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ARTICULO ORIGINAL

Crioconservacion seminal de bagre rayado Pseudoplatystoma metaense
(Teleostei, Pimelodidae), bajo diferentes protocolos de congelacién®

Seminal Cryopreservation of bagre rayado Pseudoplatystoma metaense
(Teleostei, Pimelodidae), under different protocols of freezing

JA Ramirez-Merlano®, VM Medina-Robles, PE Cruz-Casallas

Universidad de los Llanos, Grupo de Investigacién sobre Reproduccion y Toxicologia de Organismos Acudticos-GRITOX,
Instituto de Acuicultura, Universidad de los Llanos, Villavicencio, Meta, Colombia.

SUMMARY

The aim was to determine the effect of different extenders and freezing rates on bagre rayado seminal quality. Sexually mature males (1.5 + 0.2 kg
and 56.6 £ 2.9 cm) and females (2.8 £ 0.7 kg and 71.3 + 6.1 cm) were used. Ovulation and spermiation were induced with Carp Pituitary Extract. The
semen was diluted (1:6, semen: diluent) with a glucose-based solution (5.5%) and egg yolk (YH, 12%) or whole milk powder (LE, 5%). As cryoprotectants
dimethyl sulfoxide (DMSO, 10%), methanol (MET, 12%) or dimethyl acetamide (DMA, 10%) were used. The diluted semen was packaged in 0.5 mL
straws and frozen in two freezing curves (C1= 2.4 °C-min~! from 28 to —4 °C, followed by 10.0 °C-min~! from —4 to 80 °C and C2= 8.4 °C-min~! of
4 to —80 °C) and then immersed in liquid nitrogen (—196 °C). The straws were thawed in a water bath at 35 °C by 60 sec and immediately assessed
motility. The fertility was assessed through semination of 2 grams of oocytes with 100 or 400 uL of fresh or frozen semen, respectively, and determined
at 6:00 h postfertilization. The results showed higher rates of fertility with fresh semen, fertilized oocytes were observed in all treatments, with greater
percentage (greater than 60%) from the semen under the C2 (greater than 60%) and 10 or 12% of DMSO or MET, respectively and 5.5% glucose and

5% of LE. These results allow to establish an acceptable freezing protocol for the artificial reproduction of bagre rayado.
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INTRODUCCION

La crioconservacion ha sido reconocida como un
método que contribuye a la reproduccién asistida de varias
especies de animales (Fabbrocini y col 2000) y como una
herramienta esencial en los programas de mejoramiento
animal, generando cambios significativos en esta industria
animal (Drokin y col 1998). Sin embargo, las investigaciones
hasta ahora realizadas han sido orientadas principalmente
a evaluar diversas mezclas de sustancias crioprotectoras y
tasas de congelacién/descongelacion del material seminal
(Medina-Robles y col 2005). En peces, una amplia gama
de sustancias crioprotectoras permeables a la membrana
plasmadtica han sido estudiadas, siendo las mds comunes
el dimetil sulféxido, glicerol y propilen glicol (Farrant
1970). Por otra parte, sustancias no permeables como
azucares (glucosa, fructosa, sacarosa) y proteinas (yema de
huevo, leche en polvo, glicoproteinas) son frecuentemente
afiadidas a los diluyentes para estabilizar la actividad de la
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membrana plasmatica de los espermatozoides (De Leeuw
y col 1993). Durante la crioconservacion, la alta racion
molar de colesterol o fosfolipidos y la baja proporcién
de 4cidos grasos poliinsaturados le confieren al esper-
matozoide sensibilidad a la congelacion (Darin-Bennet y
White 1977), permitiendo que s6lo un pequefio porcentaje
permanezca viable después de dicho proceso (Ogier de
Baulny y col 1997). Lo anterior ha sido atribuido a la baja
pérdida de agua de las células, ocasionando la formacién
de cristales de hielo intracelular durante la congelacion o
descongelacién (Viveiros 2005).

Para evaluar la viabilidad del semen después de la descon-
gelacidn, el criterio mds usado es la movilidad espermatica.
Sin embargo, en ensayos realizados con semen del bagre
africano (Clarias gariepinus) se observo baja movilidad
de las células espermaéticas postdescongelacion, pero una
alta tasa de eclosién (Viveiros y col 2000), mostrando una
relacion no directa entre estas dos variables.

En Colombia se ha generado un creciente interés por
las especies de bagres debido a su alto potencial para la
piscicultura; sin embargo, son pocos los estudios realizados
con estas especies, lo cual no ha permitido su cultivo a
escala comercial, debido principalmente a las dificultades
para lograr su reproduccién en cautiverio y a su marcada
estacionalidad reproductiva (Guerrero 2003). El bagre
rayado (Pseudoplatystoma metaense) es una especie
nativa colombiana considerada en peligro de extincién
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y potencialmente cultivable por su alto valor comercial
(Mojica y col 2002).

Varios métodos han sido reportados para la criocon-
servacién seminal de bagres, incluyendo al bagre rayado
(Pinzén-Arciniegas y col 2005, Medina-Robles y col 2007,
Ramirez-Merlano y col 2008); Ramdia sebae cf (Villalobos
y Osorio 2007); Clarias gariepinus (Viveiros y col 2000)
e Ictalurus furcatus (Paul y col 2003), con una alta varia-
bilidad en los resultados observados. Por lo anterior, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar diferentes tasas
de congelacion y composicion de los diluyentes sobre la
calidad postdescongelacion de espermatozoides de bagre
rayado (Pseudoplatystoma metaense), con el fin de opti-
mizar su reproduccion en cautiverio.

MATERIALES Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron hembras (2,8 £ 0,7kgy 71,3+ 6,1 cm) y
machos (1,5 £ 0,2 kg y 56,6 + 2,9 cm de peso corporal y
longitud total, respectivamente) adultos de bagre rayado
(Pseudoplatystoma metaense) nacidos en cautiverio,
provenientes del plantel de reproductores de la estacion
piscicola de la Universidad de los Llanos y de otras esta-
ciones piscicolas del departamento del Meta-Colombia.
Los ejemplares fueron seleccionados teniendo en cuenta
su condicion de madurez sexual. Para el caso de las hem-
bras, la madurez sexual se determind mediante el examen
de una biopsia para determinar el tamafio de los ovocitos
y la posicién de su vesicula germinal; en el caso de los
machos, por la presencia de semen en la papila urogenital
después de leve masaje craneo-caudal, aplicado sobre las
paredes de la cavidad celomica.

INDUCCION A LA MADURACION FINAL DE LAS GONADAS

A los machos se les administré una unica inyeccién
intramuscular de extracto de hipdfisis de carpa (Stoller
Fisheries, USA), equivalente a 4 mg-kg™' de peso corporal,
aplicada en la parte caudal de la base de la aleta dorsal.
Por su parte, las hembras recibieron una dosis total de
5,65 mg-kg~! de peso corporal, en tres inyecciones: 0,25;
0,4y 5 mg-kg™! alas 0, 24 y 36:00 h, respectivamente.

OBTENCION DEL SEMEN

La extraccion del semen se realiz6 18:00 h después de
la inyeccién hormonal. Los machos fueron previamente
tranquilizados por inmersién durante 5 min en solucién
de 2-fenoxietanol (300 ppm, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, Missouri, USA). Inmediatamente después de
la pérdida del eje de nado, fueron retirados de la solucién
anestésica, secados cuidadosamente en la region genital,
aplicando una leve presion para provocar la expulsién de
orina y un masaje craneo-caudal de la cavidad celémica
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para ocasionar la expulsién del semen. Este dltimo fue
colectado en tubos de vidrio aforados estériles para deter-
minar directamente el volumen, evitando la contaminacién
con bilis, orina o heces; posteriormente fue mantenido a
temperatura ambiente (26 + 1 °C).

EVALUACION DE LA CALIDAD SEMINAL

La movilidad masal se evalu6 de forma subjetiva, acti-
vando una alicuota de semen (20 uL) con 180 puL de agua
destilada, lo cual fue realizado sobre una lamina excavada
(1,0-1,2 mm de profundidad, Micro-Slides Premiere, China)
montada en un microscopio éptico (10X de magnificacion,
Zeiss, Alemania). Inmediatamente después de la adicion
del agua destilada se evalué la duracién (seg) de la mo-
vilidad espermatica (TA) hasta la inmovilidad del 90%
de los espermatozoides. La concentracién espermética
fue determinada por recuento en cimara de Neubauer
(40X), previa dilucién del semen 1:4.000 con solucién
salina formolada (0,9% de NaCl y formol al 3%). Para
cada muestra, la evaluacion se realiz6 por duplicado y el
promedio fue utilizado para los andlisis subsecuentes.

CRIOCONSERVACION ESPERMATICA' Y CONDICIONES DE
CONGELACION

Efecto del diluyente y la tasa de congelacion. Se utiliza-
ron Unicamente muestras con movilidad superior a 80%.
Inicialmente las muestras seminales fueron diluidas en
proporcién 1:6 (semen: diluyente), manteniendo para todos
los casos una proporcién constante de glucosa (5,5% p:v).
Fueron evaluados dos crioprotectores no permeables:
12% de yema de huevo (YH v:v) y 5% de leche entera
en polvo (LE p:v) y tres crioprotectores permeables:
10% dimetilsulféxido (DMSO v:v, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA), 12% metanol (MET v:v, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y 10% dimetil ace-
tamida (DMA v:v Merck Schuchardt OHG., Hohenbrunn,
Germany). Se conformé un disefio factorial 2x3x2 [dos
crioprotectores externos (YH y LE), tres crioprotectores
internos (DMSO, MET y DMA) y dos tasas de congelacion
(C1 y C2)], evaluando de esta manera 12 tratamientos.
Inmediatamente después la mezcla semen: diluyente se
empac en pajillas de 0,5 mL (130x3 mm, Instruments de
Meédecine Vétérinaire, Minneapolis, USA) y se sometieron
ados curvas de congelacion: la primera (C1) de 28 a—4 °C,
con una tasa de descenso de 2,4 °C-min~! seguido por
10,0 °C-min~" de -4 a —80 °C y una segunda (C2) curva
de congelacién de 4 a —80 °C, equivalente a 8,4 °C-min~'.
Para las dos curvas, el tiempo de congelacion fue de 20
y 15 min, respectivamente. Lo anterior fue realizado en
vapores de NL, utilizando un congelador programable
(Ice Cube 15X, Sy-LAB Instruments GmbH, Austria).
Posteriormente, todas las pajillas fueron removidas de
la camara de congelacién y transferidas a un termo de
almacenamiento (Taylor-Wharton HC 35, Theodoro, AL,
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USA), hasta la realizacién de la evaluacion de la calidad
seminal postdescongelacion y de la fertilidad.

Evaluacion de la movilidad y velocidad individual
postdescongelacion a través de un sistema de andlisis
espermdtico asistido por computador (CASA- Computer
Assisted Sperm Analysis). Quince dias postcongelacion,
el semen fue descongelado por inmersién durante 60 s en
bafio de agua a 35 °C; tanto la movilidad como la velocidad
espermatica individual fueron determinadas a través de
un sistema de andlisis espermatico asistido por computa-
dor CASA (Medealab CASA-version 5.4, Medea AVG,
Alemania) empleando cdmara de Makler (4rea de 1 mm?,
SefiMedical Instruments, Israel) y microscopio 6ptico de
contraste de fase (Nikon E400, Japén). El procedimiento
consistié en colocar una alicuota de semen (c.a. 1 uL) en
la cdmara de Makler para determinar la movilidad esper-
matica individual después de la activacion con bicarbonato
de sodio al 1% (NaHCO;,) (c.a. 20 uL) y 1a observacién de
aproximadamente 200 espermatozoides por campo. Las
caracteristicas seminales determinadas fueron: Movilidad
progresiva lineal rdpida (MPLR), Movilidad progresiva
lineal lenta (MPLL), Movilidad local o nado en circulo
(MLC), Inméviles (IMV), Movilidad total espermadtica
individual (MTI), Movilidad circular espermética (MC),
Velocidad curvilinea (VCL), Velocidad en linea recta
(VLR) y Velocidad promedio de desplazamiento (VAP).
Las movilidades fueron expresadas en porcentaje (%) y
las velocidades en pm-seg~'.

Evaluacion de las alteraciones morfologicas postdes-
congelacion. Para evaluar alteraciones morfoldgicas
postdescongelacion el semen fue diluido en solucién de
formaldehido 35% (4%)-citrato de sodio [2,9%, Na,H
(C;H,0 (COO0),] y agua destilada. El andlisis morfolégico
fue realizado sobre 100 espermatozoides por tratamiento,
bajo microscopio optico (100x) de contraste de fase (Nikon
EA400, Japdn), determinando alteraciones de cabeza (aislada,
microcefalia y macrocefalia), pieza media (degenerada) y
flagelo (fracturado y aislado).

Ensayos de fertilidad. De cada tratamiento fueron tomadas
al azar pajillas que fueron descongeladas por inmersion
en bafio de agua a 35 °C durante 60 s, para luego evaluar
la movilidad postdescongelacion y realizar las pruebas de
fertilidad. Fueron utilizados 2 g de oocitos, los cuales se
seminaron con 400 pL (c.a) de semen descongelado. Como
control se utilizé la misma cantidad de ovocitos seminados
con 100 pL de semen fresco. Tanto el semen descongelado
como fresco fue activado con 5 mL de solucién de bicar-
bonato de sodio al 1%. Después de 1 minuto, los huevos
fueron lavados varias veces para remover el exceso de
semen. Los huevos seminados fueron colocados en incuba-
doras experimentales con flujo continuo de agua de 2 L. de
capacidad. La fertilidad fue evaluada 6 h postseminacion,
calculando la proporcién de oocitos fecundados (aspecto

traslicido y estado de cierre del blastoporo) en cada uno
de los protocolos estudiados. El nimero de huevos por
gramo, asi como la concentracién espermdtica en cada
pajilla o tratamiento fue estimado para poder determinar
la relacion espermatozoides/ovocito utilizado.

Durante la incubacién, se monitorearon los pardmetros
fisico-quimicos del agua por medio de una sonda multipa-
ramétrica YSI (MPS YSI 556, Spanish. gxp), registrandose
temperatura de 25,9 + 0,9 °C, conductividad de 41 + 15,5
ps-cm! y pH de 6,2 + 0,4.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los valores fueron expresados como media =+ error
estandar de la media (EE). Para evaluar los efectos de cada
tratamiento sobre las variables de movilidad y fertilidad,
se empled un andlisis de varianza (ANOVA), seguido de la
prueba de Tukey. Previo a cualquier analisis estadistico, los
datos fueron sometidos a pruebas de Bartlet para determinar
su homogeneidad y orientar el tipo de andlisis estadistico
arealizar. En todos los casos P < 0,05 fue utilizado como
criterio estadistico para revelar diferencias significativas.
Los datos fueron analizados con el software SAS version
8,02 para Windows (1.999-2.001 por SAS Institute Inc,
Cary, NC. USA).

RESULTADOS

El semen fresco se caracterizé por volumen de
10,14 £+ 1,83 mL, movilidad mayor al 90%, tiempo de
activacion de 48,9 + 1,4 s y concentracién de 35,18 + 3,8
x10° espermatozoides/L.

EFECTO DEL DILUYENTE Y DE LA TASA DE CONGELACION

El seguimiento de la curva de congelacién C1 mostréd
un descenso lento de la temperatura desde 28 °C hasta
—77 °C durante un periodo de 20 min, en contraste a lo
observado para la C2, donde esta misma temperatura fue
alcanzada a los 11 min. Para ambas curvas se presentd
un fendmeno de ascenso de temperatura entre los =5 y
—15 °C, estabilizdndose la temperatura a los 20 min para
la Cly alos 15 min para la C2 (figura 1).

La figura 2 muestra la variacién de la movilidad es-
permatica durante todo el proceso de crioconservacion,
obsérvese en las figuras 2a y 2¢ la evaluacién de la movi-
lidad en diferentes fases, tomando como punto de inicio
la movilidad del semen fresco (SF 95 = 0,0%). El semen
diluido con DMSO-YH y DMSO-LE mantuvo una movi-
lidad cercana al SE. Sin embargo, en la fase 3 la movilidad
descendid considerablemente a valores inferiores a 30%,
utilizando la curva programada C1 (figura 2a). Para las dos
curvas evaluadas la movilidad disminuy6 gradualmente
durante el proceso de crioconservacion.

El porcentaje de movilidad masal postdesconge-
lacién varié entre 0 y 23%, para el semen sometido a
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Figura 1. Variacion de la temperatura de semen de bagre rayado
(Pseudoplatystoma metaense), bajo diferentes protocolos de
congelacion en vapores de nitrégeno liquido usando un con-
gelador programable. C1 = 2 °C-min~! de 28 a —4 °C, seguido
por 8,2 °C-min~! de -4 a —80 °C (periodo de congelacién 20
min); C2 = 8,2 °C-min~! de 4 a-80 °C (periodo de congelacién
15 min).

Temperature variation of bagre rayado (Pseudoplatystoma
metaense) semen under different protocols of freezing in liquid nitrogen
vapor using a programmable freezer. C1 = 2.4 °C-min~! de 28 a -4 °C,
followed by 10.0 °C-min~! de —4 a —80 °C (freezing period 20 min);
C2 = 8.4 °C-min~! de 4 a 80 °C (freezing period 15min.).

congelacion con la C1 (figura 2b), siendo la movilidad
mayor para MET-YH (23,3 + 5,4%), seguido de DMSO-LE
(22,5 + 4,4%), pero sin observarse diferencias significativas
(P> 0,05) entre estos tratamientos. En los tratamientos
MET-LE, DMA-YH y DMA-LE, la movilidad fue menor en
comparacion con los diluyentes anteriormente mencionados
con diferencias estadisticas (P < 0,05) al ser comparados
con estos. El semen congelado con la C2 mostré valores de
movilidad masal superiores con relacion a los observados
en el semen congelado con la C1 (figura 2d). En la C2 el
DMSO-LE mostr6 el porcentaje mds alto de movilidad
masal (43,3 +4,2%) siendo significativamente diferente
(P <0,05) cuando se comparé con MET-YH, MET-LE,
DMA-YH y DMA-LE.

MOVILIDADY VELOCIDAD INDIVIDUAL
POSTDESCONGELACION A TRAVES DE UN SISTEMA
DE ANALISIS ASISTIDO POR COMPUTADOR

La MPLR del semen crioconservado present6 diferen-
cias significativas con respecto al semen fresco (P < 0,05),
siendo mayor para este ultimo (52,7 + 4,6%). La MPLR
para el semen crioconservado fue mayor con DMSO-LE
sometido ala C2 (11,9 + 6,7%) sin diferencias significativas
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(P < 0,05) cuando fue comparada con los otros tratamientos
(figura 3a). En contraste con lo mostrado en la MPLR, la
MPLL (figura 3b) para el semen crioconservado fue menor
al semen fresco (34,7 +2,2%), sin mostrar diferencias
significativas (P > 0,05) al ser comparadas con DMSO-
YH-C1, DMSO-YH-C2, DMSO-LE-C2, MET-YH-Cl y
MET-YH-C2. La mayor MPLL fue observada para DMSO-
YH-C1 (25,2 + 5,2%) sin diferencia significativa con los
demas tratamientos (P > 0,05). En general, los espermato-
zoides crioconservados presentaron movilidades en circulo
mayores que el SF (figura 3c). El tratamiento MET-YH-C2,
mostré un MLC significativamente mayor (P < 0,05) con
respecto a los demads tratamientos (58,9 + 6,6%). Obsérvese
que los tratamientos MET-LE-C1 (0%), DMA-YH-C1
(10,0 £ 4,2%), DMA-LE-C1 (21,6 £ 5,0%) presentaron
las MLC mis bajas (P > 0,05).

En cuanto al porcentaje de IMV (figura 3d) se desta-
can los tratamientos DMA-YH-C1 y DMA-LE-C1 con
alta presencia de espermatozoides inméviles (84,5 + 3,6
y 78,3 £5,0%, respectivamente) mostrando diferencias
significativas al compararse con el SF (4,3 £ 1,6%)
(P <0,05). La figura 3f muestra que la MC sélo fue
observada en el tratamiento MET-LE-C2 (0,1 £ 0,1%),
siendo significativamente diferente al control (P < 0,05).
La MTI postdescongelacion para todos los tratamientos fue
significativamente menor con respecto al SF (figura 3e), el
cual presentd una movilidad mayor de 90%. Por su parte
el tratamiento DMSO-YH-C1 presenté la mayor MTI
(36,8 + 4,3%). Obsérvese en la figura 3 que los tratamientos
MET-LE-C1, DMA-LE-C1 y DMA-LE-C2 no mostraron
este tipo de movilidad individual.

VELOCIDAD ESPERMATICA

En todos los casos las velocidades determinadas con el
CASA fueron significativamente menores (P < 0,05) para
el semen crioconservado. En cuanto a la VLR (figura 4a)
esta fue significativamente mayor (P < 0,05) en semen
crioconservado con los tratamientos DMSO-LE-C2 y
DMSO-YH-C1 (8,4 £3,2y 7,4 2,0 um.sg™!, respectiva-
mente). De igual forma, para estos mismos tratamientos se
observaron los mds altos valores parala VCL (10,8 +3,2y
10,1 £ 7,3 um.sg™!, respectivamente) y VAP (8,72 + 3,1 y
7.9 + 1,9 um.sg™!, respectivamente), con un comportamiento
contrario para el semen crioconservado con las sustancias
MET y DMA en las tres variables de velocidad evaluadas
(figuras 4b y 4c).

ALTERACIONES MORFOLOGICAS POSTDESCONGELACION

La figura 5 muestra algunas alteraciones morfoldgicas
observadas en semen de bagre rayado postdescongela-
cién. En todos los tratamientos fue notoria la presencia
de cabezas y flagelos aislados (b y c, respectivamente).
La presencia de macrocefalia (k, 1) solo fue observada
en semen crioconservado con los tratamientos DMSO-
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Figura 2. Variacion de la movilidad espermdtica masal de semen de bagre rayado (Pseudoplatystoma metaense) durante las diferentes
fases del proceso de crioconservacion (ay ¢, fase 1, semen fresco (n = 11); fase 2, semen diluido (precongelacion) (n = 3); fase 3, mo-
vilidad masal postdescongelacion sometido ala C1y C2 (b y d) (n = 6). Valores corresponden a la media + error estindar de la media
(EE). b< Entre barras, valores con letras distintas son diferentes (P < 0,05, n = 6).

Masal sperm motility of bagre rayado (Pseudoplatystoma metaense) during the cryopreservation. Assessment of motility in different phases
(a and ¢, phase 1, fresh semen (n = 11), phase 2, diluted semen (prefreezing) (n = 3), Phase 3, masal post-thawing motility under the C1 and C2 (b and
d) (n=6). Values are the mean + standard error of the mean (SE). %> Between bars, values with different letters are significantly different (P < 0.05,n = 6).

YH-C1, DMSO-YH-C2, DMSO-LE-C1 y MET-YH-CI.
Los tratamientos MET-YH-C1 y DMA-LE-C1 mostraron
cabezas degeneradas (d). Por otro lado, todos los trata-
mientos mostraron la presencia de flagelos fracturados
(j) excepto en los tratamientos DMSO-YH-C2, DMSO-
LE-C2 y DMA-YH-C2.

ENSAYOS DE FERTILIDAD

A pesar que las movilidades postdescongelacion fueron
menores a las determinadas con el SF y en algunos casos
no se observo movilidad, tanto subjetivamente como en la
evaluacion con el CASA, se pudo evidenciar algin grado
de capacidad fecundante en todos los tratamientos. Los
porcentajes de fecundacién menores se observaron para
el semen sometido a congelacién con la C1, en contraste

con lo mostrado por la C2, donde la fertilidad fue superior
al 60% (figura 5), con valores mayores para los trata-
mientos DMSO-LE-C2 (79,6 + 2,1%) y DMA-LE-C2
(75,6 = 7,3%), sin diferencias significativas (P > 0,05)
entre estos o cuando fueron comparados con el semen
fresco (88,4 = 4,0%).

DISCUSION

En acuicultura, los beneficios de la crioconservacion
de gametos incluyen desde la posibilidad de seleccion y
utilizacién de material genético de mayor calidad, hasta la
reduccidn de los costos por mantenimiento de reproductores
(Mongkonpunya y col 2000). Debido a las caracteristicas
de interés comercial y a la marcada estacionalidad repro-
ductiva de Pseudoplatystoma metaense, se hace necesario
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Figura 3. Movilidad individual postdescongelacion determinada por CASA. (a) Movilidad progresiva lineal rapida (MPLR),
(b) Movilidad progresiva lineal lenta (MPLL), (¢) Movilidad local o nado circulo (MLC), (d) Inméviles (IMV), (e) Movilidad total
espermatica individual (MTI), (f) Movilidad circular espermética (MC), para semen crioconservado de bagre rayado (Pseudoplatysto-
ma metaense). Valores expresados como media + error estandar de la media (EE). #>4¢ Entre barras, valores con letras distintas son

diferentes (P < 0,05, n = 6).

Post-thawing individual motility determined by CASA. (a) Rapid linear progressive motility (MPLR), (b) Slow linear progressive motility
(MPLL), (¢) Local motility and swimming circle (MLC), (d) Immobile (IMV), (e) Motility total individual sperm (MTI) (f) Sperm motility circular
(MC) for bagre rayado (Pseudoplatystoma metaense) cryopreserved semen. Values expressed as mean + standard error of the mean (SE). #><4¢ Between

bars, values with different letters are significantly different (P < 0.05, n = 6).

optimizar la eficiencia de los protocolos de congelacién
de su material seminal; no obstante, en la actualidad los
estudios en este campo son escasos. En el presente estudio
el protocolo de crioconservacién mostré influencia sobre
la movilidad espermadtica postdescongelacion: semen di-
Iuido con DMSO-YH y MET-YH y congelado lentamente
(C1) mostr6é movilidad espermatica mayor a 20%, siendo
muy baja cuando se utiliz6 MET y DMA como criopro-
tectores; sin embargo, la respuesta del semen sometido a
crioconservacion con una curva de congelacion rapida (C2)
mostré movilidades espermaticas mds altas, especialmente
cuando se utiliz6 DMSO. Linhart y col (2005) reportaron
para Silurus glanis porcentajes de movilidad inferiores a
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12,1% utilizando MET al 10%. El uso de DMSO en la
congelacién seminal del bagre africano (Clarias gariepinus)
mostré movilidades esperméticas cercanas a las observadas
en este estudio (19%), utilizando una curva una tasa de
4 °C-min! desde 3 hasta—4 °C y de 11 °C-min~! desde —4
hasta —80 °C (Urbényi y col 1999), la cual corresponde a
dos periodos de descenso: uno inicial lento, seguido por un
periodo de descenso rapido, tal como la curva C1 utilizada
en este ensayo. En las curvas de congelacion lentas las
células tienen mds tiempo para deshidratarse antes de la
congelacién (Mazur 1970); sin embargo, esta exposicién
prolongada puede ocasionar la presencia de un medio
residual hiperosmético, que posiblemente influya sobre la
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Figura 4. (a) Velocidad espermatica en linea recta (VLR),
(b) Velocidad espermatica curvilinea (VCL) y (c) Velocidad
promedio de desplazamiento (VAP) para semen crioconservado
de bagre rayado (Pseudoplatystoma metaense), sometido a dos
curvas de congelacién (C1 y C2). 1(DMSO-YH); 2(DMSO-LE);
3(MET-YH); 4(MET-LE); 5(DMA-YH); 6(DMA-LE); control
(semen fresco). Los valores son expresados como media + error
estandar de la media (EE). »® Entre barras, valores con letras
distintas son significativamente diferentes (P < 0,05, n = 6).

(a) Sperm straight-line speed (VLR), (b) sperm curvilinear
velocity (VCL) and (c) Average speed of travel (VAP) for bagre rayado
(Pseudoplatystoma metaense) cryopreserved semen, subjected to two
freezing curves (C1 and C2).1 (DMSO-YH) 2 (DMSO-LE), 3 (MET-YH),
4 (TEM-LE), 5 (DMA-YH), 6 (DMA-LE), control (fresh semen). Values
are expressed as mean = standard error of the mean (SE).* Between
bars, values with different letters are significantly different (P < 0.05,
n=06).

viabilidad postdescongelacion. Ademas, los cambios en la
estructura y viabilidad de los espermatozoides durante el
proceso de congelacion son influenciados por la longitud
del pico de calor latente, ocasionado por la liberacion del
calor de fusion durante el cambio de temperatura de -5 a
—45 °C (Richardson y col 1999). En contraste a lo deter-
minado en el presente estudio, en Pangasius larnaudii la

Figura 5. Alteraciones morfoldgicas encontradas en semen de
bagre rayado (Pseudoplatystoma metaense) postdescongelacion.
a. espermatozoide normal; b. cabeza aislada; c. flagelo aislado;
d. cabeza degenerada; e. flagelo doblado; f. flagelo fracturado;
g. flagelo doblado; h. microcefalia y flagelo aislado; i. flagelo
doblado; j. flagelo fracturado; k y 1. macrocefalia y flagelo
fracturado. Observaciones en fresco (100X), realizadas en semen
crioconservado diluido con una solucién de formaldehido 35%
(4%)-citrato de sodio (2,9%, Na,H (C;H;0 (COO0),).

Morphological alterations found in bagre rayado (Pseudopla-
tystoma metaense) post-thawing semen. a. normal sperm; b. isolated head;
c. isolated scourge; d. degenerate head; e. bent flagellum; f. flagellum
broken; g. scourge bent; h. microcephaly and scourge isolated; i. scourge
bent; j. fractured scourge; k and I. macrocephaly and fractured flagellum.
Observations made in fresh (100X), diluted semen cryopreserved with a
formaldehyde solution 35% (4%)-Sodium citrate (2,9%, Na,H (C;H,0
(CO0),).

movilidad espermdtica masal fue superior cuando se utilizé
DMSO al 10% y DMA al 10% (67,1 + 5,0y 58,6 = 5,0%,
respectivamente) con la inclusién de NaCl y una solucién
balanceada de calcio (Kwantong y Bart 2006) y utilizando
una tnica tasa de descenso de temperatura: 10 °C-min™!
de 25 °C a-80 °C.

El semen de siliridos muestra un rango alto de
sensibilidad a los crioprotectores utilizados en la crio-
conservacion. En bagre de canal, el MET result6 ser el
mds eficiente para alcanzar altos porcentajes de movilidad
postdescongelacion (Tiersch y col 1994); sin embargo,
en este estudio, el MET fue el segundo crioprotector
en preservar una movilidad masal aceptable (figura 2).
Viveiros (2005) atribuye la sensibilidad del semen a los
procesos de crioconservacién por los efectos téxicos
de los crioprotectores y por las posibles variaciones en
la composicion del plasma seminal existentes entre los
bagres de cautiverio y los silvestres.
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Figura 6. Porcentaje de fertilidad para semen crioconservado
de bagre rayado (Pseudoplatystoma sp), sometido a dos curvas
de congelacién (C1 y C2). 1(DMSO-YH); 2(DMSO-LE);
3(MET-YH); 4MET-LE); 5(DMA-YH); 6(DMA-LE); control
(semen fresco). Los valores son expresados como media + error
estdndar (SE). *P4¢ Entre barras, valores con letras distintas son
significativamente diferentes (P < 0,05) (n=6 paraCl)y (n=4
para C2).

Fertility percentage for bagre rayado (Pseudoplatystoma
metaense) cryopreserved semen, subjected to two freezing curves (C1
and C2). 1 (DMSO-YH) 2 (DMSO-LE), 3 (MET-YH), 4 (TEM-LE),
5 (DMA-YH), 6 (DMA-LE), control (fresh semen). Values are expressed
as mean + standard error (SE). #b-¢d¢ Between bars, values with different
letters are significantly different (P < 0.05) (n= 6 for C1) and (n =4 for C2).

La evaluacién de la calidad seminal postdescongelacién,
especificamente la movilidad y velocidad individuales, han
sido poco evaluadas en sildridos. Rurangwa y col (2001)
reportaron en Clarias gariepinus una reduccién significativa
de la movilidad progresiva postdescongelacion con valores
entre 24 y 27% usando DMSO y YH como diluyentes.
Estos resultados son similares a los de este estudio, ya que
el semen fresco mostré movilidad progresiva significativa-
mente mayor que el semen crioconservado, aun utilizando
DMSO y MET en combinacién con YH y LE.

Por otra parte, para especies como Silurus glanis, Esox
masquinongy, el uso de DMSO preservé la movilidad con
valores de 20,9 y 39,6%, respectivamente, en contraste a
Oncorhynchus mykiss donde los valores fueron inferiores
(8,2%) (Lahnsteiner y col 1996, Ciereszco y col 1999,
Linhart y col 2005). En este estudio, espermatozoides
congelados con MET y DMA mostraron movilidades
inferiores cuando fueron comparados con los otros criopro-
tectores, seguido de porcentajes mayores al 80% de IMV
para el caso de DMA (figura 3), cercano a lo reportado
en Oncorhynchus mykiss (89,6 = 8,4%). De igual forma,
la VLR, VCL y VAP, fueron significativamente reducidas
en semen crioconservado, en comparacion al SF, con una
reduccién mayor a 50%. En semen de Silurus glanis, la
velocidad total del espermatozoide postdescongelacién
present6 rangos entre 37 a 85 um-sg~! con altas velocida-
des (105 um-sg™") al utilizar 7,5 a 10% de MET (Linhart
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y col 2005); valores superiores a los observados para
Pseudoplatystoma metaense, donde la velocidad para todos
los tratamientos fue menor a 10 um-sg~'. De esta manera,
los reportes confirman la obtencién de resultados favorables
con la incorporaciéon de DMSO en la crioconservacién de
semen de peces teledsteos (Gwo 1999, Basavarajay Hedge
2004), ampliamente recomendado para Pangasius gigas
(Mongkonpunya y col 2000), Pangasius hypopthalmus
(Kwantong y Bart 2003) y Clarias gariepinus (Horvath
y Urbanyi 2000). Lo anterior se explica posiblemente por
la alta tasa y rapida penetracién del crioprotector en la
célula espermatica y por baja toxicidad de esta sustancia
a bajas temperaturas (Lueng 1991). Sin embargo, Blottner
(1989) reporté que las velocidades altas de congelacién
producen alteraciones fisioldgicas, posiblemente por un
evento similar a la precapacitacion espermatica observada
en semen de mamiferos.

Los criterios utilizados para la evaluacion de la calidad
seminal en peces han sido basados en exdmenes de movilidad,
concentracion espermatica y porcentaje de espermatozoides
vivos y muertos (Kavamoto y col 1985, Cruz-Casallas y col
2004), sin considerar los posibles defectos o alteraciones
morfoldgicas en las células espermaticas. Estos estudios han
alcanzado mayor importancia en la relacién con la infertilidad
de los machos y los eventos de inseminacién artificial en
mamiferos, especialmente en bovinos (Barth y Oko 1989),
siendo poco estudiados en peces. Martins (2008), en semen
crioconservado de Zungaro jahu, evidencio la presencia de
alteraciones morfoldgicas, principalmente microcefalia en
semen diluido con DMSO y YH, las cuales fueron también
halladas en el presente estudio, predominando para todos
los tratamientos la presencia de cabezas y flagelos aislados.
Recientemente, Muchilisin y Siti (2009) observaron también
anormalidades en semen congelado de Mystus nermurus,
utilizando DMSO y MET (78,6 + 7,7y 62,6 + 5,2%, respec-
tivamente) a nivel de la region de la cabeza y la presencia
de ruptura y ausencia de flagelo, lo cual fue igualmente
encontrado en el presente estudio.

Lahnsteiner y col (1992) reportaron que los cambios
en la morfologfa espermadtica pueden producirse antes de
la congelacién o inmediatamente después del contacto
con el diluyente, aumentando a medida que se prolonga
el tiempo de exposicion al crioprotector. En el presente
trabajo, la combinacién de MET-YH-C1 y DMA-LE-C1
condujo a la presencia de cabezas degeneradas. Segin
Martin (2008) este tipo de anormalidades morfoldgicas
se caracteriza por cabeza de tamafio normal, pero con
contornos irregulares y con disrupcién de la cromatina.
Lahnsteiner y col (1996) y Taddei y col (2001) asociaron
esta alteracion con una pérdida de funcionalidad de la mi-
tocondria y de la cromatina nuclear, dado inicialmente por
exposicion de espermatozoides a soluciones crioprotectoras,
acompafadas de inestabilidad en la osmorregulacion de
las cé€lulas espermadticas. De esta manera, la evaluacion de
la magnitud de los dafios morfoldgicos es muy importante
para evitar la posible pérdida de la capacidad fecundante
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o la variabilidad genética durante el almacenamiento del
esperma y entender las posibles alteraciones durante el
desarrollo del embrién (Cabrita y col 2005).

En el presente trabajo todos los tratamientos mos-
traron fertilidad, con mayores porcentajes para el semen
crioconservado con C2 y en especial para los tratamientos
DMSO-LE-C2 y DMA-YH-C2, sin mostrar diferencias
entre estos y el control. Estos resultados se asemejan a
los observados para Clarias gariepinus (Viveiros y col
2000), en el cual se reportaron altas tasas de fecundacion.
No obstante, en otras especies como Pangasius larnaudii
(Kwantong y Bart 2006) se observaron valores de fertili-
dad menores a 40% con MET al 10% (7,9 + 3,3%). Sin
embargo, para otras especies de bagre como Pelteobagrus
Sulvidraco (Pan y col 2008) se reportaron movilidades
postdescongelacion de 4,0 +2,5% con una fertilidad de
90,4 + 3,6% usando MET 10%. En el presente estudio,
la movilidad no fue relacionada con las tasas de fertilidad
(figuras 2y 6). Por ejemplo, muestras con 0% de movilidad
espermdtica (CASA) mostraron porcentajes de fertilidad
alrededor del 10%. Estos sucesos, probablemente se
pueden atribuir a que un porcentaje de espermatozoides
conserva intacta la estructura cromosdémico contenida en
el nucleo localizado en la cabeza y a las posibles interac-
ciones entre espermatozoide-ovocito, lo cual debido a la
existencia de un aparato micropilar en el ovocito de los
peces permite que espermatozoides sin movilidad o pre-
sencia de vibracién penetren al ooplasma, produciendo la
fecundacién del ovocito (Andrade y col 2001, Grassiotto y
c0l12001). Autores como Rana y col (1990) atribuyen este
fendmeno a algunos factores de los ovocitos que pueden
activar a aquellos espermatozoides inmdviles. De igual
forma, Iwamatsu (2000) y recientemente Babin y col
(2007) discutieron que sumado a factores ambientales,
la presencia de agentes liberados por los ovocitos como
pequeiias moléculas de polipéptidos sintetizados en el
foliculo de las células y acumuladas en el corion (factores
iniciadores de la movilidad) pueden producir hiperactividad
de la movilidad espermadtica en algunas especies de peces.
Lo anterior podria sustentar parcialmente la presencia de
fertilidad en ovocitos fecundados con espermatozoides
inméviles.

En conclusion, la combinacién de 10% DMSO, 5,5%
de glucosa mds 5% de LE o la mezcla de 12% MET,
5,5% de glucosa mds 5% de LE, usando curvas rdpidas de
congelacién (C2), pueden constituir un protocolo eficiente
para la crioconservacion seminal de Pseudoplatystoma
metaense.

RESUMEN

El objetivo fue determinar el efecto de diferentes diluyentes y
tasas de congelacién sobre la calidad seminal de bagre rayado. Fueron
utilizados machos (1,5 £ 0,2 kg y 56,6 + 2,9 cm) y hembras sexualmente
maduras (2,8 +0,7 kg y 71,3 £ 6,1 cm). La ovulacién y espermiacion
fueron inducidas con Extracto de Hipdfisis de Carpa. El semen fue
diluido (1:6, semen: diluyente) con una solucién a base de glucosa

(5,5%) y yema de huevo (YH, 12%) o leche entera en polvo (LE, 5%).
Como crioprotectores fueron utilizados dimetil sulféxido (DMSO,
10%), metanol (MET, 12%) o dimetil acetamida (DMA, 10%). El
semen diluido fue empacado en pajillas de 0,5 mL y congelado bajo
dos curvas de congelacién (C1 = 2,4 °C-min~! de 28 a —4° C, seguido
por 10,0 °C-min~' de -4 a—80 °C y C2 = 8,4 °C-min~' de 4 a—80 °C) y
posteriormente sumergidos en nitrégeno liquido (-196 °C). Las pajillas
fueron descongeladas en baio de agua a 35 °C por 60 s e inmediatamente
después evaluada la movilidad. La fertilidad fue evaluada a través de la
seminacion de 2 gramos de ovocitos con 400 6 100 pL de semen congelado
o fresco, respectivamente, y determinada a las 6:00 h postfecundacién.
Los resultados mostraron mayores porcentajes de fertilidad con semen
fresco, observandose ovocitos fecundados en todos los tratamientos, con
mayor porcentaje para el semen sometido ala C2 (mayor al 60%) y 10 6
12% de DMSO o MET, respectivamente y 5,5% de glucosa mas 5% de
LE. Estos resultados permiten establecer un protocolo de congelacién con
resultados aceptables para la reproduccion artificial de bagre rayado.
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