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ARTICULO DE INVESTIGACION

Efecto de etilenglicol y leche en polvo en la criopreservacion
de semen de bocachico Prochilodus magdalenae

Victor Atencio-Garcia®, Soad Samira Cabrales-Hessen**, José Alonso Espinosa-Araujo™**
DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v23n2.91188

RESUMEN

Bocachico Prochilodus magdalenae es una especie endémica y la mas importante de la pesqueria continental colombiana. No obs-
tante, sus capturas han disminuido aproximadamente el 67% en los dltimos cuarenta afnos, por tanto ha sido categorizada como
vulnerable a la extincion. La criopreservacién de semen, es una herramienta biotecnolégica de conservacion por tanto el objetivo
del presente estudio fue evaluar la criopreservaciéon de semen de bocachico con etilenglicol (EG) y leche en polvo descremada
(LP). La solucién crioprotectora estuvo compuesta por EG (6, 8 0 10%), LP (3, 5 0 7%) y glucosa 6%. La calidad del semen descon-
gelado se evalud con un software tipo CASA (computer assisted semen analysis). El porcentaje de inclusién de EG, no afecto signifi-
cativamente ninguno de los pardmetros de calidad seminal evaluados (p>0,05), a excepcion de la tasa de eclosion (p<0,05); mien-
tras que, la LP afectd significativamente el porcentaje de espermatozoides estaticos (p<0,05) y las tasas de fertilizacion y eclosiéon
(p<0,01). La mayor movilidad total se obtuvo cuando EG se incluyé a 10% y la LP a 7% (38,4%18,4%) (p<0,05); pero las mayores
tasas de fertilizacion (54,3-64,2%) y eclosion (47,7-57,5%) se obtuvieron cuando EG se incluyé a 6 u 8% y la LP se incluyé a la
menor concentracion evaluada (3%), sin observarse diferencia significativa entre estos tratamientos (p>0,05). Los resultados permi-
ten concluir que la combinacién EG 6% con LP 3% permiten la criopreservacién de semen de Prochilodus magdalenae de buena
calidad y capacidad fecundante.

Palabras clave: conservacion, crioprotectores, espermatozoides, peces neotropicales, reproduccion
ABSTRACT

Bocachico Prochilodus magdalenae is an endemic species and the most important of the Colombian continental fishery. Its catches
have decreased by approximately 67% in the last forty years and, it has been categorized as extinction vulnerable. Semen cryopres-
ervation is a biotechnological conservation tool; therefore, the aim of this study was to evaluate bocachico semen's cryopreserva-
tion with ethylene glycol (EG) and skimmed milk powder (LP). The cryoprotective solution was composed of EG (6, 8 or 10%), LP
(3, 5 or 7%) and glucose at 6%. The quality of the thawed semen was evaluated with CASA software (computer assisted semen
analysis). The inclusion percentage of EG did not significantly affect any of the evaluated semen quality parameters (p>0,05), except
for the hatching rate (p <0.05). In contrast, LP presented significant effects on the percentage of static sperm (p <0,05) and on fertili-
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zation and hatching rates (p<0,01). The highest total motility was achieved with EG included at 10% and the LP 7% (38,4£18,4%)
(p<0,05); but the highest fertility rates (54,3-64,2%) and hatching (47,7-57,5%) were registered when EG included at 6 or 8% and LP
included at the lowest rate evaluated (3%), no significant difference was observed between these treatments (p>0,05). The results
allow us to conclude that the combination EG 6% with LP 3% allows the cryopreservation of Prochilodus magdalenae semen of

good quality and fertilizing capacity.

Keywords: conservation, cryoprotectants, neotropical fishes, reproduction, spermatozoa.
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INTRODUCCION

Bocachico Prochilodus magdalenae, especie endémica y
el principal recurso de la pesqueria continental colom-
biana, fue catalogada como vulnerable a la extincién
(Mojica et al.,, 2012). En los dltimos cuarenta anos, su
captura ha disminuido aproximadamente 67%, pasando
de 38000 ton en 1978 a 12728 ton en 2017 (De la Hoz
et al., 2017). Entre las principales causas de este declive
se sefalan la degradacion ambiental, la pérdida de co-
nectividad de los rios, pérdida de planos inundables asi
como la fuerte presion pesquera. También se le conside-
ra una alternativa para la piscicultura de recursos econé-
micos limitados y de seguridad alimentaria por las venta-
jas que representa su habito detritivoro, ya que sus culti-
vos no son dependiente de las dietas comerciales.

La crioconservacion de semen de peces es una impor-
tante herramienta biotecnoldgica que se destaca por su
contribucién al establecimiento de bancos de recursos
genéticos, disminucion de la presién pesquera sobre las
poblaciones silvestres y conservacion de especies ame-
nazadas o en peligro de extinciéon (Boskurt, 2018;
Kumar & Betsy, 2015; Atencio-Garcia et al., 2015; Bobe
& Labbé, 2009; Medina-Robles et al., 2005). También la
criopreservacion permite el aseguramiento de semen de
calidad, libre de enfermedades y por tanto se considera
un método seguro para el suministro de alevinos a la
industria piscicola (Cabrita et al., 2014). Ademads, ayuda
a la reduccién de los costos en las granjas productoras
de alevinos, ya que permite el transporte de semen en-
tre diferentes granjas evitando el traslado de reproducto-
res (Cabrita et al., 2010; Martinez-Paramo et al., 2017;
Judycka et al., 2019) y permite reproducciones en cauti-
verio cuando se presenta asincronia en la maduracion
gonadal entre machos y hembras (Boskurt, 2018).

Para criopreservar semen es necesario proteger a la cé-
lula con sustancias conocidas como crioproptectores
que de acuerdo a, su capacidad para penetrar la mem-
brana plasmatica pueden ser permeables o impermea-
bles (Xin et al., 2017). Los crioprotectores permeables
deben ser hidrosolubles y de baja toxicidad para minimi-
zar los dafos criogénicos y evitar la formacién de hielo
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intracelular (Kumar & Betsy, 2015; Moskovtsev et al.,
2012).

El semen de bocachico se ha criopreservado utilizando
dimetilacetamida (DMA), (Atencio-Garcia et al., 2013) y
dimetilsulféxido (DMSO) (Atencio-Garcia et al., 2015).
En ambos estudios el crioprotector permeable estuvo
acompanado de yema de huevo (YH) y glucosa como
diluyente. Sin embargo, los protocolos de crioconserva-
cién son especificos y deben ser optimizado para cada
especie (Atencio-Garcia et al, 2014; Glogowsky et al.,
1999). Por esta razén hay un interés de buscar protoco-
los alternativos de criopreservacion mas eficientes. Un
crioprotector interno o permeable que ha sido evaluado
con éxito en semen de peces es el etilenglicol (EG) un
polialcohol, de bajo peso molecular (62,07 g/mol) y alta
permeabilidad celular (Choez, 2016). En el bagre Soru-
bim cuspicaudus, el semen criopreservado con EG mos-
tré una tasa de eclosion similar a la obtenida con semen
fresco (Atencio-Garcia et al., 2014).

Entre los crioprotectores no permeables mas usados en
la criopreservaciéon de semen de peces se destaca la
yema de huevo, en combinacion con glucosa como
diluyente (Viveiros & Gondinho, 2009). Sin embargo, a
pesar de los beneficios de la yema de huevo, su uso
podria generar problemas de bioseguridad (riesgo sani-
tario) que incluyen la produccién de metabolitos y toxi-
nas perjudiciales y el riesgo de infeccién, resultando en
la reduccion de la calidad del semen (Akhter et al.,
2012; Yildiz et al., 2013). Por otro lado, no siempre es
posible combinarla con algunos crioprotectores permea-
bles (Maria et al., 2006).

Una alternativa de reemplazo de la yema de huevo es la
leche en polvo; cuyas micelas de caseina, interactdan
con las proteinas de la membrana plasmatica del esper-
matozoide protegiendo y evitando la remocion de fosfo-
lipidos y colesterol de la membrana (Bergeron & Manju-
nath, 2006). También se ha sugerido que la caseina tie-
ne un efecto antioxidante y por lo tanto confiere protec-
cion a los espermatozoides durante la congelacion
(Salomon & Maxwell, 2000).
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Tabla 1. Tratamientos para la crioconservacion de semen de Prochilodus magdalenae con etilenglicol (EG) y leche en

polvo (LP).
s : Leche en polvo (LP)
Etilenglicol (EG) 3% 59, =%
6% EG6+LP3 EG6+LP5 EG6+LP7
8% EG8+LP3 EG8+LP5 EG8+LP7
10% EG10+LP3 EG10+LP5 EG10+LP7

Por tanto el objetivo de este estudio fue evaluar la inclu-
sién de diferentes porcentajes de etilenglicol (6, 8, 10%)
y leche en polvo descremada (3, 5, 7%) en la criopreser-
vacion de semen de P. magdalenae mediante la determi-
nacién de su calidad seminal y capacidad fecundante.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del semen

El semen fue obtenido de reproductores de P. magdale-
nae de dos afos de edad (n=23, 0,21+0,02 kg) manteni-
dos en cautiverio, en estanques en tierra (0,5 kg/m?) en
el Instituto de Investigaciones Piscicolas de la Universi-
dad de Cordoba, CINPIC (Monteria, Colombia) median-
te induccion con extracto pituitario de carpa (EPC, Ar-
gent, USA) en dosis Unica de 4,8 mg/kg de peso vivo
(Atencio-Garcia et al., 2013). El semen fue colectado seis
horas post-induccién e inmediatamente evaluado con el
software SCA® (Microptic, Vet 01, Espaia). Para las
pruebas de fertilidad, hembras maduras (n=8, 0,23%0,03
kg) fueron inducidas a razén de 6 mg EPC/kg de peso
vivo, en dos aplicaciones, la primera correspondiente al
10% de la dosis total y 12 horas después el 90% restan-
te (Atencio-Garcia et al., 2013).

Tratamientos y criopreservacion de semen

El semen fue criopreservado con etilenglicol (EG) (Sigma
Chemical, USA) como crioprotector interno, a tres por-
centajes de inclusién (6, 8 o 10%) y leche en polvo des-
cremada liofilizada (LP) como crioprotector externo, a
tres inclusiones (3, 5 0 7%) para un total de nueve trata-
mientos, cada uno por triplicado (tabla 1). Como dilu-
yente se utilizé glucosa 6% (0,33 M) previamente calen-
tada a 60°C; luego se adicion6 el EG y la LP a los dife-
rentes porcentajes de inclusion. El semen fue diluido en
la solucién crioprotectora a razén de 1:3 (semen: solu-
cién) y envasado en pajillas de 0,5 mL a temperatura de
28+1°C.

El semen envasado en las pajillas fue introducido en un
termo de vapores de nitrogeno de 4 L (MVE, SC 4/2v,
USA) durante 30 minutos para su congelacion. Poste-
riormente, las pajillas fueron trasladadas a un termo de
almacenamiento de 34 L (MVE, XC 34/18, Alemania)

hasta su evaluacion. Las pajillas se descongelaron por
inmersion directa en bafo de agua a 35°C durante 60
segundos, con la ayuda de un bafo Maria serologico
programable (Mermmert, WNB 7, Alemania).

Evaluacion de la calidad seminal

Volumen seminal y color. El volumen seminal se expre-
s6 en ml, se midi6 en viales aforados y permitié calcular
la cantidad de diluyente a preparar. El color del semen
se evalio con el circulo cromatico de ROSE vy sirvié para
evidenciar la posible presencia de sustancias contami-
nantes como heces, orina o sangre (Atencio-Garcia et
al, 2014).

Movilidad total, tipos de movilidad, velocidad y progre-
sividad espermadtica. Se estimaron con el software SCA®
(Microptic, Vet 01, Espafia) y un microscopio 6ptico de
contraste de fase (Nikon, E50i, Japon) con objetivo 10x;
para lo cual 0.25 pl de semen se colocaron en una ca-
mara Makler (Sefi Medical Instruments, Israel) y se acti-
varon con 75 ul de agua destilada (dilucion 1:300). Se
consideré6 como movilidad rapida (tipo a) al porcentaje
de espermatozoide (sptz) con velocidades mayores a
100 um/s, media (tipo b) a los espermatozoides con
velocidades menores de 100 um/seg pero mayor de 50
pum/s y lenta (tipo c) al porcentaje de espermatozoides
con velocidades menores de 50 pm/s (Atencio-Garcia et
al.,, 2013; Atencio-Garcia et al., 2014). El software SCA®
también estimé la velocidad curvilinea (VCL); la cual se
definié como la distancia recorrida en funcion del tiem-
po (um/s) en la trayectoria real del espermatozoide en-
tre dos puntos; mientras que, la velocidad lineal (VSL) se
consideré como una trayectoria lineal del espermatozoi-
de entre el primer y el dltimo punto (Atencio-Garcia et
al, 2013).

Tiempo de activacion (duraciéon de la movilidad). En
una camara Makler fueron colocados 0.25 ul de semen
y activados con 75 pl de agua bidestilada (dilucion
1:300). El tiempo de activacion se midié desde el instan-
te en que se adiciond la solucién activadora hasta que
alrededor de 90% de los espermatozoides dejé de mo-
verse, observando en un microscopio 6ptico de contras-
te de fase a 10x (Nikon, E50i, Japon).

Criopreservacion de semen de bocachico
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Concentracion espermatica. En un Eppendorf de 2 ml
se diluyd 1 pl de semen en 699 pL de glucosa 6%
(dilucion 1:700), la mezcla se homogenizé durante cin-
co segundos en un vortex a 1200 rpm (Velp Scientifica,
Zxclasic, China). Se tomaron 10 ul de la dilucién y se
colocaron en la camara Makler para la estimacion de la
concentracion mediante el SCA®. Este procedimiento se
realizé por triplicado para obtener un valor promedio de
la concentracion espermatica de la muestra de semen
analizado.

Fertilidad y eclosion

Para la evaluacion de las tasas de fertilizacion y eclosion,
se tomaron entre 0,5 y 1 g de ovocitos (~ 1500 ovoci-
tos/g) los cuales fueron inseminados con semen criopre-
servado a dosis de 320000 sptz/ovocito de acuerdo con
lo sugerido por Atencio-Garcia et al. (2015). Los volime-
nes seminales se adicionaron a los ovocitos con una
micropipeta (Transferpette®, CE704174, Alemania) y se
activaron con 10 ml de agua destilada a temperatura
ambiente (28°C); luego se aumenté el volumen del agua
a 50 ml para la hidratacién de los ovocitos. Finalmente
se depositaron en incubadoras experimentales de flujo
ascendente de 2 | de capacidad conectadas a un siste-
ma cerrado de recirculacion de agua.

Tasa de fertilizacion. Se evalu6 a las seis horas post-
fertilizacion (HPF), cuando los huevos se encontraban al
final de la gastrulacion (cierre del blastoporo); con la
ayuda de una pipeta de vidrio de 0,5 cm de didmetro se
tomé una muestra al azar de por lo menos 50 embrio-
nes. Los embriones viables se observaron trasltcidos y
de apariencia normal; mientras que, los inviables se ob-
servaron opacos y/o blanquecinos. Este conteo se reali-
z6 tres veces en cada unidad experimental y luego se
estimo6 un valor promedio para cada unidad. La tasa de
fertilidad se calculé utilizando la siguiente ecuacion
(Espinosa, 2013):

Gix v N° embriones viables
Tasa de fertilizacion (%) = S - = X 100
N° embriones analizados

Tasa de eclosion. Se evalué a las 11 HPF, cuando los
embriones se encontraban en fase de faringulacion, to-
mando una muestra al azar de minimo 50 embriones
(por triplicado por incubadora), considerando como
viables los embriones traslucidos y con movimiento e
inviables aquellos opacos y/o blanquecinos. La tasa de
eclosion se estimé utilizando la siguiente ecuacion
(Espinosa, 2013):

> N° embriones viables
Tasa de eclosién (%) = S : - X 100
N° embriones analizados

Los procedimientos empleados en la manipulaciéon de
los animales, se realizaron utilizando como referencia
las normas y procedimientos para el uso de animales en
laboratorio, senaladas por el Committe on Care and Use
of Laboratory Animal Resources (Janet-Garber, National
Research Council, USA 2010).

ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado con
arreglo factorial 3x3, es decir dos factores (nivel de in-
clusién de EG vy nivel de inclusion de LP), cada uno con
tres niveles. Todos los datos, previamente transformados
(arcsen), fueron sometidos a pruebas de normalidad
(test de Shapiro Wilk) y de homogeneidad de varianza
(test de Bartlett), cumplidos estos supuestos se realizo
un andlisis de varianza (ANAVA) y finalmente para iden-
tificar diferencias entre los tratamientos se realiz6 una
prueba de rango mdltiple de Tukey (p<0,05). Mediante
el andlisis factorial se determiné el efecto de cada uno
de los factores de manera independiente y su interac-
cién sobre cada una de las parametros evaluados. Los
resultados fueron expresados en media = desviacién
estandar (DS). Los andlisis se realizaron con ayuda del
Software estadistico R, versién R Studio 3.0.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristica del semen de bocachico. Las caracteristi-
cas del semen de bocachico obtenido por induccién
hormonal con EPC se muestran en la tabla 2. El semen
de color blanco, con volumen seminal (mayor de 2 ml)
por encima de los reportes previos para la especie por
induccién hormonal (0,7-1,3 mL) (Montes, 2018; Aten-
cio-Garcia et al., 2013), con alta movilidad (> 90%), alta
progresividad (> 70%), bajo porcentaje de espermato-
zoides inmoviles, tiempo de activacién y concentracion
espermatica dentro del rango reportado para la especie
(Montes, 2018; Atencio-Garcia et al., 2013).

Efecto de factores e interaccion. La tabla 3 registra el
efecto de cada factor y su interaccion. El porcentaje de
inclusion de EG (factor A), en el rango evaluado (6-10%)
no afecté significativamente (p>0,05) ninguna de los
parametros de calidad seminal analizadas excepto la
tasa de eclosion (p<0,05). Mientras que, la LP (factor B)
tuvo efectos significativos sobre el porcentaje de esper-
matozoides estaticos (p<0,05) y muy significativos sobre
las tasas de fertilizacion y eclosion (p<0,01). De igual
forma la interaccién de los factores solo afectd significa-
tivamente el porcentaje de espermatozoides estatico
(p<0,05). Los resultados sugieren que la LP es un factor
critico en la capacidad fecundante del semen desconge-
lado de bocachico.
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Tabla 2. Caracteristicas del semen de bocachico Prochilodus magdalenae obtenido por induccion hormonal con ex-

tracto pituitario de carpa (n=23).

Caracteristicas Media = DS
Volumen (ml) 2,310,4
Concentracion espermatica (x10%/ml) 18838,86+7271,4
Movilidad total (%) 94 5134
Tiempo de activacién (s) 28,5%1,5
Rapidos (%) 55,8+18,8
Medios (%) 29,7+£18,6
Lentos (%) 10,249,3
Inméviles (%) 4,245,0
Progresividad total 70,5£10,0
Velocidad curvilineal (um/s) 136,0+40,6
Velocidad lineal (um/s) 65,0£18,6

Tabla 3. Efecto de etilenglicol (EG) y la leche en polvo (LP) y su interaccién sobre la calidad seminal de

espermatozoides de Prochilodus magdalenae.

Mt, movilidad total; VCL, velocidad curvilinea; VSL, velocidad lineal; Pt, progresividad total; *, significati-
vo (p<0,05); **, muy significativo (p<0,01); ns, no significativo.

Farametros Factores Interaccion
EG LP EGXLP

Mt ns ns ns
Rapidos ns ns ns
Medios ns ns ns
Lentos ns ns ns
Estaticos ns * *
VCL ns ns ns
VSL ns ns ns
Pt ns ns ns
Fertilidad ns o ns
Eclosion < hE ns

Calidad del semen descongelado. En la tabla 4 se pre-
senta la calidad seminal del semen descongelado. Los
resultados del presente estudio, sugieren que el proceso
de criopreservacion y descongelacion ocasioné una
disminucion de la movilidad total, progresividad, esper-
matozoides rapidos y medios y un incrementé de los
espermatozoides estaticos. Las menores movilidades
totales (22,0-24,6%) se obtuvieron cuando el EG se in-
cluy6 al mayor porcentaje de inclusion (10%) y la LP a
5% o menos (EG10+LP3 y EG10+LP5). Pero cuando EG

se incluyé a 6 u 8% a cualquier inclusién de la LP (3-7%)
las movilidades totales (27,8-34,3%) fueron similares a
las reportadas (~31%) por Atencio-Garcia et al. (2013)
cuando criopreservo semen de bocachico con DMA (8
o 10%) y yema de huevo 12%. En el presente estudio,
los menores valores de progresividad total (0,7£0,5%) y
velocidades espermaticas (VCL entre 21,7£2,8 vy
23,0£2,2 um/s; VSL entre 5,0%1,1 y 5,3+2,1 um/s) se
obtuvieron cuando EG se incluyé a 10% y la LP a 5% o
menos.

Criopreservacion de semen de bocachico
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Tabla 4. Calidad del semen descongelado de bocachico Prochilodus magdalenae criopreservado con etilenglicol y leche
en polvo liofilizada.

Letras diferentes en una misma fila indican diferencia estadistica significativa (p<0,05). EG, etilenglicol (los nimeros indi-
can el porcentaje de inclusiéon); LP, leche en polvo liofilizada (los nimeros indican el porcentaje de inclusion); Mt, movi-
lidad total; VCL, velocidad curvilinea; VSL, velocidad lineal; Pt, progresividad total.

Tratamientos

Faramclo EG6+LP3 EG6+LP5 EG6+LP7 EG8+LP3 EG8+LP5 EG8+LP7 EG10+LP3 EG10+LP5 EG10+LP7
Mt (%) 28,0+5,4%® 31,949,6% 31,1£10,5®  27,8+4,8* 28,7+15,7®  34,3%£18,1* 22,0+2,0° 24,6+3,4° 38,4+18,4*
Répidos 1,240,7%° 0,9+0,8* 0,7+0,8* 0,5+0,4° 0,7+0,7* 3,8+8,3° 0,4+0,2° 0,3+0,3° 124132
Medios 3:3+1,5% 6,0+4,6* 3,743,0® 3,4+1,1% 3,2+4,1%° 5,3+6,6® 1,1£0,7° 1,3+ 0,8° 5,6%5,0°
Lentos 23543 720 25,0+5,5% 26,7+8,8% 23,9+3,8% 24,9+11,4®®  25,045,4* 22,3+5,5° 22,4+3,1° 31,5+12,12
Estdticos 72,0+5,4* 68,1+9,6% 69,0£10,5*  72,3+4,8* 71,3+15,7¢8  45,6+£25,9° 74,5+6,7° 49,2+29,1°¢  61,7+18,4%¢
VCL (um/s)  29,1+4,2%® 31,3+7,4% 28,5+6,1% 26,7+3,0% 26,3+6,0*° 35,9+23,9°  23,0+2,2° 21,7+2,8° 26,6+6,2%°
VSL (um/s)  9,5+2,22 12,9+6,7% 9,2+3,6%% 6,3+1,1° 8,1+5,0%« 10,7+7,3* 5,0+1,1°¢ 5:3£2.14 10,6+6,3%¢
Pt (%) 3,0+1,5% 4,8+4 4% 2.742.0%° 1,3+0,9%° 2.7£3:9% 5,9+10,4* 0,7+0,5° 0,9+0,4%* 4,8+5,0®

El EG también ha sido utilizado en la criopreservacion
de semen de bagres como Sorubim cuspicaudus a inclu-
siones entre 6 y 10% con registros de movilidades infe-
riores a 30% (Espinosa, 2013). Atencio-Garcia et al.
(2014) reportaron que la mejor movilidad total del se-
men criopreservado de S. cuspicaudus se obtuvo con EG
5% (36,919,1%) y sugirieron una relacion inversa entre la
movilidad total y los porcentajes de inclusién de EG. He-
rrera-Cruz et al. (2019) obtuvieron movilidades entre 22,2
y 10,3% cuando criopreservaron semen de Pseudoplatys-
toma magdaleniatum con EG incluido a 5 o 10%.

La movilidad han sido considerado el parametros mas
utilizado para evaluar la calidad del semen fresco como
criopreservado . La movilidad del espermatozoide gene-
ralmente presenta una correlacién positiva con la capa-
cidad de fertilizacién, porque afecta la capacidad del
espermatozoide para alcanzar el ovocito para una fertili-
zacion exitosa (Rurangwa et al., 2004). Estd ampliamen-
te demostrado que la criopreservacion disminuye la acti-
vidad metabdlica y calidad de espermatozoide criopre-
servado (Cabrita et al., 2014; Xin et al., 2020). Una de
las principales razones de la disminucion de la actividad
metabdlica y la baja calidad de los espermatozoides
descongelado es la alteracion de las estructuras mito-
condriales y la membrana en la parte media durante la
criopreservacion (Figueroa et al, 2017). Estas alteracio-
nes afectan la funcién mitocondrial, incluyendo los pro-
cesos bioquimicos involucrados en la produccion de
ATP (Figueroa et al., 2015) y por tanto disminuyen la
energia disponible para la movilidad. Los espermatozoi-
des requieren ATP para cumplir con mudiltiples funciones
celulares y eventos bioquimicos, tales como el manteni-
miento de la motilidad y la activacién de la fosforilacion
para la fertilizacion exitosa (Miki, 2010).

Otras de las causas que afectan la movilidad espermati-
ca es el dafo a la membrana espermatica; lo cual oca-
siona pérdida de algunos componentes internos de la
célula y reducen su actividad enzimatica (Dietrich et al.,
2015). Martinez-Paramo et al. (2012) consideran que los
procesos de congelacién y descongelacién inducen alte-
raciones en la bicapa lipidica de la membrana del esper-
matozoide, ocasionando su desestabilizacion y la pérdi-
da de componentes celulares. Estas alteraciones no sélo
afectan la movilidad y la viabilidad espermética sino tam-
bién aumentan la peroxidacion lipidica y el porcentaje
de espermatozoides estatico.

Algunos estudios reportan que las proteinas, que gene-
ralmente se disminuyen en los espermatozoides durante
la criopreservacion estan asociadas a la disponibilidad
de energia para el movimiento como las de actividad
catalitica y al ATP (Dietrich et al. 2015; Nynca et al.
2015). Se ha reportado la disminucién de la B-enolasa y
de la subunidad B de la ATP sintasa mitocondrial, miem-
bros de una superfamilia de enzimas glucoliticas, que se
sugieren asociadas a la reduccion de movilidad esper-
matica y viabilidad en el proceso de congelacion y des-
congelacion, ya que estas enzimas desempefan un pa-
pel principal en las vias metabdlicas, como la gluconeo-
génesis y la glucdlisis (Xin et al. 2018).

Otras causas que se reportan como causas de la dismi-
nucion de la movilidad del semen descongelado, es el
criodano sobre las proteinas citoesqueléticas, como la
dineina y la tubulina, que actdan en la movilidad celular
(Nynca et al. 2015). Se ha encontrado que las proteinas
del citoesqueleto son muy sensibles a los choques térmi-
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Figura 1. Porcentajes de fertilizacién (a) y de eclosion (b) con semen descongelado de Prochi-
lodus magdalenae criopreservado con etilenglicol (EG) y leche en polvo (LP) a tres porcentajes
de inclusion. Letras diferentes en columnas indicas diferencia significativa (p<0,05). Valores

mostrados como media = DS.
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cos durante el proceso de congelacién y descongela-
ciéon (Xin et al., 2020).

Tasas de fertilidad y eclosion

En el presente estudio, a medida que aumenté la inclu-
sion de la LP disminuyeron las tasas fertilidad y eclosién
(figura 1). Los resultados permiten inferir que el porcen-

taje de inclusiéon de los crioprotectores (EG y LP) afectan
la capacidad fecundante del semen descongelado.
Cuando la LP se incluyé a 7% y se combiné con EG, a
cualquiera de los porcentajes evaluados (6, 8 0 10%), se
obtuvieron las menores tasas de fertilizacion (19,1-
23,5%) y eclosion (13,2-17,7%); pero cuando EG se
incluy6 a 6 u 8% y la LP a 3%, se obtuvieron los mejo-
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res porcentajes de fertilizacion (54,3-64,2%) y eclosion
(47,7-57,5%). Estos resultados sugieren que el criopro-
tector EG deberia incluirse a 6 u 8%; pero la LP no de-
beria incluirse a mas de 3%.

En otros estudios, el semen criopreservado de bocachi-
co con DMSO 10% registr6 tasa de eclosion de
48,614,2% (Atencio-Garcia et al., 2015) y con DMA 8%
de 50,11£9,8% (Atencio-Garcia et al., 2013), en ambos
caso combinados con yema de huevo 12%. Tasas de
eclosion similares a las obtenidas en el presente estudio,
con semen criopreservado con EG 6 u 8% combinado
con LP 3%.

También, el semen descongelado de S. cuspicaudus
mostré adecuada tasa de eclosién (38,6+13,9%) cuando
se criopreservo con EG 5% y se observé que inclusiones
por encima del 5% disminuyen su capacidad fecundante
(Atencio-Garcia et al., 2014); lo cual resalta la importan-
cia de ajustar las inclusiones de los crioprotectores a la
particularidad de cada especie.

Por otra parte, a pesar de las bajas movilidades (<28%)
obtenidas con EG incluido a 6 u 8% combinado con LP
3%, en el presente estudio, se registraron adecuadas
tasas de fertilidad y eclosion. Se ha sugerido que, no
siempre altas movilidades, garantizan la viabilidad del
espermatozoide durante el proceso de reproduccién
(Morris et al., 2012). Algunos estudios han reportado
bajas tasas de fertilizaciones (<20%) en Anguila anguila
(Asturiano et al. 2007) vy Acipenser ruthenus
(Boryshpolets et al. 2011) con semen descongelado con
altas movilidades (~50%). Ramirez-Merlano et al. (2011)
con semen descongelado de Pseudoplatystoma metaen-
se sin movilidad (0%) obtuvieron una fertilizacion del
10%. Algunos autores sugieren que parte de los esper-
matozoides inmoviles (estaticos) conservan intacta la
estructura cromosomica, la cual estd contenida en el
ntcleo de la cabeza, lo que permite la fecundacion efec-
tiva (Andrade et al., 2001; Grassiotto et al., 2001). Segdin
Rana et al. (1990) esto es posible porque algunos facto-
res de los ovocitos pueden activar a los espermatozoi-
des inmoviles. Ademds, lwamatsu (2000) y Babin et al.
(2007) consideran que factores ambientales junto con
los factores liberados por los ovocitos, como pequenas
moléculas de polipéptidos sintetizados en el foliculo de
la célula y acumuladas en el corién, pueden producir
hiperactividad de la movilidad espermatica en algunas
especies de peces.

Por tanto, la capacidad fecundante del espermatozoide
mads que una buena movilidad o un parametro en parti-
cular, requiere del bienestar integral del espermatozoide

o por lo menos en la mayor parte de sus parametros
(Martinez & Pardo, 2010).

A pesar de que la combinacion EG10%+LP3%, muestra
una tasa de fertilizacion que no difiere estadisticamente
(p<0,05) de las mejores combinaciones (EG6%+LP3% vy
EG8%+LP3%) del semen descongelado; incluso no difie-
re de la combinacion EG6%+LP5% (figura 1 a). Sin em-
bargo, solo cuando se utilizé semen criopreservado con
EG 6 u 8% combinado con LP 3% se obtuvieron las
mejores tasas de eclosion. Es importante anotar que la
tasa de fertilizacién se midié a las 6 HPF y en este mo-
mento aun falta por expresarse danos a nivel de DNA
ocasionados en el proceso de criopreservacion y des-
congelacion, que son mas visibles en la mayoria de los
casos, cuando se mide el porcentaje de eclosion a las
11 HPF. En otros estudios se ha reportado bajas tasas de
eclosion en huevos fertilizados de trucha arco iris On-
corhynchus mykiss (Cabrita et al.,, 2001) y carpa comun
Cyprinus carpio (Zhou et al., 2006) que mostraron altos
niveles de fragmentacion del DNA. Entonces, es impor-
tante resaltar que la capacidad fecundante del semen
criopreservado es mas real cuando se evalia mas distan-
te del momento de la fertilizacion.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio permiten sugerir que
la solucion crioprotectora compuesta por EG 6%, gluco-
sa al 6% vy leche en polvo descremada al 3% es una
alternativa viable para la crioconservacion de semen de
bocachico. Concentraciones de LP mayores a 3% pue-
den tener efecto negativo sobre el espermatozoide de
Prochilodus magdalenae, causandole disminucién de su
capacidad fertilizante.
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