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RESUMEN DEL CONTENIDO EN ESPAROL E INGLES

{Maximo 250 palsbras — 1530 caracteres, aplica para resumen en espanol

El objetive Tue evauar ia callad del 5emen pre congeiato y descongeladn de dorada Brycon
SINUENSIE CROCONSaNvado con 005 Crioprfeciores dimetlacetamida (DMA) y etiienglicol
[ETZ} 3 dos concentracionss 5% y 10%. El semen fue ootenido de machos de dorada,
mantenidos bajo condiciones de caubverio en estangues de lema en el Instituto de
Investigaciones piscicoias g |a Universidiad de Cordoba, CINPIC. Estos se ndujeron
hommonaimente con extracto piultarto de carpa EPC a dosis de 5 mgfg de peso. La colecta
HE-H]]EBHB"'I ﬂE|MMEMEM|Eﬁﬁmmeﬁjmﬂmmﬂmﬁ
estérlies, secos y libres de humedad (ubos falcdn). Pam el semen fTesco, pre congeiaso y
descongelado se evaluanon Ias varables de cabdad espermatica moviidad total, ipos de
movildades, progresividad, velocidades, conceniracion espermatica y liempo de actvacion,
con el programa Spemn Class Analyzer (SCA Version 6.4.0.65-2018). Bl semen fue diuldo
en proporcion 1:3 con un diuyente compuesto de Dimetiacetamida y Eflenglicol 3 dos
porcentajes de Indusion 5 y 10 %. EI semen fresco reportd |a mayor movilidad ol (7.0
+7.0%]; 13 cual deminwyd en semen pre congelado a valores entre 32 D45 0% (DMA 5%) ¥
£0.0:11.6% (ETG 5%) ¥ en semen descongelaco 1os valores oocliaron enfre 32 246.2%
[DMA 10%) ¥ 36.6:3.4% (ETG 5%) (p~0.05). La movilidad lenia de semen fresco fue de
11.6:£11.6%, ©on samen IJ-T'EW-I'I-Flm e valores &2 Incrementaran fedfando emme
30.0+4.6% [DMA 5%) ¥ 47.325.3% (ETG 5%) en semen descongelado oscilo entre
20.6+2.4% (ETG 10%) y 23.2:2 5% [DMA 5% {p<0.05). La velocidad cunvilinea de semen
fresco fue de 92.0:23%, con semen precongelado o5 valores Nuciuaron entre 20.0+1.7 %
[DMA 5%) y 32.3:4.1% (ETG 5%). En 5eman 0escongeiado, 105 ValTes 0S0Iara ente
29,045, 1% (DMA 5%) y 30.525.0% (ETG 5%) (p=0.05). L3 concentracion espematica fue
ge 17524.0 milicnesml con un tlempo de acilvacitn de 30.7 &. los resultados oblenidos en
este estumio podemos decir que Ia concentrackn del 5% o2 Inciusion de kos oo projectones
presantanon ios mayoes valores de movilidad, velocidad y progresividad. Con relacion alos
gos crio proteciomnes el ETG al 5% prasento los mejores resuiados penmitiendo sugerr gue
FI..I'E":E'EH'HI'I-E altemativa [paira la crio consarvaciin de semen Dorada HI'j'[HII Einwansis.

The objeciive was to evaluale the quallty of the pre-frozen and thawed semen of golden
Brycon sinuensis cryopreserved with two cryoprotectants dimettytacetamide (DMA) and
etfylene giycol (ETG) at two concentralhons 5% and 10%. The semen was obtained from
glithead males, kept under capitve condions In earthen ponds at the Fish Research Instiute
of the University of Ciordoba, CINPIC. These were hormonaly induced with EPC carp
pltultary extract at 3 dose of 5 mg / kg. Semen collection and extraciion was performed
betwesn 5-6 hours post-induction, in sterle, dry and molsture-free volumetric tubes [faicon
tubes). For the fresh, pre-frozen and thawed semen, the variabies of sperm quallty, total
mioolity, types of mobility, progressiyvity, veinciies, sperm concentration and activaton ime
were evauated with the Sperm Class Analyzer program [SCA Version 6.4.0,65-2013). The
semen was dilted Ina 1: 2 ratio whh a diuent composad of Dimetnyiacetamide and Etnylene
Glycol at two Inciusion rates 5 and 10%. Fresh semen reporied e highest tnial mobility
[97.0 2 7.0%]) Which gecreased In pre-frozen semen at values between 32.0 £ 5.0% [5%
DMA) and 59.9 £ 11.8% (5% ETG) and In defrosied semen the values ranged betwaen 32.2
£ 6.2% {10% DMA) and 36.6 £ 8.4 % (5% ETG) {p= [.0S5). The siow mobiiity of fresh semen
waEs 11.6 & 11.8%, with pre-frozen semen the vaiues Increased between 30.0 2 4.6% [DMA
55} and 47.3 + 5.3% (ETG 5%} In defrosted semen, 1t ranged between 2006 + 2.4% (10%
ETG)and 23.2 = 2.5% (5% DMA) (p <0.05). The curviinear veliocity of fresh semen was 92.0
+ 23% with pre-frozen semen the values fluchuated between 20.0 + 1.7% (DMA 5%) and
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32.3 2 4.1% (ETG 5%). In defrosted semen, e vallas ranged befween 29.0 £ 6.1% (DMA
£%) and 30.5 + 5.0% (5% ETG) (p= 0.05). The spem conceniration was 17524.0 mifon /
mi Wwith an achvation ime of 30.7 5. The results obtained In this study can be sald that he
concentration of 5% inclusion of the cryoprotectants presented the highest values of mobity,
speed and progressvidy. In relation to the two cryoprotectants, e 5% ETG presented the
best resulls, suggesting that It may be an atematve for the breeging of goiden semen
Brycon sinuensis.
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fresco Y pre congelado. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

Velocidad curvilinea (VCL) de semen de B. sinuensis
fresco, pre congelado y descongelado. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos
(p<0,05).

Velocidad lineal (VSL) de semen de B. sinuensis fresco Y
pre congelado. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05).

Progresividad total de semen de B. sinuensis fresco Y pre
congelado. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05).
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RESUMEN

El objetivo fue evaluar la calidad del semen pre congelado y descongelado de
dorada Brycon sinuensis crioconservado con dos crioprotectores dimetilacetamida
(DMA) y etilenglicol (ETG) a dos concentraciones 5% y 10%. El semen fue obtenido
de machos de dorada, mantenidos bajo condiciones de cautiverio en estanques de
tierra en el Instituto de Investigaciones piscicolas de la Universidad de Cdérdoba,
CINPIC. Estos se indujeron hormonalmente con extracto pituitario de carpa EPC a
dosis de 5 mg/kg de peso. La colecta y extraccion del semen se realizo entre las 5-
6 horas pos-induccion, en tubos aforados estériles, secos y libres de humedad
(tubos falcdn). Para el semen fresco, pre congelado y descongelado se evaluaron
las variables de calidad espermatica movilidad total, tipos de movilidades,
progresividad, velocidades, concentracion espermatica y tiempo de activacion, con
el programa Sperm Class Analyzer (SCA Version 6.4.0.65-2018). El semen fue
diluido en proporcion 1:3 con un diluyente compuesto de Dimetilacetamida y
Etilenglicol a dos porcentajes de inclusién 5y 10 %. El semen fresco reporto la
mayor movilidad total (97.0 £7.0%); la cual disminuyoé en semen pre congelado a
valores entre 32.0£5.0% (DMA 5%) y 59.9+11.8% (ETG 5%) y en semen
descongelado los valores oscilaron entre 32.2+6.2% (DMA 10%) y 36.6+8.4% (ETG
5%) (p>0.05). La movilidad lenta de semen fresco fue de 11.6+11.8%, con semen
precongelado los valores se incrementaron oscilando entre 30.0£4.6% (DMA 5%) y
47.315.3% (ETG 5%); en semen descongelado oscil6 entre 20.8+2.4% (ETG 10%)
y 23.2+2.5% (DMA 5%) (p<0.05). La velocidad curvilinea de semen fresco fue de
92.0+£23%, con semen precongelado los valores fluctuaron entre 20.0+1.7 % (DMA
5%)y 32.3+t4.1% (ETG 5%). En semen descongelado, los valores oscilaron entre
29.046.1% (DMA 5%) vy 30.5£5.0% (ETG 5%) (p>0.05). La concentracion
espermatica fue de 17524.0 millones/ml con un tiempo de activacion de 30.7 s. los
resultados obtenidos en este estudio podemos decir que la concentracion del 5%
de inclusion de los crio protectores presentaron los mayores valores de movilidad,
velocidad y progresividad. Con relacion a los dos crio protectores el ETG al 5%
presento los mejores resultados permitiendo sugerir que puede ser una alternativa
para la crio conservacion de semen Dorada Brycon sinuensis.

Palabras claves: Movilidad total, espermatozoides, crio dafio, pre congelacion,
descongelacion.
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1. INTRODUCCION

Dorada Brycon sinuensis es una especie de importancia comercial en el Caribe
colombiano, particularmente en el departamento de Cdérdoba (Morales & Lasso,
2011), presenta caracteristicas deseables para la piscicultura continental, en virtud
de su rapido crecimiento, facil adaptacién a las dietas comerciales y al cautiverio.
Su ciclo de vida depende del rio donde se reproduce y las ciénagas donde se
alimenta y crece (Atencio, 2005), es una especie de migracién mediana (Usma et
al., 2009) que se reproduce en el periodo lluvioso, principalmente entre abril y junio
(Atencio et al., 2010). Durante el periodo lluvioso, las variaciones de caudal,
conductividad eléctrica y solidos totales disueltos son estimulos importantes para el

cortejo, apareamiento y desove de esta especie (Kerguelén et al., 2011).

La construccién de la hidroeléctrica de Urra afecto la ruta migratoria de la especie
en la cuenca alta del rio Sinu; asi mismo, redujo sus areas de desove incrementando
su vulnerabilidad a la pesca, ya que se concentra entre la presa en Urra y Tierralta
(Atencio, 2000). Igualmente, la construccion de un dique de represamiento en el
cafno de Betanci, impide las migraciones de la ciénaga de Betanci al Alto Sinu y el
ingreso de larvas a continuar con su ciclo biolégico (Atencio-Garcia, et al 2012).
Otras amenazas son la pesca en areas de veda, la tala de bosque nativo y la
contaminacién organica e inorganica de su habitat, la interrupcion de la migracion
de los peces hacia areas de maduracion y desove, pérdida de areas de desoves
aguas arriba se traducen en pérdida de su potencial reproductivo como
consecuencia de la construccién de la hidroeléctrica Urra (Atencio-Garcia et al,
2012).

La Dorada Brycon sinuensis aparece en la categoria casi amenazada en el Libro
Rojo de Peces de Agua Dulce de Colombia (Mojica et al., 2012); por lo que en el rio
Sinu, en 1999 fueron creadas area de conservacion, en las cuales estan la pesca y
la talla minima de captura en el embalse se establecié en 35 cm (Atencio-Garcia et
al, 2012).
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En aras de avanzar en estrategias de conservacion de Dorada se propone
desarrollar protocolos de crioconservaciéon de su semen. Medina et al. (2005)
Indicaron que la crioconservacion trae beneficios a las actividades de reproduccion
en acuicultura, ya que aumenta la posibilidad de reproduccion por fuera de la
temporada reproductiva, facilita el movimiento e intercambio de material genético
entre productores, mejora la eficiencia en la utilizacion de los parentales, contribuye
a disminuir la presién sobre las poblaciones silvestres ejercida por los piscicultores
en procura de nuevos reproductores y permite la conservacion de especies
amenazadas o en peligro de extincion (Bobe y& Labbé, 2009). Ademas, la
crioconservacion ofrece ventajas como optimizacion de los procesos reproductivos
en cautiverio de especies con maduracién gonadal asincronica y ciclos
reproductivos estacionales (Espinosa, 2013), asi como un uso eficiente del semen
durante los procesos de reproduccion artificial (Lahnsteiner et al., 2004).

Las técnicas de crioconservacion de semen en peces son muy recientes y ha tenido
avances lentos, ya que solo se reportan estandares para un reducido numero de
aproximadamente 200 especies (Brown. et al, 2011;), Haciendo necesario el
establecimiento de protocolos para las especies faltantes. Por esta razon, la
comercializacion de semen crioconservado de peces en la acuicultura es limitada
(Asturiano et al., 2016; Martinez et al., 2016). Existen muchos factores que influyen
en el proceso de crioconservacion y que afectan el éxito del semen crioconservado
como la calidad inicial del semen, la composicién del diluyente, los crioprotectores,
el factor de dilucion, la velocidad de congelacién y descongelacion, asi como los
aspectos fisiologicos del espermatozoide y la especificidad de la especie (Aramli et
al., 2015, Linhartova et al., 2013, Shishanova et al., 2012).

El desarrollo de programas de mejoramiento de la productividad en la piscicultura
ha llamado la atencién durante los ultimos afos (Lind et al., 2012), razén por la cual,
la elaboracion de un protocolo para la crio conservacién de semen de dorada seria
una herramienta importante para la reproduccion en cautiverio y una estrategia para

la conservacion de esta especie. Por tal motivo, el presente estudio tuvo como
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objetivo evaluar el uso de los crio protectores, Dimetilacetamida (DMA) y Etilenglicol
(ETG) a dos porcentajes (5 y 10 %) de inclusion, para la crio conservaciéon de
semen de Dorada Brycon sinuensis para contribuir a ampliar el ciclo reproductivo
de la especie, por medio de la disponibilidad de gametos fuera de la estacion
reproductiva y mejorar los programas de repoblamiento.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto de los crioprotectores etilenglicol (ETG) y dimetilacetamida (DMA)

sobre la calidad seminal en la Dorada (Brycon sinuensis).

2.2 Objetivos especificos.

e Determinar las caracteristicas seminales: concentracion, movilidad total y
tiempo de activacién en Dorada Brycon sinuensis en semen fresco.

e Analizar las diferencias de la calidad espermatica (movilidad total, tipos de
movilidades y velocidades) durante las fases de precongelacion vy
descongelacion de semen de Dorada (Brycon sinuensis) segun los porcentajes
de inclusién de los crioprotectores.

e Estimar la disminucién de movilidad total y velocidad curvilinea en semen

crio conservado descongelado.
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3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Bioecologia de la Dorada Brycon sinuensis

La Dorada Brycon sinuensis pertenece a la familia Characidae, subfamilia
Bryconinae, es un pez endémico del rio Sinu con importancia comercial en la costa
Caribe colombiana, especialmente en el departamento de Cérdoba (Atencio-Garcia
& Olaya-Nieto, 2012). Alcanza 79.5 cm de LT y 8.97 Kg de peso (LIBP, 2004), siendo
generalmente las hembras mas grandes y pesadas que los machos (Otero et al.,
1986; LIBP, 2004) Es una especie reofilica, su reproduccion acontece en el periodo
lluvioso (Olaya-Nieto et al., 2005), los adultos prefieren las partes altas y torrentosas
de los rios y quebradas, sus desplazamientos son superficiales y agrupados en
cardumenes en sus diferentes fases de crecimiento. Su temporada reproductiva se
ve mas marcada entre abril y octubre, con el mayor pico reproductivo entre abril y
junio (Atencio-Garcia et al., 2003.) En esta especie es posible la diferenciacion
sexual en virtud de que los machos adultos maduros presentan una serie de
espiculas en la primera mitad de los radios de la aleta anal, dandole una sensacion
rugosa al tacto, mientras que las hembras no lo presentan (Aristizabal & Arabia,
2004).

Es una especie en estado adulto omnivora Olaya-Nieto et al. (2007). En su
transformacién de larva a juvenil es zooplanctéfaga con preferencia por cladéceros,
copépodos y ostracodos (Prieto y Atencio-Garcia 2008). Su material vegetal, por
preferencia esta constituido por restos vegetales, frutas y semillas (73%), como el
de mayor ocurrencia durante todo el afio, seguido de peces (50%), conformado por
una amplia variedad de especies como blanquillo (Sorubim cuspicaudus), Cocobolo
(Aequidens  pulcher), Chipe (Hoplosternum  magdalenae), Lenguado
(Pleuronectiformes), Sardinas (Astyanax sp.), Yalua (Cyphocharax magdalenae) y
otros (21%), representado por detritos, madera, materia organica no identificada,
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restos de insectos, roedores, aves, crustaceos, huesos y serpientes; lo cual

demuestra la amplia diversidad de items que consume la especie (Otero et al. 1986).

3.2 PRINCIPIOS BASICOS DE LA CRIOCONSERVACION DE SEMEN DE
PECES

La crioconservacion de semen de peces puede ser utilizada como herramienta para
la conservacion de los recursos genéticos en especies de peces comercialmente
importantes y en peligro de extinciéon (Tiersch, 2008), permitiendo un manejo
simplificado de los reproductores, disminuyendo el numero de reproductores
requeridos y facilitando la sincronizacion de la espermiacién y ovulacion, haciendo
que los gametos de buena calidad estén disponibles durante y fuera del periodo de

la época de desove (Cabrita et al., 2010).

En los ultimos afos, la crioconservacidon ha aumentado rapidamente como un
método favorable en la conservacion y preservacion de los recursos genéticos.
Actualmente se han desarrollado muchos protocolos para la crioconservaciéon de
germoplasma (gametos y/o embriones) en muchas especies (Mazur et al., 2008);
sin embargo, todavia existen obstaculos importantes en algunos puntos claves del

proceso de crioconservacion.
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3.3 ESPERMATOZOIDE DE PECES

El espermatozoide en peces se subdivide en cabeza, cuello, pieza media y cola. La
longitud de un espermatozoide oscila entre 25 a 100 ym y su anchura es de
aproximadamente 2 um en el centro de la cabeza (Cosson, 2012; Figueroa et al.,
2014). Es importante identificar la estrategia reproductiva (fertilizacion externa o
interna) y la composicion plasmatica seminal de las especies de peces en estudio
para comprender su cinematica, ya que esta informacion es crucial para la

fertilizacion.

La parte media consiste en un flagelo central rodeado por una vaina mitocondrial; el
numero de mitocondrias presentes es altamente dependiente de la especie (Coward
et al.,, 2002). La cola o flagelo consta de un solo cilindro delgado (o dos en pocos
casos) largo que sobresale de la cabeza del espermatozoide, con rango entre 25y
100 ym de longitud y de 0.4 a 1 ym de diametro, que contiene el axonema que es
el principal organulo activo responsable del movimiento del espermatozoide. El
axonema esta compuesto por nueve microtubulos dobles en la periferia de esta
disposicion cilindrica y dos microtubulos centrales, formando la estructura clasica
9+2 (Cosson, 2012).

Las especies que exhiben estrategias de fertilizacion externas producen
espermatozoides primitivos de cabeza redonda generalmente; mientras que, hay
varias modificaciones morfolégicas en aquellas especies con fertilizacion interna;
estas modificaciones suelen implicar el alargamiento del nucleo del espermatozoide
y el desarrollo mejorado de la parte media. La membrana plasmatica a menudo
forma una o dos crestas de tipo aleta a lo largo de la cola, que son en un eje
horizontal con los microtubulos centrales que contribuyen a la eficiencia de la
natacion (Gillies et al., 2013).

La membrana plasmatica es también un componente clave de la fusion de gametos
(Yu et al., 2002). Segun Bobe y Labbé (2009), los lipidos de la membrana
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determinan la fluidez de la misma; mientras que, tanto las proteinas como los lipidos

contribuyen a la permeabilidad total al agua y los iones.

Las mitocondrias de espermatozoides en los peces pueden ser cilindricos, esféricos
o irregulares, como en el caso de Oncorhynchus mykiss, Salvelinus fontinalis,
Thymallus thymallus (Lahnsteiner & Patzner, 2008). El tamafio y el numero de
mitocondrias dependen probablemente de las necesidades de bioenergia de los
espermatozoides en cada especie; sin embargo, no se ha establecido una relacion
clara entre el numero o la disposicién de las mitocondrias y la duracion y velocidad
de la motilidad (Lahnsteiner & Patzner, 2008).

En peces como Salmoninae, Coregoninae, Thymallinae y Blennidae el complejo
mitocondrial puede adherirse a la pieza intermedia en forma helicoidal o cénico, o
puede estar contenido en invaginaciones hacia el nucleo de la cabeza del esperma,
o libre en la pieza central (Lahnsteiner & Patzner, 2008). EI complejo mitocondrial
se compone de un numero variable de mitocondrias. En peces con fertilizacion
externa, el espermatozoide tiene entre 2-9 mitocondrias (Tabares, et al 2005), y en
salmonidos, una mitocondria o dos mitocondrias suministran energia al flagelo
durante la motilidad del esperma (Lahnsteiner & Patzner, 2008; Figueroa et al.,
2013; Figueroa et al., 2015).

3.4 CRIOPROTECTORES

Tanto los diluyentes como los crioprotectores cumplen funciones especificas dentro
del proceso de crioconservacion, teniendo como fin general mantener la viabilidad
celular durante un periodo determinado. Estas sustancias cumplen funciones como
incrementar el volumen del eyaculado, proteger al espermatozoide de la accién
toxica de los productos del metabolismo celular y de los cambios bruscos de

temperatura (Medina-Robles et al., 2007) y para obtener mejores tasas de
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supervivencia de células y tejidos a crioconservar, las concentraciones de los

crioprotectores debe optimizarse (Yavin & Arav, 2007).

Los crioprotectores pueden ser permeables o internos como Dimetilsulféxido
(DMSO), Dimetilacetamida (DMA), Etilenglicol (EG) Glicerol y 1,2-propanodiol y no
permeables a las membranas celulares como 2-metil-2,4-pentanodiol,
polivinilpirrolidona y hidroxietilalmidon y a diferencia de los productos quimicos
sintéticos o biomateriales (alginatos, alcohol polivinilico y quitosano) pueden
utilizarse para impedir la formacion de cristal de hielo (Sambu, 2015); ademas, se
pueden aplicar antioxidantes y otros compuestos buscando intentar reducir la
muerte celular de procesos tales como la apoptosis durante el ciclo de congelacién
y descongelacioén (Safa et al., 2016; Krauskova et al., 2016; Amidi et al., 2016).

Los agentes crioprotectores que permean la membrana celular se han utilizado para
aumentar la fluidez de la membrana y deshidratar parcialmente la célula, reduciendo
el punto de congelacion y reduciendo asi el numero y el tamano de los cristales de
hielo intracelulares formados. Sin embargo, los crioprotectores mismos pueden
tener un efecto tdxico en los espermatozoides siendo este efecto relacionado con la
concentracion utilizada y el tiempo de exposicion celular previo a la congelacion
(Swain & Smith, 2010).

Los crioprotectores internos desplazan parte del agua intracelular, lo que impide el
dano de la membrana por aumento del volumen de agua al congelarse y la
formacion de cristales; lo cual podria causar rompimiento de los organelos y
destruccion total celular. El bajo punto de congelacién de los crioprotectores internos
permite mantener un ambiente acuoso intracelular, impidiendo la formacién de
estructuras solidas cristalizadas que ocasionan dafos en la membranas y

disminucion de la viabilidad celular por super enfriamiento (Martinez, 2010).
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La yema de huevo ha sido usada con éxito en diluyentes en combinacion con
crioprotectores extracelulares para la criopreservacion de espermatozoides (peces
y mamiferos) contra el choque térmico durante el enfriamiento, congelacion y
descongelacion (Martinez, 2010; Pérez, 2010).Siendo un crioprotector no permea-
ble (extracelular) que tiene una accion termoprotectora, ejercida por la fraccidén
lipidica compuesta por lecitina y cefalina y una accién conservadora dada por la
fraccion lipoproteica de la yema de huevo (Maria y col 2006); lo cual la ha convertido
en uno de los crioprotectores no permeables mas utilizados en semen de mamiferos
y peces de agua dulce por su capacidad de prevenir danos a la membrana. Aun asi
debido a su composicién indefinida y origen animal, se han realizado muchos
esfuerzos para encontrar alternativas para la yema de huevo. Para reemplazar a la
yema de huevo se utilizan liposomas, particularmente compuestos de lipidos
insaturados (Rdpke et al., 2011, Pillet et al., 2012), y leche en polvo descremada
con buenos resultados (Sieme, 2011, Varisli et al., 2013; Pardo-Carrasco et al.,
2015).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 UBICACION Y CARACTERISTICAS AGRO CLIMATOLOGICAS

El estudio se desarrollé6 durante los meses de mayo a julio de 2019, en el Instituto
de investigaciones piscicolas de la universidad de cérdoba (CINPIC). Ubicado en
el municipio de monteria, departamento de cdérdoba, cuyas coordenadas
geograficas son ,8°48 de latitud norte y 75° 22, de longitud oeste; a una altitud de
15 metros sobre el nivel del mar y valores anuales promedio de temperatura,

humedad relativa y precipitacién, respectivamente de 27,5°, 68%, 1225mm

—=

w0
Lebezipiors To Bid

Figura 1: Ubicacion satelital del instituto de investigacion piscicola de la universidad
de cordoba (CINPIC)
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5. MATERIAL BIOLOGICO

5.1 SELECCION DE MACHOS

Se utilizaron 10 machos de Dorada Brycon sinuens, con edad entre dos y tres afios
obtenidos y mantenidos bajo condiciones de cautiverio en el CINPIC. Los
ejemplares seleccionados fueron trasladados a piletas circulares de manejo (4 m3)
con flujo constante de agua, donde permanecieron durante 48 horas, con el
propdsito de habituarlos a las condiciones experimentales, reducir la intensidad del
estrés generado por la manipulacion y cambio de ambiente. La seleccion de los
reproductores se realizé con base en su estado de madurez sexual. Los machos
fueron seleccionados en fase de espermiacién cuya caracteristica principal es la
liberacion de liquido seminal fluidamente cuando se aplica una leve presion
abdominal, en sentido craneo-caudal (Atencio et al., 2015). La induccion se realizo
con extracto de pituitaria de carpa (EPC), utilizando 5 mg/Kg de peso vivo en una

dosis unica (Atencio et al., 2015).

5.2 OBTENCION DEL SEMEN

El semen se obtuvo seis horas pos-induccion. Antes de su recoleccion los machos
se colocaron en una solucién de Eugenol 0.5ml/10 L de agua hasta evidenciar la
perdida de eje de nado. Esto nos Permitié tener peces mas tranquilos para una
mejor manipulacion, a la hora de colectar el semen. Se realiz6é suave presién sobre
la papila urogenital, con el objetivo de eliminar restos de agua, orina o heces; luego
se sec6 con papel absorbente el area abdominal. Para la extraccion del semen se
realizd un masaje abdominal en sentido craneo-caudal, el semen se colecto

directamente en tubos Falcon de 15 ml estéril y seco.

Posterior mente las muestras fueron llevadas al laboratorio (26£1°C) con el fin de
conocer la calidad del semen fresco, observando el comportamiento de variables a

nivel macroscépico y microscépico.
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5.2.1 Evaluaciéon macroscopica. Fue evaluado el volumen y color, el volumen se
evalu6 directamente en los tubos Falcon de 15 mL con la finalidad de estimar la
cantidad de diluyente necesario que debe ser adicionado. El color se evalué con la
finalidad de evidenciar la posible presencia de sustancias contaminantes como

heces, orina o sangre.

5.2.2 Evaluaciéon microscoépica Microscopicamente se evalué movilidad total,
velocidad espermatica, tiempo de activacién, concentracion espermatica del

espermatozoide de Dorada.

5.2.2.1 Movilidad total. En una camara de conteo Makler (Sefi Medical Instruments
Ltd, Israel) se agregdé una muestra de 0.25 yl de semen y 75 ul de agua destilada
(dilucion 1:300); luego se homogenizo y con ayuda de un microscopio optico de
contraste de fase (Nikon, E50i, Japdn) y el programa asistido por computadora para
analisis de semen Sperm Class Analyzer (SCA Version 6.4.0.65-2018 Microptic SL,
Espana) se midié la movilidad total. Se evalué en semen fresco, precongelado y

descongelado.

5.2.2.2 Velocidad y progresividad espermatica. Se analiz6 en un periodo de
cuatro segundos por el programa SCA, obteniéndose los porcentajes de
espermatozoides con velocidad rapida (tipo a, mayor de 100 um/seg), media (tipo
b, entre 50 y 99 um/seq), lenta (tipo c, menor de 50 um/seg), asi como el porcentaje
de estaticos (tipo d). También el SCA estimo las velocidades curvilinea (VCL) y
lineal (VSL). Todas las velocidades se expresaron en uym/s. Se evalué en semen

fresco, pre congelacion y descongelacion.

5.2.2.3 Tiempo de activacién. Se determind desde el instante en que se adicion6
la solucion activadora (agua esterilizada) a la muestra de semen hasta que
aproximadamente el 90% de los espermatozoides dejaron de moverse. Se evalud

en semen fresco.

5.2.2.4 Concentracién espermatica. Se utilizdé 1 pl de semen mezclado con 699 ul
de glucosa al 6% en un Eppendorf de 2 ml (dilucion 1:700), la mezcla fue

homogenizada durante cinco segundos en un vortex a 1200 rpm (Velp Scientifica,
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Zxclasic, China). Luego se tomaron 10 pl y se colocaron en la camara Makler para
la determinacién de la concentracién mediante el Sperm Class Analyzer SCA. Este
procedimiento se realizd tres veces para obtener un valor promedio de la
concentracion espermatica del semen analizado. Esta caracteristica se medi6 en

semen fresco.

5.3 PREPARACION DE LOS TRATAMIENTOS PARA LA CRIO
CONSERVACION DEL SEMEN.

Se utilizé como diluyente: glucosa 6% (p:v), adicionando como crioprotector externo
yema de huevo al 12%; como crioprotector interno DMA o ETG (Sigma Chemical
Co, USA) a dos porcentajes de inclusiéon (5 y 10%). Para la preparacion se mezclé
la glucosa con agua destilada calentada previamente a temperatura de 60°C,
posteriormente se adiciono el volumen correspondiente del crio protector interno y
pasada la reaccidn exotérmica, ocasionada por la inclusién del crio protector; se

adiciono la yema de huevo y se completé el volumen deseado con agua destilada.

Tratamiento 1: glucosa 6%, yema de huevo 12%, DMA 5%, agua destilada+

semen.

Tratamiento 2: glucosa 6%, yema de huevo 12%, DMA 10%, agua destilada+

semen.

Tratamiento 3: glucosa 6% , yema de huevo 12%, ETG 5%, agua destilada+

semen.

Tratamiento 4: glucosa 6% , yema de huevo 12%, ETG 10%, agua destilada+

semen.
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5.4 EMPACADO

Para el empaque, el semen se diluyé en proporcion 1:3, se mezclé a temperatura
de 2811°C; posteriormente se empaco en pajillas de 0.5 mL (Minitub, Abful-und
Labortechnik Gmbh & Co, Inglaterra) previamente selladas con polivinilo y marcadas

de acuerdo a cada tratamiento.

5.5 CONGELACION

Las pajillas fueron Introducidas en un soporte vertical dentro de un termo seco de
vapores de nitrogeno de 4 L (MVE, SC 4/2v, USA) durante 30 minutos, tasa de
enfriamiento rapido (27.3°C/min desde 28 a -20°C, 29.9°C/min desde -20 a -100°C,
5.5°C/min desde -100 a -196°C) segun lo establecido por Cruz-Casallas et al.,
(2006). Al alcanzar la temperatura de crioconservacion de -196°C, las paijillas se
trasladaron a un termo de almacenamiento 34 L (MVE, XC 34/18, USA) y se

sumergieron directamente en nitrégeno liquido.

5.6 DESCONGELACION

Para la Descongelacion del semen, las pajillas congeladas y conservadas en
nitrogeno liquido, se descongelaron pasado 30 dias , por inmersion directa en un
bafio serolégico a 35°C durante 60 segundos (Mermmert, WNB 7, Alemania).
Pruebas post-descongelacion. Se realizaron pruebas de movilidad, velocidad y

progresividad total (igual que en fresco).

6. DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado, Todos los datos fueron sometidos

a estadistica descriptiva y los resultados expresados como mediatdesviacion

32



estandar. En todos los casos se utilizd un nivel de confianza de 5 % como criterio

estadistico para revelar diferencia significante.

Donde se evalué el factor crioprotector con (DMA y ETG) y el factor porcentaje de
inclusién con dos niveles (5y 10%); DMA 5%, DMA 10%, ETG 5% Y ETG 10% para
un total de cuatro tratamientos; ademas se evalu6 semen fresco como tratamiento
control. Todas las variables analizadas como movilidad total (%), tipos de movilidad
(%), velocidades espermaticas (um/seg) y progresividad total (%) fueron sometidos
a pruebas de normalidad (Shapiro y Wilks) y de homogeneidad de varianza (Barlett),
cumplidos estos supuestos se realizd un analisis de varianza en una sola via
(ANOVA) y finalmente para identificar diferencias entre los tratamientos se realizo
una prueba de rango multiple de Tukey, en todos los casos p<0.05 fue considerado
como nivel de significancia. Los analisis se realizaron con ayuda del Statgraphic

centurion XVI.1.

33



7 RESULTADOS

7.1CARACTERISTICAS DE LOS PRODUCTOS SEXUALES DE DORADA Brycon

Sinuensis.

En la Tabla 1 Se muestran las caracteristicas del semen de Dorada Brycon

sinuensis obtenidos por induccién hormonal con extracto pituitario de carpa (EPC).

Tabla 1 Caracteristicas del semen de Dorada Brycon sinuensis obtenidos por
induccion hormonal EPC.

Caracteristicas Semen fresco
Numero de individuos 10
Color producto sexual Amarillo pardo
Volumen seminal (mL) 3.0

Concentracion espermatica (x108/mL)  17524.0+3542.4
Movilidad total (%) 97.0+7.0

Tiempo de activacion (seg) 30.7+3.2
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7.2 VARIABLES DE CALIDAD DEL SEMEN DE LA DORADA Brycon Sinuensis
DURANTE LA FASES DE PRECONGELACION Y DESCONGELACION CON
DMAY ETG COMO CRIOPROTECTORES.

7.2.1 movilidad total del semen precongelado y descongelado. La Figura 1
muestra los valores en el semen fresco, precongelado y descongelado. ElI semen
fresco registr6 una movilidad de ( 97.0+7.0%) presentando este diferencia
estadistica (p<0.05), con respecto los tratamientos DMA 5y 10%, ETG 5y 10 %.
Durante la fase de precongelacion, la mayor movilidad total (59.9+11.8%) se obtuvo
con ETG 5% presentando diferencia estadistica (p<0.05), con los tratamientos DMA
5% (32.0£5.0%), DMA10% (33.1+£1.4%) y ETG 10% (43.5+6.8%)

Para la fase de descongelacion no se observd diferencia estadistica entre los
tratamientos (p>0.05) (DMA 5%) 35.5+4.6%; (DMA10%) 32.2+6.2%; (ETG 5%)
36.618.4%; ETG10%), 32.4+5%.

PRECONGELADO DESCONGELADO
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20 20 I I
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FRESCO DMA5% DMA ETG 5% ETG 10% FRESCO DMA5% DMA ETG 5% ETG 10%
10% 10%
TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS

Figura 2. Movilidad total de semen de B. sinuensis fresco, pre congelado y
descongelado. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (p<0.05)
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7.2.2 movilidad rapida. Los valores de movilidad rapida en semen fresco, pre
congelado y descongelado se muestran en la Figura 3. El mayor porcentaje de
espermatozoides rapidos se presentd en semen fresco (70.1£25.6%), siendo
estadisticamente diferente a los tratamientos (p<0.05), DMAy ETG al 5y 10%.
Mientras los tratamientos en semen precongelado el porcentaje de movilidad
rapida oscild6 entre DMA 5% 0.3+0.1%, DMA10% 0.110.2%, ETG 5% 1.2+1.1%,
ETG 10% 0.940.5% valores que estadisticamente no presenta diferencia
significativa entre tratamientos (p>0.05).

Para el descongelado el semen que mostro espermatozoides mas rapidos fue el
(ETG 5% 5.91£3.4%) valor que estadisticamente no presenta diferencia significativa
con respecto a los otros tratamientos (p>0.05). (4.9+2.9 DMA 5%), (4.4+1.5 DMA
10%), (4.3+1.0 ETG 10%).
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Figura 3. Movilidad rapida de semen de B. sinuensis fresco, pre congelado y
descongelado. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (p<0,05).

7.2.3 movilidad media. Los valores de movilidad media de semen fresco, pre
congelado y descongelado se muestran en Figura 4.

El semen fresco registré los espermatozoides con mayor movilidad media (32.3+
19.1%). Mientras entre tratamientos el ETG5% (11.2+5.7%)y ETG10% (5.2+2.8%)
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registraron los mayores porcentajes de velocidad media mostrando diferencia
significativa (p<0.05) con relacién a los tratamientos con DMA 5y 10%.

Para los tratamientos con semen des congelado, el ETG 5% (8.8 £ 3.4%) mostro
el porcentaje mas alto de espermatozoides con movilidad media sin presentar

diferencia significativa entre estos valores (p>0.05).
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Figura 4. Movilidad media de semen de B. sinuensis fresco Y pre congelado.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05)

7.2.4 Los valores de movilidad lenta en semen fresco y pre congelado se
muestran en la Figura 5. Los tratamientos ETG5% (47.315.3%) vy
ETG%(37.4+3.9%) registraron los porcentajes mas altos de espermatozoides
lentos presentando diferencias significativas (p<0.05), con respecto a los valores

obtenidos con los tratamientos DMA 5y 10% y el semen fresco.

Mientras en semen descongelado todos los tratamientos presentaron tasas altas
de espermatozoides lentos, respecto al semen fresco (11.6 £ 11.8%), registrando

mayor porcentaje de espermatozoides lentos el DMA 5 %( 23.2 + 2.5%), seguido
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de ETG 5% (22.0+ 2.0%), DMA 10% (21.7+ 3.9%), ETG 10% (20.8+ 2.4%) no

mostrando diferencia significativa entre tratamientos (p>0.05).

60 PRECONGELADO DESCONGELADO
50 T 30
bc b
- b b
40 b 25 + b b
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FRESCO DMA5% DMA10% ETG5% ETG 10%
-10 0

TRATAMIENTOS FRESCO DMA 5% DMA 10% ETG5% ETG 10%

TRATAMIENTOS

Figura 5. Movilidad lenta de semen de B. sinuensis fresco y pre congelado. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05)

7.2.5 Espermatozoides estaticos. El porcentaje de espermatozoides estaticos en
semen fresco, pre congelado y descongelado se muestran en la Figura 6. Los
tratamientos DMA5%(68.315.0%), DMA 10% (66.9+£1.4%), ETG 10% (56.5£6.8%)
registran el mayor porcentaje de espermatozoides inmoviles, presentando
diferencia significativa (p<0.05), con relacion al ETG10% (40.1£11.8%). Mientras en
semen descongelado los tratamientos DMA 10%(68.0£6.2%) y ETG (67.6+5.52)
10% presentan el mayor porcentaje de espermatozoides inmdviles, frente al DMA
5% 64.5+4.6 y ETG 5%(63.418.4) sin presentar diferencia significativa (p>0.05)

entre tratamientos.
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Figura 6. Espermatozoides estaticos de semen de B. sinuensis fresco y pre
congelado. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
(p<0,05).

7.2.6 Velocidad curvilinea (VCL). Los valores de Velocidad Curvilinea (VCL) del
semen fresco, pre congelado y descongelado se muestran en la Figura 7. La mayor
VCL se registro6 en semen fresco (92.0+23 pm/seg), presentando diferencia
significativa (p<0.05). Frente al semen pre congelado y descongelado de DMA y
ETG (5y 10%). Mientras que entre tratamientos el ETG 5% (32.3+4.1 pm/seg) y
ETG 10% (27.2+4.3um/seg) presentan la mayor Velocidad Curvilinea entre
tratamientos frente al DMA 5% y 10%, sin observarse diferencia significativa entre
ellos.

En semen descongelado el ETG 5% presentd la mayor velocidad curvilinea de
(30.5£5.0 ym/seg) y la menor DMA 10% (28.8+3.2 ym/seg), sin mostrar diferencia

significativa entre tratamientos.
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Figura 7. Velocidad Curvilinea (VCL) de semen de B. sinuensis fresco, pre
congelado y descongelado. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (p<0,05).

7.2.7 La Velocidad en Linea recta (VSL). Los valores de Velocidad Lineal del
semen fresco, pre congelado y descongelado se muestran en la Figura 8. La mayor
VSL se registré en semen fresco (42.0+11.2 um/seqg), estadisticamente diferente
(p<0.05) con semen pre congelado y descongelado. En tanto en semen
precongelado, la VSL oscil6 entre (ETG 5%) 9.4+1.8 ym/seg y 4.3+1.2 um/seg DMA
5%) sin observarse diferencia significativa entre estos valores (p>0.05).

Para el semen descongelado la VSL oscild entre 11.0+2.7um/seg (ETG 5%) y
8.4+2.9 uym/seg DMA 10%) sin observarse diferencia significativa entre ellos (
p>0.05).
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Figura 8. Velocidad Lineal (VSL) de semen de B. sinuensis fresco y pre
congelado. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (p<0,05).

7.2.8 Progresividad Total. Los porcentajes de progresividad total en semen fresco,

pre congelado y descongelado se muestran en la Figura 9. Se registré el mayor

valor de pt en semen fresco (61.0+24.0%), mostrando diferencia significativa (

p<0.05) con semen precongelado y descongelado. Mientras en semen
precongelado la PT oscild entre 4.322.1% (ETG) 5% y 0.5£0.4% (DMA) 5% sin

observarse diferencias significativas entre ellos (p>0.05).

Para el semen descongelado la PT entre los tratamientos oscilé entre 10.3+5.7

(ETG) 5% y 7.9+3.2 (DMA) 5% sin observarse diferencias significativas entre

ellos (p>0.05).
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Figura 9. Progresividad total de semen de B. sinuensis fresco y pre congelado.

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

DISCUSION

Semen fresco y crio conservado

El semen fresco utilizado en este estudio registréo un tiempo de activacion de 30.7
seg, Vvalor similar al obtenido por Montes y Salgado (2014) para la misma especie
(31.4 seqg.) Para otras especies del mismo género como Brycon moorei se reportd
un tiempo de activacion de (33.7 seg) (Garcia, Lonjas, Petro, Guevara, & Araujo,
2017); Lo que permite sugerir que el tiempo de activacién obtenido es similar en las
especies del género y esta dentro del promedio de los peces de agua dulce. (Marian
et al, 1997). La mayoria de peces de agua dulce tiene un rango de duracién entre
30-40 segundos. La concentracion espermatica en este estudio fue de
17524.0+3542.4 millones/MI. Montes y Salgado (2014) en la misma especie
reportaron una concentracién espermatica de 10058+5493 millones/mL, valor
inferior al registrado en la presente investigacion. Sin embargo, en estudios

realizados con individuos del mismo género por Pineda et al. (2015) reportaron en
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B. henni una concentracion espermatica de 14554+5138 millones/mL asi mismo
Cruz- Casallas et al. (2005) en B. amazonicus registraron una concentracion de
13900+4000 millones/mL, mientras que para B .moorei fue 12393,1+1486,8
(Atencio G, et al 2017) Siendo todos estos valores cercanos o similares con los
obtenidos en el presente estudio; permitiendo sugerir que estos datos pueden

considerarse normales para el género y para peces reofilicos.

El valor de movilidad total para Brycon sinuensis en este estudio fue 97% para el
semen fresco. Similar al reportado por Espinosa et al, 2014 para la misma especie
96,2%. Pineda et al, 2015 reporta para Brycon henni 96%, y para B orbygnianus
(98%) (Murgas et al., 2001), B insignis (92%) (Andrade-Talmelli et al., 2001) y B
amazonicus (96%) (Cruz-Casallas et al., 2004).

Para La movilidad total del semen descongelado esta redujo entre 33-38 % con
relacion a la del semen fresco (97.0+£7.0 %) y descendid al incrementar el porcentaje
de inclusion en los crio protectores. Por tanto, se encontré que con ETG 5% tuvo
un porcentaje de 36.6+8.4% menor al reportado por Cruz- Casallas et al., (2006),
en B amazonicus de 60+04 % con ETG 5% y (Pineda et al, 2015) en Brycon
henni 62.1£11.2% con ETG al 5%. Mientras que en este estudio con ETG al 10%
fue superior 32.4+5.5% con relacion a lo reportado por Cruz- Casallas et al., (2006),
en B amazonicus con ETG 10% (12 + 2% ) respectivamente.

Mientras Richardson et al (2000) reportaron movilidad total 31,7% con semen post-
descongelado de Salvelinus alpinus crioconservado con DMA 10%, similar al
resultado obtenido en el presente estudio con DMA 10% (32.2+6.2%) y V. Garcia
et al, 2017 , en B. moorei obtuvo una movilidad total promedio con DMSO 5%
(40,1+£5,0 %) cercana a la obtenida con ETG (36.6+8.4%) y DMA (35.51£4.6%) al
5%.
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Pre congelado

Los resultados obtenidos en semen precongelado con los crioprotectores ETG Y
DMA (5% y 10%) afectaron la calidad seminal en cuanto a los parametros de
movilidad total, tipos de movilidad, velocidad espermatica y progresividad total con

relacion a semen fresco mostrando diferencia significativa (p<0,05).

Los resultados obtenidos en semen precongelado con ETG y DMA (5% y 10%)
permiten sugerir que estos crioprotectores internos afectaron la movilidad total,
tipos de movilidad y velocidad espermatica y progresividad total con relacion a
semen fresco siendo estadisticamente diferente (p<0,05). Entre los tratamientos el
ETG 5% presento el mayor porcentaje de movilidad total 59.9£11.8% siendo
estadisticamente diferente con el resto de los tratamientos (p<0,05). Se evalua
una reduccion casi a cero de los espermatozoides rapidos, disminuyd los
espermatozoides con movilidad media con un rango entre 1.5+£0.41% - 11.2+5.7%,
aumentando los lentos mostrando el mayor valor el ETG 5% (47.315.3%),
incrementandose los estaticosen DMA al 5-10% y ETG 10%; también se observd
una disminucién de la VCL y la VSL. A pesar que los datos obtenidos con semen
de Dorada Brycon sinuensis precongelado son similares en todos los casos, se
observo que el ETG presentd mejores resultados que DMA; de acuerdo a que todo
crioprotector ejerce efecto toxico sobre el espermatozoide, logrando desnaturalizar
las proteinas celulares reduciendo la viabilidad durante la precongelacion (Medina,
2007), por otro lado, Martinez & Pardo (2010) sugirieron que el descenso de
movilidad total y velocidad espermatica en la precongelacién se da a la alteracién
de la sintesis de las proteinas implicadas en la produccidn energética celular y las
reservas de ATP. Por otro lado Horvath & amp; Urbanyi (2000) determinaron que
ETG en concentraciéon de 5% redujo la movilidad post-equilibrio con solo dos
minutos de exposicion al crioprotector, resultando danino para el semen de catfish
Africano. Ademas Padilla (2014) encontré que desde el mismo momento en que el

semen entra en contacto con la solucion crioprotectora se producen dafos en las
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mitocondrias, membrana espermatica y fragmentacién del DNA como consecuencia

del choque hiperosmético y la toxicidad del crioprotector.

Descongelado

En este estudio el mayor valor de Velocidad Lineal fue 42.0+£11.2 ym/s y curvilinea
92.0+23 um/s fue obtenido con semen fresco; mientras que con semen
crioconservado, los mayores valores de VSL (11.0+2.7 um/s) y VCL (30.5£5.0 um/s)
se obtuvieron con ETG 5%; presentando una reduccién de aproximadamente de
74% de la VSL y una caida cercana a 67% para el caso de la VCL con relacion al
semen fresco. Mientras Garcia et al.2017 en B. moreei reporto con DMSO al 5%
una VSL 25,719,3 y VCL 48,3+17,8; Pineda et al, 2015 en parte en Brycon henni
con ETG al 5% obtuvieron una VSL 25.6+5.4 y VCL 53.318.7 superiores a los
resultados obtenidos en el presente estudio. Li et al. 2008 Afirmaron que las
pérdidas de velocidad Velocidad curvilinea y Velocidad lineal ocurridas luego de los
procesos de congelacion y descongelacién son causadas por dafos en la integridad
del ADN, debido a que la concentracidén de los crioprotectores no son apropiadas.
Para Cabrita et al., 2010; Padilla (2014). Los dafios que sufren las mitocondrias y la
membrana citoplasmatica en el proceso de crioconservacion se consideran las
principales causas de la pérdida de movilidad, tipos de movilidad y velocidades

espermaticas.

El papel de las mitocondrias se considera el factor clave de la funcionalidad del
espermatozoide, en peces particularmente, se necesita preservar la actividad
mitocondrial, ya que esta se aprovecha para mantener alta la movilidad (Figueroa
et al., 2013). Por tanto La magnitud de los dafios criogénicos puede resultar en
disminucién de la movilidad y velocidad espermaticas; lo cual termina afectando la
capacidad fertilizante del semen descongelado (Ramirez-Merlano et al.,
2010).Ogier de Baulny et al. (1999) reportaron pérdidas en las propiedades
seminales durante los procesos de crioconservacion, siendo solo una pequefia

fraccion de las células espermaticas viables; lo cual reduce la capacidad fertilizante
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de semen crioconservado-descongelado. Lahnsteiner et al. (2000), debido a la
reduccion de la velocidad espermatica limitando la probabilidad que el

espermatozoide alcance el micrépilo del ovocito.

La mayor progresividad total se presentd para el semen fresco (61.0£24.0%)
mientras que para los el semen crio conservado descongelado con DMA 'y ETG al
5% Y 10% tuvo un rango de 7.91£3.2% y 10.315.7%. siendo el ETG al 5 % el valor
mas alto entre los tratamientos. V. Garcia et al, 2017 en brycon moorei reporta
valor similares con DMSO 5% (9,9+5,9) Y 10 % (7,1+4,6) mientras Atencio et al
2013 en Prochilodus magdalenae con DMA al 8 (11.0+2.6) y 10%(10.7+0,8)
obtiene resultando parecidos a los del presente estudio.

En general los mejores resultados para la crioconservacion de semen de B.
sinuensis fueron alcanzados al emplear ETG al 5 %, yema de huevo de gallina 12%
y glucosa 6%. Sin embargo, es conveniente anotar que, con base a los resultados
obtenidos en el presente estudio, la crio conservacién de semen en los peces
presenta resultados altamente variables y que el proceso es muy sensible a
diferentes factores, siendo necesario realizar ajustes especificos a los protocolos
(especie-especifico) para cada especie (Medina et al., 2005; Martinez, 2008).
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CONCLUSIONES

Los valores de movilidad total para este estudio con crio protectores DMAy ETG
tuvieron una reduccion significativa con relacion al semen fresco en la especie

Brycon sinuensis.

Los crio protectores en concentraciones altas presentaron mayor disminucion de
movilidad y velocidades posiblemente debido al efecto toxico sobre el

espermatozoide haciéndolo inviable para la fertilizacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en cuanto a la calidad espermatica en la crio
conservacion y descongelacién de semen de Dorada Brycon sinuensis el ETG en
concentraciones bajas, con glucosa y yema de huevo presenta una alternativa que
puede ser utilizada en la crio conservacién de semen de esta especie. Sin embargo
se debe seguir investigando alternativas de crio conservacioén en Brycon sinuenisis

que permitan mejorar los resultados obtenidos.

Las reducciones de la velocidad curvilinea en semen descongelado crio
conservado, Posiblemente fueron afectadas por el crio dafio del espermatozoide
en las mitocondrias y membrana celular, disminuyendo su capacidad de movilidad

y fertilizacion.
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