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ARTICULO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Crioconservacion de semen y calidad espermatica en sabaleta
Brycon henni (Pisces: Characidae)

Semen cryoconservation and sperm quality regarding
the Neotropical fish Brycon henni (Pisces: Characidae)
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Resumen

La crioconservacion de semen es una técnica utilizada tanto en humanos como en animales, permitiendo la congelacion
del material genético que serd utilizado en la reproduccion. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de tres
crioprotectores sobre los parametros de movilidad y vitalidad en el semen post descongelado de la sabaleta Brycon henni
(Pisces: Characidae). Tres crioprotectores: dimetilformamida (DMF), dimetilsulfoxido (DMSQO) y etilenglicol (EG), fueron
utilizados independientemente para la crioconservacion seminal, a una concentracion de 5%, el semen fue empacado en
pajillas de 0.5 ml. Diecinueve machos sexualmente maduros y 116 pajillas fueron analizadas en el laboratorio de Biotec-
nologia Animal del Politécnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid. En la evaluacion del semen fresco y post descongelado
se utilizé el Sistema de Andlisis de Clase (SCA®), para los pardmetros de movilidad total (MT), movilidad progresiva (MP),
velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL) y velocidad promedio (VAP), entre otros. La vitalidad espermatica
post descongelacion se evalué mediante microscopia de fluorescencia utilizando la combinacién de sondas SYBR/IP. Para
el andlisis estadistico se ajustaron modelos lineales generalizados (GLM) y las medias se compararon por la prueba de
Tukey. Los porcentajes de MT fueron 96.1£3.3% (semen fresco), 52.7£9.2% (DMF), 59.7£9.3% (DMSO) y 62.1£11.2%
(EG). Mientras que para la MP fueron de 73.3£14.2 (semen fresco), 11.7£6.7% (DMF), 13.8£6.8% (DMSO) y 15.6£7.8%
(EG). No hubo diferencias significativas entre DMSO vy EG, pero fueron superiores a DMF (P<0.05), para ambas variables.
VCL, VSL y VAP fueron estadisticamente superiores para EG (P<0.05). DMSO presenté valores mayores de vitalidad esper-
matica (82.0£1.9%), cuando fue comparado con DMF (73.5£5.9%) y EG (69.246.7%) (P<0.05). Se concluye que DMSO
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y EG presentan porcentajes superiores de MT y MP que DMF, mientras DMSO produce mejores resultados de vitalidad,
cuando se evalda el semen post descongelado de sabaleta Brycon henni.

Palabras claves: Crioprotectores, peces, viabilidad, vitalidad

Abstract

Semen cryopreservation (i.e. sperm banking) is a technique which is used for both humans and animals; it allows the ge-
netic material which will be used in reproduction to be frozen. This research was aimed at evaluating the effect of three
cryoprotectants on the mobility and vitality of postthaw semen from the trans-Andean, omnivorous fish Brycon henni
(Pisces: Characidae). Three cryoprotectants (N,N-dimethylformamide (DMF), dimethyl sulphoxide (DMSO) and ethylene
glycol (EG)) were used independently for semen cryopreservation (5% concentration); B. henni semen was packed in 0.5
ml plastic mini-straws. Nineteen sexually-mature males and 116 straws were analysed at Animal Biotechnology Laboratory
of Politécnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid. A computer-assisted sperm class analyser (SCA) system was used for
evaluating fresh and post-thaw semen regarding the following parameters: total motility (TM), progressive motility (PM),
curvilinear velocity (VCL), straight line velocity (VSL) and average path velocity (VAP). Post-thaw sperm vitality was eva-
luated by fluorescence microscopy using the SYBR Green I/Pl probe assay. Statistical analysis involved fitting generalised
linear models (GLM) and Tukey multiple comparison test was used for comparing means. TM percentages were 96.1+3.3%
(fresh semen), 52.7£9.2% (DMF), 59.7£9.3% (DMSO) and 62.1£11.2% (EG), whilst PM percentages were 73.3+14.2 (fresh
semen), 11.7£6.7% (DMF), 13.8%£6.8% (DMSQO) and 15.6+7.8% (EG). There were no statistically significant differences
between DMSO and EG, but these were greater than those for DMF (p<0.05) for both variables. Differences for VCL,
VSL and VAP were statistically greater for EG (p<0.05). DMSO had greater sperm vitality values (82.0+1.9%) compared
to DMF (73.5£5.9%) and EG (69.2+6.7%) (p<0.05). it was thus concluded that DMSO and EG had greater TM and PM
percentages than DMF, whilst DMSO produced better results regarding vitality when evaluating post-thaw semen from the
trans-Andean, omnivorous fish Brycon henni.

Key words: Cryoprotectant, fish, viability, vitality.

Resumo

A criopreservacdo do sémen é uma técnica utilizada em humanos e animais, permitindo o congelamento do material
genético a ser utilizado na reproducdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de trés crioprotetores sobre os para-
metros de mobilidade e vitalidade no sémen pés-descongelamento da Sabaleta Brycon henni (Pisces: Characidae). Trés
crioprotectores, dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSO) ou etilenoglicol (EG) foram usados independentemen-
te para a criopreservacdao seminal, a uma concentracao de 5%, o sémen foi empacotado em canudos de 0.5 ml. Dezenove
machos sexualmente maduros e 116 canudos foram analisados no Laboratério de Biotecnologia Animal do Politécnico
Colombiano Jaime Isaza Cadavid. Na avaliagao da mobilidade do sémen fresco e apds a descongelacdo, foi usado o Sis-
tema de Andlise de Classe (SCA®) para os pardmetros de mobilidade total (MT), mobilidade progressiva (MP), velocidade
curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VSL) e velocidade média (VAP), entre outros. A viabilidade espermatica apés
o descongelamento foi realizada por meio de microscopia de fluorescéncia utilizando a combinacdo de sondas SYBR/
IP. Para a andlise estatistica, modelos lineares generalizados (GLM) foram ajustados e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey. Os percentuais de MT foram de 96.1£3.3% (sémen fresco), 52.7£9.2% (DMF), 59.7£9.3% (DMSO) e
62.1£11.2% (EG). Enquanto que para o MP foram 73.3£14.2 (sémen fresco), 11.7£6.7% (DMF), 13.8£6.8% (DMSO) e
15.6£7.8% (EG). Ndo houve diferencas significativas entre DMSO e EG, mas foram superiores ao DMF (P<0.05) para as
duas variaveis. VCL, VSL e VAP foram estatisticamente superiores ao EG (P<0.05). DMSO (82.0£1.9%) apresentaram altos
valores para a vitalidade espermatica em comparacdo com DMF (73.5£5.9%) e EG (69.2+6.7%) (P<0.05). Conclui-se que o
DMSO e EG tém maiores percentuais de MT e MP que DMF, enquanto DMSO produz melhores resultados da vitalidade,
quando o sémen apos o descongelado da Sabaleta Brycon henni e avaliado.

Palavras chave: Crioprotetores, peixes, viabilidade, vitalidade.

Introduccién

El uso de la crioconservacion de semen en peces se ha
desarrollado con éxito en numerosas especies alrede-
dor del mundo (Tiersch, 2008), incluyendo varias es-
pecies nativas de gran interés comercial en Colombia
como Piaractus brachypomus (Fresneda et al., 2004;
Navarro et al., 2004; Gonzalez et al., 2011), Brycon
amazonicus (Pardo-Carrasco et al., 2006; Cruz-Casallas
et al., 2006), Pseudoplatystoma fasciatum (Pinzén-Arci-
niegas et al., 2005; Ramirez et al., 2008), Brycon moo-

rei (Betancur et al., 2009), Sorubim cuspicaudus (Reza
y Salas, 2010), Prochilodus magdalenae (Martinez et
al., 2011; Martinez et al., 2012) y Colossoma macropo-
mum (Varela-Junior et al., 2012).

La crioconservacion ha facilitado la reproduccion arti-
ficial en peces, debido a que mantiene la viabilidad del
esperma almacenado por largo tiempo en nitrégeno
liquido. Bajo esta consideracion, sélo se necesita de la
colecta de gametos femeninos, luego de la inducciéon
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de las hembras, para eliminar el problema del asincro-
nismo reproductivo (Viveiros y Godinho, 2009). Asi
mismo, ha demostrado ser efectivo en los programas
de mejoramiento animal, de reproduccion segura por
fuera de la estacion reproductiva y en el movimiento
e intercambio de material genético entre productores.
Asi mismo permite la mejora de la eficiencia en la uti-
lizacion de los parentales, y en la disminucién de la
presion sobre las poblaciones silvestres, en procura de
nuevos sementales (Medina et al., 2005).

La sabaleta Brycon henni (Eigenmann - 1913) es una
especie nativa presente en los pequenos rios que na-
cen en la cordillera Central de Colombia (Dahl, 1971).
Se deben considerar los mdltiples escenarios para los
procesos de conservacion genética, en donde se han
reportado subpoblaciones con distribucion por la par-
te alta, media y baja de los rios Cauca y Magdalena
(Pineda-Santis et al., 2007; Hurtado et al., 2011). Las
poblaciones naturales de la sabaleta Brycon henni es-
tan decreciendo por la sobrepesca, la contaminacién
de su habitat y la fragmentacién de las corrientes por
la construccion y operacion de represas (Lenis et al.,
2009). Su apreciado sabor, alto precio y comporta-
miento agresivo durante la pesca, la convierten en
un gran potencial para la acuicultura, la recreacion, la
propagacion artificial y la reconstitucién genética con
propdsitos de conservacion y manejo en cautiverio
(Montoya et al., 2006).

Para esta especie se han realizado estudios sobre la ca-
racterizacion seminal y el potencial de membrana (Ta-
bares et al., 2004; Tabares, 2005; Tabares et al., 2006;
Tabares et al., 2007), pero no estudios relacionados
con los protocolos de crioconservacion de semen, lo
que hace necesario profundizar en este aspecto. La
vitalidad espermatica es otro aspecto fundamental en
la evaluacion espermatica, como indicador de la inte-
gridad de la membrana plasmatica. Mediante las son-
das fluorescentes SYBR-14 y yoduro de propidio (Pl),
es factible evaluar dicha integridad, toda vez que am-
bos actian mediante la penetracion de la membrana
espermatica, marcando las células viables y las bom-
bas i6nicas funcionales (Guillan et al., 2005). SYBR-14
identifica a todos los espermatozoides en la muestra
(vivos y muertos), mientras que el Pl solo tife los nu-
cleos de los espermatozoides muertos o degenerados,
las cuales han perdido la integridad de su membrana 'y
por consiguiente se tinen de rojo (Guillan et al., 2005;
Ramalho-Santos et al., 2007). Por todo lo anterior, se
propuso como objetivo de esta investigacion, evaluar
los efectos de la crioconservacion del semen de saba-
leta Brycon henni con tres sustancias crioprotectoras:
Dimetilformamida (DMF), Dimetilsulféxido (DMSO) y

Etilenglicol (EG), sobre diferentes parametros relacio-
nados con la movilidad y la vitalidad espermatica.

Materiales y métodos

Coleccion de semen

Todos los peces se manejaron segun las directrices pu-
blicadas para la experimentacién de peces en las Bue-
nas Practicas en la Produccién Acuicola (ICA, 2007).
Diecinueve machos sexualmente maduros de la saba-
leta Brycon henni se seleccionaron del Centro Experi-
mental y de Produccién Acuicola - CEPA (06°26'37.57”
N, 75°44'04.93” W) en San Jerénimo (Antioquia - Co-
lombia), para cinco procesos ocurridos entre los me-
ses de mayo a diciembre, en épocas por fuera y dentro
de la temporada de lluvias. Los animales no fueron in-
ducidos hormonalmente, dado que en el periodo de
estudio contaron con una aceptable produccion semi-
nal. Se sometieron a condiciones iguales de alimen-
tacion, ambiente, manejo productivo y reproductivo.
Para la coleccion del semen, los peces se anestesiaron
(MS-222® Western Chemical, Inc.) para evitar el es-
trés y se colocaron individualmente sobre una toalla
hdmeda. Se cubrié la cabeza, se retiré el exceso de
agua de la zona ventral, alrededor del poro genital y
mediante una leve presién craneo caudal, se procedio
a la extracciéon del semen en un tubo de 1.5 ml. La acti-
vacion espermatica se evalué por microscopia (Eclipse
E200, Nikon, Inc), ubicando sobre un portaobjetos, 1
ul de semen y 10 ul de agua. Solo se incluyeron en el
estudio las muestras en que la mayoria de los esper-
matozoides respondieron a la activacion. Las muestras
individuales fueron diluidas en proporcién 1:5, en un
diluyente a base de leche descremada, aztcares y an-
tibidticos, con una osmolaridad de 315 £ 10 Osm/Kg
(EquiPro®, Minitube, Tiefenbach, Alemania). Posterior-
mente, el semen diluido fue refrigerado (5 °C) y trans-
portado al Laboratorio de Biotecnologia Animal en el
Centro de Laboratorios del Politécnico Colombiano
Jaime Isaza Cadavid, en Bello (Antioquia - Colombia).

Evaluacion del semen fresco

Una vez en el laboratorio, el semen de cada pez se
evalu6 mediante un sistema de andlisis espermético
asistido por computador (SCA®, Microptic S.L., Es-
pana). Se utiliz6 un procedimiento modificado del
reportado por Restrepo et al,, (2013). Se empled un
microscopio de contraste de fase (Eclipse E200, Nikon,
Inc.) con una camara digital (Scout SCA780, Basler).
Se establecié una configuracion especifica para el
software de: camara de cubreobjetos de 20mm por
20mm, 6ptica en lente de ph-, gota de 7ulL, platina tér-
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mica a 37°C y un tamafo de particula de 1 a 20um. En
una camara de neubauer (para evitar el desplazamien-
to de la muestra) se mezclaron 1 pl de semeny 10 pl
de agua. Una vez ocurrida la activacion del semen, se
evaluaron los parametros: movilidad total (MT), movi-
lidad progresiva (MP), velocidad curvilinea (VCL), ve-
locidad lineal (VSL), velocidad media (VAP), indice de
linealidad (LIN = VSL / VCL x 100), indice de rectitud
(STR =VSL / VAP x 100), indice de oscilacion (WOB =
VAP / VCL x 100), amplitud lateral de la cabeza (ALH)
y frecuencia de batida (BCF).

Crioconservacion de semen

Las muestras seminales individuales colectadas en cada
proceso, se mezclaron y luego se dividieron en tres
alicuotas. Cada alicuota se diluyé en proporciéon 1:5,
en EquiPro® suplementado con 5% de crioprotector:
dimetilformamida (DMF), dimetilsulfoxido (DMSO) o
etilenglicol (EG), y 5% de yema de huevo, para una
concentracién final aproximada de 1000 - 2000 x 10°
espermatozoides / ml. La mezcla se mantuvo en refri-
geracion a 4 °C por 30 min, luego se empacé en pa-
jillas de 0.5 ml, las cuales se refrigeraron nuevamente
a 4 °C por 10 min. Posteriormente, se sometieron a
crioconservacion rapida en vapores de nitrégeno liqui-
do, colocandolas horizontalmente a una distancia de
4 c¢m sobre su superficie, durante 10 min, al cabo de
los cuales, se sumergieron en un tanque de almace-
namiento de nitrogeno liquido a -196 °C. Después de
una semana, se realizé la descongelacion de las pajillas
en un bafo maria (37°C / 30 seg.), y se realizaron las
evaluaciones de los parametros de movilidad esperma-
tica, mediante el sistema SCA®, de acuerdo al procedi-
miento descrito previamente.

Evaluacién de la vitalidad

La vitalidad espermatica (VE) se evalué mediante el
procedimiento descrito por Gamboa et al., (2010),
con el kit Live/Dead (Molecular Probes Inc). Una sus-
pension de espermatozoides en buffer fosfato con
1% de albimina sérica bovina (BSA), se incubd por 5
min a 35 °C con el fluorocromo para acidos nucleicos
SYBR-14 (fluorescencia verde en todos los esperma-
tozoides), a una concentracién final de 6 mM. Luego
los espermatozoides se incubaron de igual forma con
el fluorocromo de 4cidos nucleicos yoduro de propi-
dio (fluorescencia roja en células muertas) a 0.48 mM.
Muestras de 5 pl se pusieron en un portaobjetos de
vidrio, con un cubreobjetos y se contaron 200 célu-
las mediante un microscopio E200 con fluorescencia
HBO (Nikon, Inc.) a longitudes de onda entre 550 y
595 nm. Se estableci6 el porcentaje de vitalidad, sien-

do considerados como vivos, aquellos espermatozoi-
des que presentaron un patrén de fluorescencia verde.
A su vez se consideraron como muertos, aquellos es-
permatozoides con fluorescencia roja (Guillan et al.,
2005; Ramalho-Santos et al., 2007).

Disefio estadistico

Para la evaluacion estadistica se realiz6 un diseno
completamente al azar. Los datos fueron analizados
mediante modelos lineales generalizados (GLM) para
las variables dependientes de calidad seminal.

El modelo empleado fue:

Yijkimn = p + Ti + Rj + Clker +eijjkimn

donde:

Yijkimn: MT, MP, VSL, VCL, VAP, LIN, STR, 10, ALH, BCF o
VE de muestra de semen bajo el tratamiento i, en
la repeticion J.

u: Media de la variable.

Ti: Efecto fijo del tratamiento (i). (i= DMSO, DMF,
EG).

Rj: Efecto fijo de la repeticion (j). (j= 1...8).

Ckimn:  Efecto fijo de las covariables de calidad seminal.
eijkimn:  Error experimental.

Se realiz6 un andlisis de correlacién de Pearson con el
fin de definir las covariables. Se comprobé la norma-
lidad de los datos por la prueba K-S. Para la compara-
cion de las medias ajustadas entre los tratamientos, se
realizé una prueba de Tukey. Todos los analisis fueron
realizados mediante el programa SAS 9.2 (SAS Inst.
Inc., Cary, NC).

Resultados

Semen fresco

El semen presentd las siguientes caracteristicas: color
blanco, aspecto cremoso, volumen de 500 + 220 ul /
pez y concentracion espermatica de 14554 £ 5138 x
10° espermatozoides/ml. Los resultados para las varia-
bles de movilidad espermatica evaluados mediante el
sistema SCA® del semen fresco de la sabaleta Brycon
henni, se presentan en la Tabla 1.

Semen criopreservado

Se realiz6 la crioconservacion y evaluacion de 116
pajillas. El efecto del tratamiento (crioprotectores) fue
significativo para las variables observadas. El modelo
lineal ajustado para las variables presentaron coeficien-
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tes de determinacion (R2) mayores al 70%. Todos los
coeficientes de correlacion (Pearson) fueron altos y
positivos (r > 0.7). Los resultados de la evaluacién del
semen post descongelado se presentan en la Tabla 2.

Tabla 1. Resultados de movilidad espermatica para semen
fresco de la sabaleta Brycon henni, obtenidos mediante el
sistema de andlisis asistido por computador SCA®.

Parametro Media + DE
MT (%) 96.1%3.3
MP (%) 73.3+14.2

VCL (um/seg) 115.4+24.2
VSL (um/seg) 64.8+15.3
VAP (um/seg) 84.0+18.9
LIN (%) 55.9+4.3
STR (%) 76.7%5.1
10 (%) 72.7%5.0
ALH (pm) 2.3%0.4
BCF (Hz) 3.121.2

Los resultados se expresan como media + desviacién estandar.
MT: Movilidad total, MP: Movilidad progresiva, VCL: Velocidad
curvilinea, VSL: Velocidad lineal, VAP: Velocidad media, LIN: indi-
ce de linealidad, STR: Indice de rectitud, 10: indice de oscilacién,
ALH: Amplitud lateral de la cabeza, BCF: Frecuencia de batida de
la cola.

Los crioprotectores EG y DMSO tuvieron los mejo-
res resultados post descongelacion en las variables

de movilidad total (62.1 y 59.7%) y progresiva (15.6
y 13.8%), respecto al resultado obtenido con DMF
(P<0.05). Las variables VCL, VSL, y VAP fueron supe-
riores en el tratamiento con EG, respecto a los demas
crioprotectores (P<0.05) (Tabla 2), pero fueron inferio-
res a los valores obtenidos para el semen fresco. Los
valores para LIN, STR e 10 no presentaron diferencias
entre los crioprotectores con semen post desconge-
lado, pero fueron inferiores al semen fresco (P<0.05).
Finalmente, ALH y BCF no presentaron diferencias con
semen fresco o criopreservado.

Vitalidad espermdtica (VE)

El crioprotector DMSO presentd vitalidad espermati-
ca superior, respecto a los crioprotectores DMF y EG
(P<0.05). La Tabla 3 presenta los resultados de VE para
el semen fresco y post descongelado.

Discusién

Estos resultados corresponden al primer reporte so-
bre crioconservacion y calidad espermatica para la
sabaleta Brycon henni, una especie promisoria para
la acuicultura y la conservacion de peces de impor-
tancia econdmica y social en Colombia, a pesar de la
afectacion en sus cuencas. Los efectos antrépicos han
diezmado mucho sus poblaciones naturales, de alli el
compromiso gubernamental para protegerla y realizar

Tabla 2. Resultados de calidad espermatica post descongelacién de semen de sabaleta Brycon henni, obtenidos mediante el sistema

de andlisis asistido por computador SCA®.

DMF DMSO EG
n 38 42 36
MT (%) 52.749.22 59.7+9.3b 62.1411.2P
MP (%) 11.746.72 13.846.8P 15.6+7.8P
VCL (um/seg) 49.447.02 51.245.9P 53.3+8.7¢
VSL (um/seg) 23.8+4.42 24.4+4.1P 25.6%5.4¢
VAP (um/seg) 34.545.43 35.244.7P 36.746.1¢
LIN (%) 47.943.52 47.443.62 47.6+4.52
STR (%) 68.4%3.12b 68.9+2.63b¢ 69.4+3.0¢
1O (%) 69.8+2.82 68.9+3.6P 68.9+4.0P
ALH (um) 2.6%0.72 2.4%0.2b 2.5+0.3P
BCF (Hz) 2.940.52 2.9+0.42 2.9+0.52

Los resultados se expresan como media * desviacién estandar. DMF: Dimetilformamida, DMSO: Dimetilsulfoxido, EG: Etilenglicol, MT: Movi-
lidad total, MP: Movilidad progresiva, VCL: Velocidad curvilinea, VSL: Velocidad lineal, VAP: Velocidad media, LIN: Indice de linealidad, STR:
Indice de rectitud, 10: Indice de oscilacién, ALH: Amplitud lateral de la cabeza, BCF: Frecuencia de batida de la cola. Diferentes letras (filas)

denotan diferencia estadistica significativa (P<0.05).
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Tabla 3. Resultados de vitalidad espermdtica en semen fresco y post descongelado de la sabaleta Brycon henni.

Fresco

DMSO EG

Media = DE 90.7+4.32

73.5+5.9¢

82.0+1.9P 69.2+6.7¢

Los resultados se expresan como media + desviacién estandar. Letras diferentes denotan diferencia estadistica significativa (P<0.05).

un estudio de conservacion genética, tanto en cautive-
rio como en su habitat natural.

Semen fresco y criopreservado

Durante la época del estudio, los machos en cautiverio
no fueron inducidos hormonalmente, presentando vo-
limenes variables de semen. Lo anterior se ajusta a lo
reportado por Tabares et al., (2006), en donde el com-
portamiento reproductivo de los machos en cautiverio,
podria obedecer mas a los factores fisico quimicos del
agua que a la influencia de la melatonina asociadas a la
estacion climatica, por lo que producirian semen durante
diez meses al afo. Asi mismo, no se presentaron diferen-
cias en las caracteristicas seminales entre lo obtenido en
este trabajo y lo reportado por los mismos autores.

El valor de MT de semen fresco observado en sabaleta
Brycon henni (96%), fue superior al reportado por Ta-
bares et al., (2004), en la misma especies (90%), pero
similar a otras especies de genero Brycon como B orb-
ygnianus (98%) (Murgas et al., 2001), B insignis (92%)
(Andrade-Talmelli et al., 2001) y B amazonicus (96%)
(Cruz-Casallas et al., 2004). Por otro lado, considerando
las variables de movilidad post descongelacién, Cruz-
Casallas et al., (2006), reportaron para B amazonicus,
una MT de 76% y 60% con los crioprotectores DMSO
5% y EG 5%, respectivamente. En el presente trabajo,
se encontré que DMSO 5% tuvo un porcentaje menor
(59.7%), lo cual podria sugerir un efecto de dano ce-
lular por desbalance entre la sintesis y utilizacion de
ATP en los procesos metabdlicos (Cruz-Casallas et al.,
2006). Sin embargo, Carolsfeld et al., (2003) sugirieron
que el DMSO 10% proporciona los mejores resultados
como crioprotector para los cardcidos migratorios bra-
sileros, entre los que se incluye el género Brycon. Res-
pecto a DMSO y EG, no hubo diferencias significativas
(P=0.05), pero se presenté una tendencia a ser mas
eficiente el EG en las variables MT (62.1£11.2%) y MP
(15.6£7.8%). Por otra parte, Lichtenstein (2009) repor-
t6 buenos resultados con DMSO 10% y EG 10% en la
crioconservacion de semen de Odonstesthes bonarien-
sis, lo cual pone en evidencia la capacidad permeable
de estos dos crioprotectores.

El crioprotector DMF present6 valores cercanos a los
reportados para Colossoma macropomum (DMF 5% =
55.7%) (Varela-Junior et al., 2012), pero superiores a los
descritos para Veraspes variegatus (DMF 13.3% = 5%)
(Tian et al., 2008). Los resultados anteriores confirmaron,
una vez mas, que la crioconservacién de semen en los
peces, presenta resultados altamente variables y que el
proceso es muy sensible a diferentes factores, siendo ne-
cesario realizar ajustes especificos a los protocolos para
cada especie (Medina et al., 2005; Martinez, 2008).

Las demads variables obtenidas con el sistema compu-
tarizado, presentaron una tendencia superior para el
EG, mas no significativa frente a DMSO. Lo anterior su-
giere una mayor exploracion de estos crioprotectores
en su desempeno post descongelacion en aspectos
como la tasa de fertilizacion, tiempo de crioconserva-
cion, criodano célular y en el ADN.

Vitalidad

La vitalidad presenté un mayor porcentaje para DMSO
(82.0£1.9%), lo cual sugiere un menor dano en la in-
tegridad de la membrana, solo un 10%, con el uso de
este crioprotector respecto al semen fresco. De igual
manera, Vuthiphandchai et al., (2009) reportaron un
alto porcentaje (92.7%) de vitalidad en Lutjanus argen-
timaculatus con DMSO 10%, confirmandose la prefe-
rencia del DMSO en la mayoria de los procesos de
crioconservacion de semen de peces. La evaluacion
de este pardmetro permite la prediccion de la fertilidad
potencial en muestras de semen, ya que una membra-
na plasmatica intacta es necesaria para la fecundacion
(Chalah y Brillard, 1998).

En conclusién, el uso de los crioprotectores DMSO y
EG presentaron porcentajes superiores de MT y MP,
con una ligera tendencia superior de EG en las demas
variables. Asi mismo, DMSO presentd los mejores por-
centajes de vitalidad, con el semen post descongelado
de sabaleta Brycon henni.
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