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Evaluacion de Dos Crioprotectores y Tres Curvas de Congelacion
Programable en la Criopreservacion de Semen de Brycon henni
(Pisces: Characidae)

EvALUATION OF TwWo CRYPROTECTANS AND THREE CURVES OF PROGRAMABLE FREEZING IN
SEMEN CRYOPRESERVATION OF Brycon henni (P1sCES: CHARACIDAE)

Giovanni Restrepo-Betancur'?, Juan David Montoya Paez?, Lucy Arboleda Chacon’

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la criopreservacion de semen de Brycon
henni, mediante tres curvas de congelacion programable y con el empleo de dos
crioprotectores permeables. El semen de 80 machos se diluy6 en un medio suplementado
con etilenglicol (EG) o dimetilsulfoxido (DMSO) y se crioconservo en pajillas de semen,
utilizando tres curvas de congelacion programable: lenta (66 min, -0.42 °C/min), media
(43.3 min, -0.6 °C/min) y ultra-rapida (7.7 min, -5.19 °C/min). Después de un mes de alma-
cenamiento, el semen fue descongelado y se evaluo la movilidad, mediante el sistema de
analisis de clase (SCA®) y la vitalidad espermatica (VE) mediante microscopia de fluores-
cencia con las sondas SYBR14/IP. Para el andlisis estadistico se ajustaron modelos linea-
les generalizados (GLM) y las medias se compararon por la prueba de Tukey. Las curvas
de velocidad media y ultra-rapida presentaron valores superiores y equivalentes para la
movilidad total, la movilidad progresiva y la velocidad lineal de los espermatozoides
(p<0.05). La vitalidad espermatica fue superior empleando la curva de velocidad media
(52.4 £8.6%) enrelacion a las curvas ultra-rapida (43.0+ 19.4%) y lenta (29.0 + 11.8%)
(p<0.05). El EG presentd una mejor vitalidad espermatica (p<0.05). Se concluye que la
congelacion de semen de sabaleta (B. henni) usando una curva de congelacidén
programable de velocidad media y etilenglicol como crioprotector permite resultados
superiores de calidad seminal posdescongelacion.

Palabras clave: criopreservacion; congelacion programable; peces; espermatozoide;
sabaleta
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The aim of this study was to evaluate the cryopreservation of Brycon henni semen
using three programmable freezing curves and two permeable cryoprotectants. Semen of
80 males were diluted in medium supplemented with ethylene glycol (EG) or
dimethylsulfoxide (DMSO), and cryopreserved in semen straws using three programmable
freezing curves: slow (66 min, -0.42 °C/min), medium (43.3 min, -0.6 °C/min) and ultra-rapid
(7.7 min, -5.19 °C/min). After one month of storage, semen was thawed and motility was
evaluated through a class analysis system (SCA®) and sperm vitality (EV) by fluorescence
microscopy with SYBR14/IP probes. For statistical analysis, generalized linear models
(GLM) were adjusted and means compared by the Tukey test. The medium and ultra-
rapid velocity curves showed higher and equivalent values for total motility, progressive
motility, and linear velocity of sperm (p<0.05). Sperm vitality was better in the medium
velocity curve (52.4 = 8.6%) in comparison with the ultra-rapid (43.0 + 19.4%) and slow
(29.0£ 11.8%) curves (p<0.05). EG showed greater sperm vitality (p<0.05). It is concluded
that freezing of sabaleta semen (B. henni) by a medium velocity programmable freezing
curve and ethylene glycol as cryoprotectant allows better results of post-thaw semen
quality.

Key words: cryopreservation; programmable freezing; fish; spermatozoa; sabaleta

INTRODUCCION

La criopreservacion ha facilitado la re-
produccion artificial en peces, debido a que
mantiene la viabilidad del esperma almace-
nado en nitrogeno liquido por largo tiempo
(Viveiros y Godinho, 2009). Esta técnica per-
mite la mejora de la eficiencia del uso de
parentales y la disminucién de la presion so-
bre las poblaciones silvestres (Medina et al.,
2005). Sin embargo, la criopreservacion de
semen de peces es un campo relativamente
nuevo, donde se ha avanzado poco a nivel
comercial, pese a que ya se dispone de pro-
tocolos de criopreservacion para diversas
especies (Carneiro ef al., 2012). En Colom-
bia, los estudios de criopreservacion de se-
men de peces nativos son recientes y se han
orientado principalmente a la estandarizacion
de protocolos de congelacion, evaluacion de
crioprotectores y diluyentes para disminuir los
efectos toxicos y el dafio criogénico sobre la
célula espermatica (Martinez et al., 2011).
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Brycon henni (Eigenmann 1913), or-
den Characiformes, familia Characidae,
subfamilia Bryconinae, comiinmente conoci-
da como sabaleta, es una de las especies
migratorias de importancia en los rios peque-
fios que atraviesan las zonas cafeteras de
Colombia, y cuyo origen se encuentra en la
cordillera central del pais (Pineda-Santis et
al., 2007). Las poblaciones naturales de
sabaleta estan decreciendo por la sobrepesca,
la contaminacion de su habitat y la fragmen-
tacion de las corrientes por la construccion y
operacion de represas (Lenis et al., 2009).

La especie presenta dos épocas
reproductivas en el afio (Martinez et al., 2001;
Arboleda et al., 2005), registrandose discre-
pancias en las épocas del afio para el desove,
el cual puede ocurrir durante el periodo de
mayor precipitacion o en otra época del afio
(Montoya et al., 2006). Se ha sugerido que
existe asincronia entre los picos de madurez
de hembras y machos a lo largo del afio, sien-
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do mas prolongada la época reproductiva en
los machos (Martinez y Vasquez, 2001;
Montoya et al., 2006).

Se requiere establecer protocolos efi-
cientes de conservacion que garanticen la
disponibilidad de material genético de la es-
pecie con el fin de poder utilizarlo en progra-
mas de conservacion, repoblamiento y pro-
duccion comercial. En un trabajo reciente,
se reporto la criopreservacion de semen de
Brycon henni, mediante la evaluacion de
crioprotectores bajo un protocolo de conge-
lacion convencional (Pineda-Santis et al.,
2015). El objetivo de esta investigacion fue
evaluar la criopreservacion de semen de
Brycon henni, mediante tres curvas de con-
gelacion programable con dos crioprotectores
permeables.

MATERIALES Y METODOS

Coleccion de Semen

Se seleccionaron 80 machos Brycon
henni sexualmente maduros del Centro Ex-
perimental y de Produccioén Acuicola —
CEPA - (06°26°37.57" N, 75°44°04.93" W)
en San Jeronimo (Antioquia, Colombia), el
cual es parte del Politécnico Colombiano Jai-
me Isaza Cadavid.

Los peces se sometieron a condiciones
similares de alimentacion, ambiente, manejo
productivo y reproductivo. Se realizaron tres
colectas seminales entre mayo y septiembre
de 2015, donde la pluviosidad fue de 185,101y
96 mm/mes, respectivamente. Para la colec-
cion del semen, los peces se anestesiaron con
una dosis de 30 mg/l de MS-222% (Western
Chemical, EEUU)Yy se colocaron sobre una
toalla hiimeda. Se les cubrid la cabeza, se
retird el exceso de agua de la zona ventral
alrededor del poro genital y mediante una leve
presion craneo caudal, se procedio a la ex-
traccion y recoleccion del semen en un tubo
de 1.5 ml. El tiempo promedio de cada co-
lecta fue de 10 seg, aproximadamente.
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Se evaluo la activacion espermatica al
contacto con el agua de los estanques me-
diante microscopia (Eclipse E200, Nikon, Ja-
pon) para garantizar la viabilidad de cada
muestra. Las muestras individuales fueron
suspendidas en proporcion 1:5 en un diluyente
a base de leche semidescremada, azucares y
antibioticos. El semen se transporto al Labo-
ratorio de Biotecnologia Animal del Politéc-
nico Colombiano Jaime Isaza Cadavid, ubi-
cado en Bello, Antioquia (Colombia), dentro
de las dos horas posteriores a la colecta, y
bajo condiciones de refrigeracion (5 °C).

Los peces se manejaron segun las di-
rectrices publicadas para la experimentacion
de peces en las Buenas Practicas en la Pro-
duccion Acuicola (ICA, 2007).

Criopreservacion de Semen

En cada proceso se colectaron 15 mues-
tras seminales, se mezclaron y luego se divi-
dieron en tres alicuotas. Cada alicuota se asig-
no aleatoriamente a una de tres curvas de con-
gelacion programable: lenta (66 min, -0.42 °C/
min), media (43.3 min, -0.6 °C/min) y ul-
tra-rapida (7.7 min, -5.19 °C/min). Cada ali-
cuota fue subdividida en dos, las cuales fue-
ron suplementadas con los crioprotectores
permeables (CP) dimetilsulfoxido (DMSO)
o etilenglicol (EG).

La dilucion se realizoé con el diluyente
base suplementado con 5% de cada CP y
5% de yema de huevo, en cantidad suficien-
te para una concentracion final de
espermatozoides de 1000 - 2000 x 10%ml. La
mezcla se mantuvo en refrigeracion a 4 °C
por 30 min y se empacaron en pajillas de 0.5
ml. Luego, las pajillas se mantuvieron a 4 °C
por 10 min adicionales antes de ser someti-
das a las curvas de congelacion en un conge-
lador programable Crysalys Cryocontroller
PTC-9500 (Biogenic, EEUU). Al final de cada
curva de congelacion, las pajillas se sumer-
gieron en un tanque de nitréogeno liquido
(-196 °C).

599



G. Restrepo et al.

Evaluacion Seminal Posdescongelacion

Las pajillas fueron descongeladas lue-
go de 30 dias de almacenamiento en nitroge-
no liquido. Se evaluaron los parametros de
movilidad total (MT), movilidad progresiva
(MP), velocidad curvilinea (VCL), velocidad
lineal (VSL) y velocidad media (VAP). El
semen fue evaluado mediante el sistema de
analisis espermatico asistido por computador
Sperm Class Analizer (SCA®, Microptic SL,
Espaiia), mediante el procedimiento reporta-
do por Pineda-Santis et al. (2015). Se em-
pled un microscopio de contraste de fase
(Eclipse E200, Nikon, Japon) con una cama-
ra digital (Scout SCA780, Basler, Alemania).
Se establecid una configuracion especifica
para el software de camara de cubreobjetos
de 20 x 20 mm, Optica en lente de ph-, gota
de 7 pl, platina térmica a 37 °C y un tamafio
de particula de 1 a 20 pm. En una camara de
Neubauer (para evitar el desplazamiento de
la muestra) se mezclé 1 pl de semen 'y 10 pl
de agua destilada.

La vitalidad espermatica (VE) se eva-
lué con el kit Live/Dead (Molecular Probes,
EEUU). Una suspension de espermatozoides,
en buffer fosfato con 1% de albumina sérica
bovina (BSA), fue incubada por 5 min a 35 °C
con el fluorocromo para acidos nucleicos
SYBR-14, a una concentracion final de 6 mM.
Luego los espermatozoides se incubaron de
igual forma con el fluorocromo de acidos
nucleicos yoduro de propidio a 0.48 mM.
Muestras de 5 pl se utilizaron para el conteo
de 200 células mediante un microscopio E200
con fluorescencia HBO (Nikon, Japon)
(Gamboa et al., 2010).

Evaluacion Estadistica

Se utiliz6 un disefio completamente al
azar. Los datos fueron analizados mediante
modelos lineales generalizados (GLM) para
las variables dependientes de calidad seminal.
Se incluyeron los efectos fijos de mes de re-
coleccion (mayo, junio, septiembre),
crioprotector permeable y curva de congela-
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cion, asi como el efecto fijo de la interaccion
entre estas variables. Se evalu6 la normali-
dad de los datos por la prueba K-S. Para la
comparacion de las medias ajustadas entre
los tratamientos se realiz6 la prueba de Tukey.
Todos los analisis fueron realizados mediante
el programa SAS v. 9.2 (SAS Inst, Cary, NC).

RESULTADOS

Los valores de calidad del semen fres-
co fueron para volumen de 350+ 176 ul, MT
de 88.1£21.3%, MP de 66.2 £ 29.5%, VCL
de 107.7 + 37.3 pm/s, VSL de 59.7 + 23.6
um/s y VAP de 76.8 =29.0 um/s. Los resul-
tados de la evaluacion de 70 pajillas de se-
men luego de la descongelacion son explica-
dos por los modelos estadisticos en una alta
proporcion para las variables dependientes
MT, MP y VE (R*>>0.70), mientras que los
parametros cinéticos (VCL, VSL y VAP)
fueron explicados en menor medida por los
efectos incluidos (R?=0.30-0.40).

En los modelos estadisticos para MT,
MP y VE, los efectos del mes de recoleccion
del semen, la curva de congelacion y el efec-
to fijo de la interaccion entre el mes de reco-
leccion, la curva de congelacion y el
crioprotector fueron significativos (p<0.05).
En los parametros de cinética espermatica
no hubo significancia estadistica de los efec-
tos incluidos. Los coeficientes de variacion
(CV) paraMT y MP fueron del 42.2 y 58.8%,
respectivamente, en tanto que el CV fue
menor del 20% para los demas parametros.
El Cuadro 1 presenta los resultados para los
parametros de calidad seminal posdesconge-
lacion.

El efecto fijo del crioprotector no fue
significativo para las variables en estudio; sin
embargo, como se menciono previamente, la
interaccion con el mes de recoleccion y la
curva de congelacion fue significativa
(p<0.05). Por otro lado, solo la VE fue
estadisticamente diferente entre los
crioprotectores (p<0.05). El Cuadro 2 pre-
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Cuadro 1. Calidad espermatica posdescongelacion (media + desviacion estandar) de semen
de sabaleta Brycon henni crioconservado utilizando tres curvas de congelacion

programable
Curva MT MP VCL VSL VAP VE
Lenta 159+£9.4° 294+24° 42.0+£59* 22.7+6.9° 31.5+6.8° 29.0+11.8°
Media 325+16.3* 73+£54* 46.1+6.2* 263+4.8" 355£5.6° 524+8.7°

Ultra-rapida 29.2 £21.6* 58+55% 43.4+6.0° 24.4+£42% 333+5.1% 43.0+19.4°

Curvas de congelacion programable: lenta (66 min, -0.42 2C/min), media (43.3 min, -0.6 2C/min) y
ultra-rapida (7.7 min, -5.19 2C/min)

MT: Movilidad total (%); MP: Movilidad progresiva (%); VCL: Velocidad curvilinea (um/s); VSL:
Velocidad lineal (um/s); VAP: Velocidad media (um/s); VE: Vitalidad espermatica (%)

abe | etras diferentes denotan diferencia estadistica (p<0.05)

Cuadro 2. Calidad espermatica de semen de Brycon henni crioconservado (media =+
desviacion estandar) con dimetilsulfoxido (DMSO) y etilenglicol (EG) como
crioprotectores permeables

Crio-
protector

EG 259+£192% 58+5.6% 452+£64* 250+7.2* 342+7.6* 429+16.0°
DMSO  25.6+16.5* 4.8+4.2* 422+57° 238+3.3" 32.5+4.0* 39.6+17.8°

MT MP VCL VSL VAP VE

MT: Movilidad total (%); MP: Movilidad progresiva (%); VCL: Velocidad curvilinea (um/s); VSL:
Velocidad lineal (um/s); VAP: Velocidad media (um/s); VE: Vitalidad espermatica (%)
ab | etras diferentes denotan diferencia estadistica (p<0.05)

senta los resultados de la evaluacidon DISCUSION

espermatica posdescongelacion del semen
criopreservado en presencia de EG o DMSO.
Ese estudio permitié conocer la posibi-

Las diferencias en la vitalidad esper- lidad de preservar semen de B. henni me-
matica debidas al crioprotector permeable, diante un protocolo confiable y repetible de
segun la curva de congelacion empleada, se congelacion programable. En el trabajo de
presentan en la Figura 1. Pineda-Santis ef al. (2015), utilizando con-
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Figura 1. Vitalidad espermatica de semen de Brycon henni crioconservado utilizando dos
crioprotectores (DMSO: dimetilsulfoxido, EG: etilenglicol) y tres curvas de congela-
cion (L: curva lenta ([6 min, -0.42 °C/min]; M: curva media [43.3 min, -0.6 °C/min];
R: curva ultra-rapida [7.7 min, -5.19 °C/min])

gelacidon convencional se lograron resultados
de calidad seminal superiores a los encontra-
dos en esta investigacion; lo cual podria ser
debido al protocolo de congelacion utilizado,
donde pudieron diferir las tasas de descenso
de temperatura entre los procedimientos por
vapores de nitrogeno de dicho trabajo, ver-
sus los tratamientos de congelacidén
programable de esta investigacion. Otro fac-
tor determinante pudo ser la calidad de las
muestras seminales utilizadas, la cual pudo
presentar variaciones por efectos como la
época y la edad de los reproductores. Se in-
dica que la criopreservacion de semen en
peces presenta resultados altamente varia-
bles, dado que se trata de un proceso muy
sensible a diversos factores, siendo necesa-
rio realizar ajustes especificos a los protoco-
los para cada especie (Medina et al., 2005;
Martinez, 2008).

Factores como la velocidad de descen-

so de temperatura y los crioprotectores utili-
zados son determinantes en el éxito de la
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criopreservacion seminal. El DMSO es uno
de los crioprotectores permeables de bajo
peso molecular mas empleado en la
criopreservacion de semen de teledsteos tro-
picales, tales como yamu (Brycon
siebenthalae), cachama blanca (Piaractus
brachypomus) y bocachico (Prochilodus
magdalenae) (Atencio et al., 2013). En esta
investigacion no se encontraron diferencias
en la calidad seminal por efecto de los
crioprotectores usados; sin embargo, en un
estudio previo se habia observado diferen-
cias menores en la calidad del semen
criopreservado de B. henni con EG y DMSO
(Pineda-Santis et al., 2015). Cruz-Casallas
et al. (2006) reportaron una MT de 76 y 60%
con los crioprotectores DMSO al 5% y EG
al 5%, respectivamente, para B. amazonicus.
De otro lado, Carolsfeld et al. (2003) sugirie-
ron que el DMSO al 10% proporciona mejo-
res resultados como crioprotector para los
caracidos migratorios brasileros, entre los que
se incluye el género Brycon.
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Dadas las escasas investigaciones exis-
tentes para la criopreservacion seminal de B.
henni, se hace necesario evaluar otras alter-
nativas, como la combinacion de crioprotec-
tores y el modo de suplementacion de otras
sustancias protectoras. Babiak et al. (2001)
encontraron un efecto benéfico en la combi-
nacion de crioprotectores permeables y yema
de huevo como crioprotector no permeable,
cuando crioconservaron semen de trucha arco
iris (Oncorhynchus mykiss). De otro lado,
Maria et al. (2006) observaron que la movili-
dad posdescongelacion del semen de
piracanjuba (B. orbignyanus) estuvo fuer-
temente correlacionada con el uso de la yema
de huevo en la solucion de congelacion. De
acuerdo con Gaitan-Espitia et al. (2013), los
protocolos deben ser optimizados para cada
una de las especies, de modo que se pueda
mantener la calidad de los espermatozoides.

Los resultados de esta investigacion
muestran que una curva de congelacion para
el semen de B. henni, con una velocidad de
descenso de temperatura de -0.6 °C/min y un
tiempo de 43 minutos, produce mejores re-
sultados de calidad seminal posdescon-
gelacion que las curvas evaluadas con me-
nor o mayor velocidad de descenso de tem-
peratura, asi como con menor 0 mayor tiem-
po total de exposicion. Sin embargo, dada la
gran posibilidad de opciones de configuracion
de una curva de congelacion, es probable que
pueda optimizarse aun mas la congelacion
programable de semen para la especie.

En una investigacion con semen de
Pangasius sutchi se empled una velocidad
de descenso de temperatura de -10 °C/min y
el crioprotector permeable DMSO con re-
sultados de MT posdescongelacion de 79.2 +
2.0% (Rani et al., 2016). En otro estudio con
semen de carpa plateada (Hypophthal-
michthys molitrix) se utilizd una velocidad
de descenso de temperatura de -10 °C/min
entre -4 °C y -80 °C, con lo cual se logré una
MT posdescongelacion de 74 = 4.2%
(Hossain y Sarder, 2009). De otro lado, en un
trabajo de congelacion de semen de carpa
comun (Cyprinus carpio) con DMSO al
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10%, se realizdé un descenso de -5 °C/min
entre 20 °C y -20 °C y posteriormente de
10 °C/min entre -20 °C y -40 °C,
obteniéndose una MT de 78% y una MP de
75.8% (Rani y Munuswamy, 2014).

En la evaluacion de la vitalidad se ob-
servo igualmente superioridad de la curva de
velocidad media (Cuadro 1), al igual que del
EG sobre el DMSO (Cuadro 2) (p<0.05). En
el estudio de Pineda-Santis et al. (2015) EG
fue igualmente superior al DMSO en la con-
gelacion convencional de semen de B. henni.
Por otro lado, Vuthiphandchai et al. (2009) y
Rani et al. (2016) reportan altos porcentajes
de vitalidad posdescongelacion de semen
criopreservado de Lutjanus argentimacu-
latus y Pangasius sutchi, respectivamente,
empleando DMSO. Lo anterior muestra el
uso comun del DMSO y su efectividad en los
procesos de criopreservacion de semen de
especies piscicolas; no obstante, en el pre-
sente estudio se demuestra la superioridad
del EG en la conservacion de la vitalidad del
semen de Brycon henni. La Figura 1 mues-
tra como las curvas de congelacion ultra-ra-
pida y media presentaron valores de VE su-
periores con el uso de ambos crioprotectores
permeables, pero en todos los casos se ob-
servo una leve superioridad de los tratamien-
tos de criopreservacion suplementados con
EG

CONCLUSIONES

e La criopreservacion de semen de
sabaleta (Brycon henni) por congela-
cion programable, mediante una curva
de descenso de temperatura de veloci-
dad media (43.3 min, -0.6 °C/min), pro-
vee resultados superiores de calidad
seminal posdescongelacion.

e  Eluso de etilenglicol como crioprotector
permeable en la congelacion progra-
mable de semen de sabaleta (B. henni)
permite alcanzar resultados superiores
de vitalidad espermatica posdescon-
gelacion.
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