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ARTICULO ORIGINAL

Evaluacion de dimetilacetamida como crioprotector para la crioconservacion
de semen de bocachico Prochilodus magdalenae*

Evaluation of dimethylacetamide as cryoprotectant for cryopreservation
of sperm of bocachico Prochilodus magdalenae

VJ Atencio™, EJ Perez®, JA Espinosa?, SC Pardo®

2Centro de Investigacién Piscicola CINPIC, Departamento de Ciencias Acuicolas, Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia, Universidad de Cérdoba, Colombia.

®Grupo de Investigacién Biodiversidad y Genética Molecular BIOGEM, Departamento de Produccién Animal,
Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin, Medellin, Colombia.

SUMMARY

The aim of this study was to e valuate the performance of dimethylacetamide (DMA) as cryoprotectant at three concentrations: 8% (0.85 M), 10%
(1.07 M) and 12% (1.29 M), combined with glucose at 6% (0.33 M) and egg yolk at 12%, to cryopreserve semen of bocachico Prochilodus magdalenae.
The semen was diluted at 1:4 ratio in the cryoprotective solution, packed in 2.5 mL straws and frozen in liquid nitrogen vapor (LN,) for 30 minutes,
then it was stored in a container with LN, of 34 L. The concentration, total motility, progressive motility and sperm speed in both fresh (control) and
cryopreserved-thawed semen were evaluated using Sperm Class Analyzer (SCA). Straws were thawed in serological bath at 60°C for 45 seconds.
Fertility and hatching were evaluated inseminating 2 g of eggs (1,540 eggs/g) at a rate of 320,000 spz/egg. Fresh semen recorded the highest values
of total motility, total progressive, curvilinear speed and linear speed with regard to cryopreserved-thawed semen (P < 0.05); whereas cryopreserved-
thawed semen with DMA 8% and 10% recorded the higher values for these variables, without significant differences between them (P > 0.05). DMA
12% reported the lowest values of all the variables evaluating semen quality. Fresh semen obtained values of 74.0 = 5.3% and 62.3 + 3.1% for fertility
and hatching, respectively, while cryopreserved-thawed semen with DMA at 8% produced adequate fertility (60.4 + 8.4%) and hatching (50.1 + 9.8%)
values. The results of this study suggest that the cryoprotectant solution composed of DMA at 8%, glucose at 6% and egg yolk at 12% is a viable
alternative for the cryopreservation of semen of bocachico.

Key words: dimethylacetamide, cryopreservation, milt, Prochilodus magdalenae.

RESUMEN

Se evalu6 dimetilacetamida (DMA) como crioprotector, a tres concentraciones: 8% (0,85 M), 10% (1,07 M) y 12% (1,29 M) combinado con glucosa
6% (0.33 M) y yema de huevo 12% para crioconservar semen de bocachico Prochilodus magdalenae. El semen fue diluido en proporcién 1:4 en la
solucién crioprotectora, empacado en pajuelas de 2,5 mL y congelado en vapores de nitrégeno liquido (N,L) durante 30 minutos y luego almacenados en
un termo de N,L de 34 L. La concentracién, movilidad total, progresividad y velocidad tanto en semen fresco (control) como en semen crioconservado-
descongelado se evalué con ayuda de Sperm Class Analyzer (SCA). Las pajuelas fueron descongeladas en bafio serolégico a 60°C durante 45 segundos.
La fertilidad y eclosion fueron evaluadas inseminando dos gramos de huevos (1540 huevos/g) a razén de 320.000 spz/ovocito. El semen fresco registrd
mayores valores de movilidad total, progresividad total, velocidad curvilinea y velocidad lineal con respecto al semen crioconservado-descongelado
(P < 0,05); mientras que el semen crioconservado-descongelado con DMA 8% y 10% registraron los mayores valores en estas mismas variables, sin
observarse diferencia significativa entre ellos (P > 0,05). DMA 12% report6 los menores valores de todas las variables que evaluaron la calidad seminal.
Con semen fresco se obtuvo fertilidad de 74,0 = 5,3% y eclosion de 62,3 + 3,1%; mientras que con semen crioconservado-descongelado con DMA 8%
se obtuvo adecuada fertilidad (60,4 + 8,4%) y eclosion (50,1 = 9,8%). Los resultados del estudio sugieren que la solucién crioprotectora compuesta por
DMA 8%, glucosa 6% y yema de huevo 12% es una alternativa viable para la crioconservacion de semen de bocachico.

Palabras clave: dimetilacetamida, crioconservacion, semen, Prochilodus magdalenae.

INTRODUCCION

A pesar de que el bocachico Prochilodus magdalenae
es la principal especie de pesqueria continental colombia-
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na, ésta ha sido declarada en peligro de extincién (Mojica
y col 2002); debido a que sus volimenes de capturas en
los ultimos cuarenta afios, en la cuenca del rio Magda-
lena, han disminuido drasticamente pasando de 60.721
toneladas promedio/aiio en la década del 70 a 6.075 to-
neladas promedio/afio en la década pasada (2000-2009)
(CCI 2010). También es una especie con importancia en
la piscicultura rural colombiana, alcanzando valores de
2.545 toneladas en 2005 (CCI 2009); que la ubican como
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la cuarta especie ictica mds cultivada en Colombia des-
pués de tilapia (Oreochromis sp, Oreochromis niloticus),
cachama (Piaractus brachypomus, Colossoma macropo-
mum) y trucha (Onchorynchus mykiss) y la segunda na-
tiva después de la cachama. La demanda de alevines de
bocachico se ha incrementado en virtud de la expansion
de su cultivo y la ejecucion de programas de repobla-
miento en las principales cuencas hidrograficas del pais
(Caraballo y col 2003, Atencio y col 2010), por lo que
el desarrollo piscicola requiere de la adopcién de tecno-
logias como la crioconservaciéon de semen para apoyar
la optimizacién de los sistemas de produccién actuales.
Los beneficios de la crioconservacion de semen son am-
pliamente conocidos e incluyen desde facilitar el mejo-
ramiento genético de las especies de interés comercial
hasta permitir la conservacion de especies amenazadas o
en peligro de extincién (Wildt y Wemmer 1999, Watson y
Holt 2001, Medina-Robles y col 2005). La crioconserva-
cién de semen de peces en nitrogeno liquido ha sido re-
portado en mas de 83 especies de peces, particularmente
salménidos, ciprinidos y bagres con importancia comer-
cial, permitiendo un mayor control en la reproduccién
(Tiersch 2011). La coleccion del semen, composicion
del diluyente, concentracién del crioprotector, curvas de
congelacién y descongelacion, entre otras, son variables
importantes en el éxito de los protocolos de crioconserva-
cion de semen (Tiersch 2011, Irawan y col 2010).

En Colombia, los estudios de crioconservacion de
semen de peces nativos son recientes y se han orientado
principalmente a la estandarizacién de protocolos de con-
gelacion, evaluacién de crioprotectores y diluyentes para
disminuir los efectos toxicos y el criodafio sobre la célula
espermdtica (Medina-Robles y col 2005, Martinez 2010,
Martinez y col 2011). Se destacan los avances en el desa-
rrollo de protocolos de crioconservacion de yamu Brycon
amazonicus (Cruz-Casallas y col 2006, Velasco-Santama-
ria y col 2006), cachama blanca Piaractus brachypomus
(Navarro y col 2004, Ramirez-Merlano y col 2005) y bagre
rayado Pseudoplatystoma metaense (Ramirez-Merlano y
col 2011) con resultados satisfactorios en la reproduccion
artificial de estas especies con semen crioconservado.

Los diluyentes y crioprotectores tienen como funcién
incrementar el volumen del eyaculado, proteger al esper-
matozoide de la accion téxica de los productos del meta-
bolismo celular y de los cambios bruscos de temperatura
(Medina-Robles y col 2005). Los crioprotectores deben
presentar baja toxicidad para la célula y alta solubilidad
en el agua y, dependiendo de su capacidad de permear la
membrana celular, se les clasifica en intracelulares (per-
meables) o extracelulares (no permeables) (Denniston y
col 2011). Dimetilsulf6xido (DMSO) es uno de los crio-
protectores intracelulares de bajo peso molecular, muy
comtn en la crioconservaciéon de semen de teledsteos
y en particular de Characiformes del neotrépico, repor-
tandose su utilizacién en Prochilodus scrofa, Salminus
brasiliensis (Coser y col 1984, Viveiros y col 2009?),
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Leporinus elongatus (Carolsfeld y col 2003), Piaractus
mesopotamicus (Fogli da Silveira y col 1990, Carolsfeld
y col 2003), cachama blanca (Navarro y col 2004, Nas-
cimento y col 2010), yamu (Cruz-Casallas y col 2006),
piracanjuba Brycon orbignyanus (Carolsfeld y col 2003),
Prochilodus lineatus (Viveiros y col 2009°), bocachico
(Martinez 2010, Arroyo y Vergara 2010); sin embargo,
dimetilacetamida (DMA), otro crioprotector de bajo peso
molecular y de accién intracelular, ha sido poco evaluado
en Characiformes, pero con buenos resultados en la crio-
conservacion de semen de Siluriformes como en Clarias
gariepinus (Urbanyi y col 1999), Silurus glanis (Ogier
Maria de Baulny y col 1999) y en Pseudoplatystoma me-
taense (Ramirez-Merlano y col 2011), también ha mos-
trado buenos resultados en trucha arco iris Oncorhynchus
mykiss (McNiven y col 1993, Babiak y col 2001) y carpa
comtn Cyprinus carpio (Warnecke y Pluta 2003).

La yema de huevo es un crioprotector no permea-
ble (extracelular) que tiene una accién termoprotectora,
ejercida por la fraccidn lipidica compuesta por lecitina y
cefalina y una accion conservadora dada por la fraccién
lipoproteica de la yema de huevo (Maria y col 2006); lo
cual la ha convertido en uno de los crioprotectores no
permeables mds utilizados en semen de mamiferos y pe-
ces de agua dulce por su capacidad de prevenir dafios a
la membrana. Babiak y col (2001) encontraron un efecto
benéfico en la combinacién de DMA como crioprotec-
tor intracelular y yema huevo como crioprotector extra-
celular, cuando crioconservaron semen de trucha arco
iris. Marfa y col (2006) observaron que en piracanjuba
la movilidad del semen post-descongelacion estuvo fuer-
temente correlacionada con el uso de la yema de huevo
en la solucién crioprotectora. Los diluyentes utilizados
en peces han sido formulados simulando la composicién
y osmolaridad del plasma seminal de cada especie para
mantener inactivos los espermatozoides cuando es di-
luido antes de la congelacion debido a la estabilizacién
de las propiedades fisicoquimicas (Ohta y Izawa 1996,
Medina-Robles y col 2005). En bocachico, Martinez y
col (2011) encontraron que la osmolaridad seminal de
bocachico oscila entre 250 y 300 mOsm/Kg y sugirieron
que la glucosa a concentracién de 6% (360 mOsm/Kg) es
un diluyente no activador de la movilidad espermatica.

El objetivo del presente estudio fue evaluar DMA como
crioprotector en la crioconservacién de semen de bocachico
Prochilodus magdalenae con el fin de favorecer la dispo-
nibilidad de semen durante todo el afio y contribuir con los
programas productivos y de conservacion de esta especie.

MATERIAL Y METODOS

MANEJO DE REPRODUCTORES Y RECOLECCION DE
SEMEN

El estudio se realiz6 en las instalaciones del Centro
de Investigacién Piscicola de la Universidad de Cérdo-
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ba (CINPIC). Se utilizaron machos (n = 12) y hembras
(n = 4) adultos de bocachico, de dos a tres afios de edad,
mantenidos bajo condiciones de cautiverio en estanques
en tierra, a densidad de 0,5 Kg/m?, con recambio de agua
de 15% semanal. Los machos, con peso promedio de
0,169 = 0,024 Kg y longitud total promedio de 25,2 +
1,8 cm, se seleccionaron en época de espermiacion, es
decir cuando mediante leve presion sobre la cavidad celd-
mica en sentido craneo-caudal liberaron liquido seminal;
mientras que las hembras, con peso promedio de 0,226 +
0,063 Kg y longitud total promedio de 29,5 + 0,8 cm, se
seleccionaron durante la época de maduracién final del
ovocito, lo cual fue verificado observando la posicién
de la vesicula germinal en una biopsia ovarica (Atencio
2001). Todos los ejemplares fueron trasladados a tanques
rectangulares de fibra de vidrio de 2,4 m? de capacidad,
con flujo continuo de agua (6 L/min) donde permanecie-
ron durante 48 h, con el propdsito de adaptarlos a las con-
diciones experimentales, reducir el estrés generado por
la manipulacién y cambio de ambiente. Posteriormente
se administré extracto pituitario de carpa (CPE, Argent
Chem Lab, Redmond, WA, EUA) para inducir la ovula-
cién en las hembras e incrementar el volumen seminal
en los machos. A las hembras se les administré 5 mg de
CPE/Kg de peso, en dos inyecciones, una inicial equiva-
lente al 20% y doce horas después el 80% restante; mien-
tras que los machos fueron tratados con 4 mg de CPE/Kg
en dosis unica (Atencio 2001).

Antes de la recoleccién del semen, la papila uroge-
nital se secé con papel absorbente. El semen se colectd
después de siete horas de aplicada la sustancia inductora
(CPE), mediante masaje abdominal en sentido craneo-
caudal colectiandolo directamente en tubos Eppendorf
graduados de 2 mL, estériles y secos. Se registro el color
para evidenciar la posible presencia de sustancias conta-
minantes, considerandose blanco el color de una mues-
tra no contaminada. Muestras contaminadas con heces u
orina fueron descartadas. Una hora después de colectar
el semen de los machos, fueron colectados los desoves
de las hembras por masajes abdominales y recibidos en
recipientes plasticos.

EVALUACION DE LA CALIDAD SEMINAL

Para evaluar la movilidad se utilizé una muestra de
0,25 pl de semen y 75 pl de agua bidestilada (dilucion
1:300) en una camara de conteo Makler (10 ml, Sefi Me-
dical Instruments Ltd, Israel), dispuesta en un micros-
copio 6ptico de contraste de fase (Nikon, E50i, Japén)
y el programa asistido por computadora para analisis
de semen Sperm Class Analyzer SCA (Microptic SL,
SCA VET 01, Espana). Solamente usadas muestras de
semen con movilidad mayor de 80% fueron usados en
este estudio. El tiempo de activacion se determiné desde
el momento en el cual se adiciond la solucién activado-
ra (agua bidestilada) a la muestra de semen, hasta que

aproximadamente el 90% de los espermatozoides dej6 de
moverse. La velocidad espermatica se analiz6 con ayuda
del programa SCA, obteniéndose el porcentaje de esper-
matozoides que mostraron velocidad rdpida (tipo a), ca-
racterizados por velocidades mayores a 100 pm/s, media
(tipo b) entre 46 y 100 pm/s y lentos (tipo c) entre 10y 45
um/s, asi como el porcentaje de espermatozoides inmovi-
les (tipo d). Adicionalmente, se estimo la velocidad curvi-
linea (VCL) y lineal (VSL). Para medir la concentracién
espermatica se utiliz6 1 pl de semen mezclado con 699 pl
de una solucion de glucosa al 6% en un tubo Eppendorf
de 2 mL (dilucién 1:700) (Martinez 2010), la mezcla se
homogeniz6 durante cinco segundos en un vortex a 1200
rpm (Velp Scientific, Zxclasic, China). Luego se tom6
una muestra de 10 ul y se coloc6 en la cdmara Makler
para la determinacién de la concentracién con ayuda de
SCA, este procedimiento se repitid tres veces, y se cal-
culé la concentracién promedio de la muestra de semen.

DISENO EXPERIMENTAL

Se evalu6 DMA (N,N-Dimethylacetamide, JT Baker
J 372-07, Alemania) como crioprotector a tres concentra-
ciones: 8% (0,85 M), 10% (1,07 M) y 12% (1,27 M) para
la crioconservacion de semen de bocachico. La solucion
crioprotectora se preparé con 6% de glucosa (peso/vo-
lumen, p/v, 0,33 M), 12% yema de huevo (v/v) y DMA
a las diferentes concentraciones (v/v). Se preparé una
mezcla (pool) de semen mezclado en partes iguales de
semen colectado de cuatro machos. El pool fue diluido en
proporcién 1:4 (semen: solucién crioprotectora), a tem-
peratura de 28 + 1°C y empacado en pajuelas de 5 mL
(Minitube 13441/0280, Alemania) previamente selladas
con polivinilo y esferas de acero inoxidable y congeladas
en termo seco de vapores de nitrégeno liquido de 4 L
(MVE, SC 4/2, Alemania) durante 30 minutos. La tasa de
refrigeracion-congelacion fue de 27,3°C/min desde 28 a
-20°C, de 29,9°C/min desde -20 a -100°C y 5,5°C/min
desde -100 a -196°C. Luego las pajuelas fueron traslada-
das a un termo de almacenamiento de 30 L (MVE, XC
34/18, Alemania) hasta el momento de su evaluacién. Las
pajuelas fueron descongeladas por inmersion directa en
bafio de agua (Memmert, WNB 7-45, Alemania) a 60°C,
durante 45 s. Inmediatamente uno de los extremos de las
pajuelas fue cortado con tijera y una muestra de semen
descongelado fue evaluada (movilidad, progresividad y
velocidad espermatica).

PRUEBAS DE FERTILIDAD Y ECLOSION

La fertilidad y eclosion se evaluaron con dos gramos
de ovocitos, inseminados en una proporcién de 320.000
spz/ovocito (Arroyo y Vergara 2010), para lo cual, pre-
viamente se calculd el niimero promedio de ovocitos por
gramo (aprox. 1540 ovocito/g) y los volimenes semina-
les requeridos para la cantidad de ovocitos se adicionaron
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con micropipetas (Transferpette®, CE704174, Alema-
nia). La activacién del semen en los dos gramos de ovo-
citos se realizé con 5 mL de agua destilada. El porcentaje
de fertilidad se evalu6 a las cinco horas post-fertilizacién
(HPF) con una muestra de por lo menos 50 embriones to-
mados al azar con una pipeta de vidrio de 0,5 cm de dia-
metro y observados con un estereoscopio optico (20X).
Se consideraron huevos fertilizados aquellos de aparien-
cia translicida y con clara evidencia de divisién celular
homogénea, mientras que los no fertilizados a los opacos
y blanquecinos. Finalmente el porcentaje de eclosion se
evalu6 a las 10 HPF, de la misma manera que fue evalua-
da la fertilidad.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 un disefio completamente al azar. Todas las
variables analizadas se transformaron mediante la fun-
cién arcoseno y luego se sometieron a pruebas de norma-
lidad (Test de Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad
de varianzas (Test de Levene's). Se realiz6 analisis de
varianza (ANDEVA) y cuando se presentaron diferencias
estadisticas se aplic6 la prueba de comparacién multiple
de Tukey. En todos los casos se utiliz un nivel de sig-
nificancia de 5%. Todos los andlisis estadisticos fueron
realizados en SAS versién 9.0 para Windows (SAS Ins-
titute Inc, EUA).

RESULTADOS

El semen fresco (control) de bocachico presentd
color blanco, con volumen seminal promedio de 1,3 +
0,4 mL, con concentracién espermatica de 18524,0 x 10°
+ 34524 x 10 spz/mL y movilidad superior a 90%. El

semen fresco mostré los mayores valores de movilidad
total, movimiento progresivo total, velocidad curvilinea
y velocidad lineal, observandose diferencia significativa
con los valores registrados con semen crioconservado-
descongelado a las diferentes concentraciones de DMA
(P < 0,05) (cuadro 1). El semen crioconservado-descon-
gelado con DMA 8% y DMA 10% registraron los ma-
yores valores de movilidad total, movilidad progresiva
total, velocidad curvilinea y velocidad lineal, sin obser-
varse diferencia significativa entre estos dos tratamientos
(P<0,05); mientras DMA 12% report6 los menores valores
(P < 0,05) para estas mismas variables (cuadro 1).

El semen fresco presenté el mayor porcentaje de es-
permatozoides de velocidad tanto rdpida como media y
los menores valores de espermatozoides con movilidad
lenta e inmoviles, observandose diferencia significativa
con los valores presentados por los espermatozoides crio-
conservados-descongelados con DMA (P < 0,05) (cuadro
1). El semen crioconservado-descongelado presenté el
mayor nimero de espermatozoides con movilidad rapi-
da cuando se utilizé6 DMA 10%, siendo estadisticamen-
te diferente de los valores obtenidos con DMA 8y 12%
(P < 0,05), mientras que la mayor cantidad de esperma-
tozoides con velocidad media se registraron con DMA 8
y10% sin registrarse diferencias significativas (P > 0,05)
entre estos valores. El porcentaje de espermatozoides
lentos no registr6 diferencias estadisticas entre los tra-
tamientos evaluados con semen crioconservado-descon-
gelado con DMA (P > 0,05) mientras que los mayores
valores de espermatozoides inmdviles fueron registrados
con DMA 12% (P < 0,05) (cuadro 1).

Los mayores valores de movilidad progresiva tipo a 'y
b se registraron con semen fresco, asi como los menores
valores de movilidad progresiva tipo ¢ y d (cuadro 1),

Cuadro 1. Caracteristicas de semen fresco (control) y crioconservado-descongelado de bocachico Prochilodus magdalenae.
Characteristics of fresh (control) and cryopreserved-thawed semen of bocachico Prochilodus magdalenae.

Caracteristicas Semen fresco DMA 8% DMA 10% DMA 12%
Movilidad total (%) 98,8 + 1,1* 31,0 £ 8,6° 30,9 + 1,0° 18,7+ 0,7°
Movilidad répida (%) 85,5 + 1,0 6,9 + 0,8 8,6+ 1,0° 0,7 +£0,4¢
Movilidad media (%) 7,3+ 1,0 54+14° 3,8+0,2° 0,8 +0,2°¢
Movilidad lenta (%) 6,3 +0,3" 18,8 = 8,5° 20,9 +4,3* 17,5 +0,7*
Inméviles (%) 1,1 £04° 69,1 +8,6° 66,8 + 3,2° 81,1 £0,8°
Velocidad curvilinea (um/seg) 186,6 = 15,4* 63,2+ 11,6° 54,7 +0,9° 21,8 £4,0°
Velocidad lineal (um/seg) 87,4 + 14,7* 36,4 +5,0° 26,5+ 1,32 6,0 £0,5¢
Progresividad total (%) 79,1 +12,3* 11,0 £ 2,6 10,7 = 0,8" 1,4+£02¢
Progresividad tipo a (%) 264 +1.2* 2,9+1,0° 2,0+0,1° 0,0 £0,1°
Progresividad tipo b (%) 61,5 +10,4° 8,1 +2,8° 8,7+0,8" 1,1 £0,4°
Progresividad tipo ¢ (%) 10,9 + 1,6¢ 19,1 +1,0° 22,5+ 3,0 17,8 +1,1°
Progresividad tipo d (%) 1,2+0,4° 69,1 +74% 66,8 = 12,1* 81,1 £6,6°

Letras diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica (P < 0,05).
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observandose diferencia significativa (P < 0,05) con los
tratamientos evaluados con las diferentes concentracio-
nes de DMA. Con semen crioconservado-descongelado
los mayores valores de movilidad progresiva tipo a se
obtuvieron con DMA 8 y 10% (cuadrol), sin registrar-
se diferencia estadistica (P > 0,05) entre estos valores,
mientras que los valores de movilidad progresiva tipo b
no registraron diferencia significativa (P > 0,05) entre el
semen descongelado. El mayor porcentaje de movilidad
progresiva tipo ¢ se obtuvo con DMA 10% (P < 0,05)
y la movilidad progresiva tipo d (cuadro 1) no registré
diferencia significativa (P > 0,05) entre los tratamientos
con semen descongelado.

El semen fresco registré la mayor tasa de fertilidad de
los tratamientos evaluados (74,0 + 5,3%); y en los trata-
mientos evaluados con semen crioconservado-desconge-
lado el mayor porcentaje de fertilidad se observé cuando
se utilizé6 DMA 8% (60,4 + 8,4%) y la menor con DMA
12% (22,4 + 7,1%) (figura 1), observandose diferencia
significativa entre estos tratamientos (P < 0,05). También
el semen fresco registré la mayor tasa de eclosién (62,3 +
3,1%), mientras que con semen crioconservado-descon-
gelado la mayor tasa de eclosién se obtuvo con DMA
8% (50,1 £9,8%) y la menor cuando se utilizé6 de DMA
12% (11,2 + 6,7%), observandose diferencia significativa
entre estos valores (P < 0,05) (figura 1).

90,0

80,0 -

(%)

DISCUSION

Las variables mds utilizadas para medir la calidad
espermatica son movilidad, velocidad y progresividad
(Moore y Akhondi 1996). La movilidad total del semen
fresco fue tres veces superior a la mayor movilidad obser-
vada en el semen crioconservado-descongelado (DMA
8%); sin embargo, Arroyo y Vergara (2010) observaron
altos porcentajes de movilidad total (76,8 +£5,9%) con
semen de bocachico crioconservado con DMSO 10%,
aproximadamente dos veces la obtenida en el presente
estudio con DMA 8 y 10%. Martinez y Pardo (2010, en
una reciente revision sobre los efectos de la crioconser-
vacion sobre la calidad y el desempefio espermatico, en-
contraron que hasta el momento esto se debe a dafos en
el genoma y en el proteoma. Los dafios en el genoma im-
piden la replicacion y la transcripcion de genes mitocon-
driales o nucleares lo que a su vez impide la sintesis de
proteinas claves en la produccién energética afectando la
movilidad; los dafios en el proteoma se traducen en la in-
terrupcion de la cascada de fosforilacién y activacién en-
zimadtica, lo que afecta la movilidad del espermatozoide,
asi como su capacidad fertilizante. Ogier de Baulny y col
(1999) senalaron que la crioconservacién de semen oca-
siona dafios a estructuras celulares como membrana, ni-
cleo, mitocondria y flagelo, los cuales afectan la calidad

Semen Fresco

m Fertilidad

a

70,0 - a b
T

60,0 - b
50,0 - l
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 -
0,0 .

DMA 8%
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!

DMA 10% DMA 12%

= Eclosion

Figura 1. Tasas de fertilidad y de eclosién de bocachico Prochilodus magdalenae inseminado con semen fresco y crionservado-descongelado
con DMA a diferentes concentraciones. Entre tratamientos, valores con letras distintas son significativamente diferentes (P < 0,05).

Fertility and hatching rates of bocachico Prochilodus magdalenae fertilized with fresh and cryopreserved-thawed semen with DMA at
different concentrations. Between bars, values with different letters are significantly different (P < 0.05).
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del espermatozoide. Segtin Kurland y Andersson (2000)
la pérdida de movilidad en el semen post-descongelado
puede estar asociada con dafios en la mitocondria, direc-
tamente sobre su ADN o su membrana, o de manera in-
directa por la fragmentacién del ADN nuclear necesario
para la obtencién de proteinas no codificadoras del ge-
noma por parte de la mitocondria. Ogier de Baulny y col
(1999) reportaron alta movilidad total, cercana a 60%,
cuando utilizaron DMA 10y 15% en la crioconservacion
de semen de Silurus glanis, por encima de la obtenida
con DMSO y metanol. Richardson y col (2000) reporta-
ron movilidad total 31,7% con semen post-descongelado
de Salvelinus alpinus crioconservado con DMA 10%, si-
milar a la obtenida en el presente estudio con DMA 8 y
10%. Sin embargo Gwo y col (1999) reportaron una baja
movilidad total de semen post-descongelado crioconser-
vado con DMA para Onchorynchus masou formasanus.

Segtin Martinez y col (2012) la calidad seminal no
s6lo deberia evaluarse estimando la movilidad o fertili-
dad sino que también deberian utilizarse variables que
expliquen el grado genotoxicidad y citotoxicidad de los
crioprotectores, tales como fragmentaciéon DNA y dafios
en la membrana, los cuales podrian revelar con mayor
precision la esencia y el origen de los problemas que no
son observados mediante las variables macroscopicas.

Segun Martinez (2010) dafios a la membrana provo-
cados por la crioconservacion podrian tener efectos sobre
la movilidad y fecundidad, entre otros; haciendo inviable
al espermatozoide; sin embargo este mismo autor sefiala
que el proceso de difusién lateral de moléculas (lipidos
y proteinas), podria permitir la estabilizacidon transitoria
de la membrana plasmadtica durante el proceso de crio-
conservacion; en el cual la distribucién homogénea de
particulas y la relacién de fosfolipidos y proteinas ha-
cen posible la reversion exitosa de la célula espermatica
para conservar su capacidad fecundante; fenémeno que
podria explicar la fecundacién con bajos porcentajes de
movilidad.

Martinez y col (2012) evaluaron diferentes protocolos
de crioconservacion de semen de bocachico con DMSO
(5, 10 y 15%), glucosa (5, 5,5y 6%) y yema de huevo
12%; encontraron que la crioconservacion produce dafios
significativos en la fragmentacién de DNA y dafios en
membrana cuya magnitud depende de la concentracién
del diluyente (glucosa) y del crioprotector (DMSO) y sus
interacciones; ademds sugirieron que los dafios son me-
nores cuando se usa DMSO a 10% en combinacién con
glucosa (5,5 0 6%).

En este estudio, en semen fresco, los espermatozoi-
des de movilidad rapida mas los de media sumaron mas
del 90% y los inmdviles no superaron 2%, mientras que
en semen descongelado la suma de rapidos y medios no
alcanzaron 13%, predominando, en los tratamientos de
DMA, los inméviles (69,1 — 81,8%). A pesar de los bajos
porcentajes de espermatozoides rapidos, medios y lentos,
se obtuvo buena fertilidad con DMA 8 y 10%. Arroyo
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y Vergara (2010) obtuvieron 37,8% de espermatozoides
rapidos mas medios con semen de bocachico crioconser-
vado con DMSO 10%, obteniendo fertilidad cercana a
70%, similar a la obtenida en el presente estudio.

Los mayores valores de velocidad lineal (VSL) y
curvilinea (VCL) se obtuvieron con semen fresco, mien-
tras que con crioconservado-descongelado los mayores
valores de VSL y VCL se obtuvieron con DMA 8% y
10%, pero con reduccién de la velocidad a la mitad o
tercera parte de la observada en el semen fresco. Estas
velocidades estdn ligeramente por encima de las repor-
tadas por Arroyo y Vergara (2010) con semen de boca-
chico crioconservado con DMSO 10% (VCL = 49,9 +
7,7 um/seg y VSL = 33,6 + 7,8 um/seg). Segtin Li y col
(2008) las pérdidas de velocidad VCL y VSL ocurridas
luego de los procesos de congelacién y descongelacion
son causadas por dafios en la integridad del ADN, hecho
que es posible cuando la osmolaridad y la concentracién
de los crioprotectores no son apropiadas. Los registros de
velocidades espermaticas post-descongelacion de semen
de Characiformes crioconservado con DMA son esca-
sos; pero resultados en otros grupos de peces, como los
obtenidos por Rurangwa y col (2001) quienes utilizaron
DMSO 10% y reportaron VCL (58 pm/seg) y VSL (38
um/s) similares a los obtenidos en el presente estudio con
DMA 8 y 10%; mientras que Lahnsteiner y col (1996)
reportaron valores mayores de VCL (87,7 um/s) y VSL
(86,2 um/s) para Oncorhynchus mykiss con DMSO 10%.

El movimiento progresivo total se redujo aproxi-
madamente a la séptima parte en semen descongelado
crioconservado con DMA 8 y 10% cuando es compa-
rada con la obtenida en semen fresco. Arroyo y Vergara
(2010) reportaron progresividades total de 29,0 + 4.5%
con DMSO 10%, asi como las progresividad tipos a (6,0
+ 1,8%) y b (23,1 £ 2,8%), las cuales resultaron entre
dos y tres veces las obtenidas en el presente estudio.

La inseminacién con semen fresco registrd las mayo-
res tasas de fertilidad (70,0 + 5,3%) y eclosién (62,3 +
3,1%); mientras que con semen crioconservado a las dife-
rentes concentraciones de DMA evaluadas (8, 10y 12%)
fueron decreciendo a medida que aumenté la concen-
tracién del crioprotector. La mayor fertilidad con semen
crioconservado-descongelado se obtuvo cuando se utili-
76 la menor concentracion de DMA 8% (60,4 + 8,4%),
mientras que la menor se obtuvo con DMA 12% (22,4 +
7,1%). A pesar de las bajas movilidades obtenidas con
DMA 8% (menores de 40%) los porcentajes de fertilidad
pueden ser considerados buenos (60,4%). Esta tendencia
de bajas movilidades y altas fertilidades también fueron
reportadas por Ramirez-Merlano y col (2011) quienes
registraron movilidades inferiores a 40% en Pseudopla-
tystoma metaense con fertilidades superiores a 60%. Na-
varro y col (2004) con semen de Piaractus brachypomus
utilizaron etilenglicol 5% y registraron movilidades de
37% con fertilidad de 38% y con propilenglicol 5% re-
gistraron las mayores movilidades (64%) con fertilidades
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casi nulas (2%). Martinez (2010) afirmé que la fertilidad
exige del espermatozoide mds que una buena movilidad o
una variable en particular, el bienestar integral del esper-
matozoide o por lo menos en la mayor parte de sus varia-
bles. El mismo comportamiento se observo con la tasa de
eclosion. Estos resultados sugieren que concentraciones
de 10 y 12% de DMA pueden ser mds toxicas para el
espermatozoide de bocachico; causiandole una disminu-
cion de su calidad y por ende afectando su capacidad fer-
tilizante. Cruz-Casallas y col (2006) evaluando DMSO
como crioprotector, para la crioconservacion de esper-
matozoides de Brycon amazonicus, observaron el mismo
comportamiento, y seflalaron que mayores concentracio-
nes de los crioprotectores resultan mas toxicos para las
células espermaticas. Por tal razén, Chao (1991) sugirid,
considerando los efectos téxicos de los crioprotectores
y diluyentes sobre los espermatozoides, la necesidad de
determinar para cada especie tanto el crioprotector como
el diluyente mds adecuado, asi como la concentracién
que se deben utilizar. Los resultados de fertilidad y eclo-
sion de semen de bocachico crioconservado con DMA
8%, permiten sugerir que este crioprotector es una alter-
nativa para la crioconservacion de semen de esta especie;
ya que cuando se le compara con los resultados obtenidos
por Arroyo y Vergara (2010) utilizando DMSO 10% en la
crioconservacion de semen de bocachico, usando dosis
inseminante de 320.000 spz/ovocito, obtuvieron fertili-
dad (70,0 £ 0,4%) y eclosion (48,6 + 4,2%) similares a
la obtenida con DMA 8%. DMA, a pesar de ser un crio-
protector poco evaluado, ha dado buenos resultados de
fertilidad y eclosion, similares a las obtenida con semen
fresco, en carpa comun cuando se utilizé en combinacién
con sucrosa (Warnecke y Pluta 2003); en Clarias gariepi-
nus, Horvéath y Urbanyi (2000) registraron altas tasas de
fertilidad (83,9%) y eclosién (61,0%) utilizando DMA
10%; Gwo y col (1999) también observaron alta tasas
de fertilidad en Onchorynchus masou ishikawae (83,4 +
3,8%) y Onchorynchus masou formosanus (72,1 +5,7%)
empleando DMA 10% y fructosa 6%. En otras especies
de peces el uso de DMA en la crioconservacion de semen
no ha mostrado los mejores resultados, como en el caso
de Salvelinus alpinus, en concentraciéon de 10%, crio-
conservado en pajuelas de 2,5 mL, se reportd fertilidad
de 25,0 + 9,8% (Richardson y col 2000), similar a la ob-
tenida en el presente estudio con DMA 12%.

Los resultados del presente estudio permiten sugerir
que la solucién crioprotectora compuesta por DMA 8%,
glucosa 6% y yema de huevo 12% es una alternativa via-
ble para la crioconservacion de semen de bocachico.
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