anostomidae) se establece una concentracion del 10% [50]1836.
Asimismo, para el proceso de vitrificacion de semen de esturién Acipenser spp. (Acipenseriformes: Acipenseri-
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dae) se establece una proporcién de 8 a 12 partes de yema de huevo [51]. Con base en esto, se evidencia que en
todos los protocolos e investigaciones citadas, la concentracién de yema de huevo éptima varia con respecto a
la especie con que se esté trabajando.

En cuanto a especies del género Prochilodus, Felizardo et al. [33] crioconservaron semen de sabalo jetén Prochilo-
dus lineatus (Characiformes: Prochilodontidae) con un diluyente a base de yema de huevo al 5%, metanol al 8%y
BTS (Beltsville Thawing Solution®) al 5% y obtuvieron motilidades post-congelacion superiores al 60% con una
duracién de mas de 70 s y anormalidades post-congelacion inferiores al 30%. No obstante, cuando se modificé
la composicién del diluyente (8% yema de huevo, 10% metanol y 5% BTS) se evidencio un leve descenso de la
motilidad al 50% y de la duracion de la motilidad a 26 s [52]. Por su parte, Atencio et al. [53, 54] crioconserva-
ron semen de bocachico Prochilodus magdalenae (Characiformes: Prochilodontidae) con un diluyente a base de
yema de huevo al 12%, glucosa al 5,5% y dimetil sulfoxido (DMSQO) al 10%, y obtuvieron valores promedio de
motilidad post-congelacién del 76% y una fertilidad del 70%. Sin embargo, cuando sustituyeron el DMSO por
dimetil acetamida (DMA) al 8%, los valores de motilidad se redujeron al 31% y la fertilidad al 60%. Con base en
lo anterior, se evidencia que asi se trabaje con la misma especie, el efecto de la yema de huevo sobre la calidad
seminal post-congelacion depende tanto del extensor y del crioprotector interno con que se combine.

En vista de que la concentracién de yema de huevo establecida en cada protocolo de crioconservacién varia
conforme a la especie de pez con que se trabaje, y que el protocolo de crioconservacién seminal para Prochilodus
spp. todavia no ha sido estandarizado [15, 19, 55] no es aconsejable crioconservar semen de P. mariae con dilu-
yentes descritos en protocolos especificos para otras especies. Es necesario evaluar el efecto crioprotector de la
yema de huevo a diferentes concentraciones, hasta encontrar el porcentaje dptimo para P. mariae. Las patentes
europeas EP2043431B1 y ES2672630T3 establecen que la proporcion de yema de huevo en el diluyente de
crioconservacion puede variar entre el 1 al 23% de yema de huevo, independientemente de la especie [56, 57];
mientras que otros investigadores recomiendan un 20%, en general [58, 59].

CONCLUSIONES

La yema de huevo no present6 el efecto crioprotector esperado, ya que los tratamientos con yema de huevo (YH)
y sin yema de huevo (SYH) no exhibieron diferencias estadisticamente significativas entre si en cuanto a su efecto
sobre la integridad de membrana plasmaética, la morfologia y la fertilidad post-congelacién en Prochilodus mariae.
Por el contrario, al omitirse la yema de huevo se mejord la motilidad y la duracién de la motilidad post-congelacion.

Se recomienda, evaluar diferentes proporciones de yema de huevo en el diluyente de crioconservacién, antes de
optar por retirarla de laformulacion. Asimismo, es recomendable evaluar la interaccion de la yema de huevo con
otros componentes del diluyente de crioconservacion, asi como, la influencia de otros parametros de operacion.
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