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Resumen

El objetivo principal fue describir con base a la literatura, la influencia que tiene la curva de
descongelacion y volumenes de empaqgue, en los protocolos de crioconservacién de semen de
especies icticas de importancia comercial. El proceso de descongelacion debe tener una curva
osmotica equilibrada, esto con el fin de suministrar a la célula hidratacion y no haya destruccion
de la misma. La descongelacion es un punto importante en el proceso de crioconservacion y
también tiene efectos adversos. La recristalizacion del hielo al momento de la descongelacion
provoca efectos similares a los de la congelacion. Por ello es importante establecer las tasas de
descongelacion mas adecuadas para reducir los dafios celulares. La tasa de descongelacion influye
sobre el material bioldgico formando cristales de hielo intracelular, la rehidratacion y el
mantenimiento de la integridad celular. La temperatura de descongelacion depende de la tasa de
congelacién y de la temperatura previa de la muestra antes de haber sido introducida en el nitrégeno
liquido. El volumen de empaque varia dependiendo la cantidad de gametos almacenados en una
concentracion de particulas osmoéticamente activas, contenidas en un diluyente depositado en
pajillas. La reproduccién inducida se encarga de administrar a los reproductores, hormonas de
origen natural o sintético para provocar la maduracion final de sus gonadas y la ovulacion o
espermiaciones para luego generar protocolos de crioconservacion de semen en peces, pues juega
un papel importante en la produccidn de interés zootécnico, favoreciendo el mejoramiento genético
animal y conservaciéon de gametos en todas las épocas del afio. Las especies icticas nativas de
interés comercial que se plasmaron en la revision, fueron: Prochilodus magdalenae (Bocachico)
Pseudoplatystoma magdaleniatum (Bagre rayado), Piaractus brachypomus (Cachama blanca)
Brycon amazonicus (Yamu), esto con el fin de identificar el efecto que tiene el desempefio
reproductivo en términos de fertilidad y eclosion, asi como la valoracién de la calidad espermaética
para estimar la viabilidad del semen post descongelacion con dichas curvas. En Colombia la
informacidn acerca del efecto de variables tales como volumen de la pajilla y la temperatura de

descongelacion, sobre los porcentajes de fertilidad y eclosion, son escasos.

Palabras clave: Curva de Descongelacion, Crioconservacion, Fertilidad, Peces, Volumen de
Empaque.
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Abstract

The main objective is to analyze, based on the literature, the effect that the defrost curve and
package volumes have on cryopreservation protocols for semen of fish species of commercial
importance. The thawing process must have a balanced osmotic curve, this in order to supply the
cell with hydration and there is no destruction of it. Thawing is an important point in the
cryopreservation process and also has adverse effects. Recrystallization of ice upon thawing causes
effects similar to those of freezing. Therefore, it is important to establish the most suitable defrost
rates to reduce cell damage. The thawing rate influences the biological material by forming
intracellular ice crystals, rehydration, and maintaining cellular integrity. The thawing temperature
depends on the freezing rate and the previous temperature of the sample before it has been
introduced into the liquid nitrogen. Packaging volume varies the number of sets stored in a
concentration of osmotically active particles, contained in a diluent deposited on straws. Induced
reproduction is based on cryopreservation protocols for semen in fish, since it plays an important
role in the production of zootechnical interest, favoring animal genetic improvement and game
conservation at all times of the year. The native fish species of commercial interest that were
reflected in the review were: Prochilodus magdalenae (Bocachico) Pseudoplatystoma
magdaleniatum (Striped catfish), Piaractus brachypomus (White Cachama) Brycon amazonicus
(Yamu), this in order to control the effect that the effect has reproductive in terms of fertility and
hatching, as well as the evaluation of sperm quality to estimate the viability of the post-thaw semen
with curved dimensions. In Colombia, the information about the effect of variables such as straw

volume and thawing temperature, on fertility and hatching percentages, is small.

Keywords: Thawing Curve, Cryopreservation, Fertility, Fish, Pack VVolume.
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Introduccion

La presente monografia esta enfocada en la crioconservacion de semen en peces, siendo Util
en procesos de mejoramiento. La conservacion ex situ, es el mantenimiento genético de animales
fuera de su habitat natural. Permitiendo preservar especies amenazadas o en peligro de extincion y
tener disponibilidad de gametos en todas las épocas del afio (Cabrita et al., 2014). La reproduccion
de peces mediante la inseminacion artificial, permite obtener resultados significativos para las
producciones piscicolas del pais. Manteniendo su diversidad genética y aumentando el tamafio de
la poblacién en un periodo corto de tiempo (Medina, Velasco, & Cruz, 2015). Asi mismo facilita
el movimiento e intercambio de material genético entre productores, mejorando la eficiencia en los
parentales y contribuyendo a la reduccion de la presidn sobre la poblacion silvestre impactada en

cada sector del pais (Viveiro et al., 2010).

La temperatura, el equilibrio osmotico y la formacion de cristales de hielo en el medio intra
y extracelular, permiten un aspecto 6ptimo para el desarrollo celular. El proceso de enfriamiento y
congelacion del espermatozoide presenta cambios fisicos y quimicos. Uno de los cambios
intracelularmente es cuando el agua en fase liquida pasa a s6lida en forma de cristales, esto es
generado a partir de que la soluciones llegan a temperaturas de -5 y —15°C (Medina, Velasco, &
Cruz, 2015). Si la deshidratacion celular es excesiva, la concentracion de las particulas activas
puede intoxicar la célula y la membrana plasmatica no puede recuperar su forma en el proceso de
descongelacion y por lo tanto afectara la celula (Martinez, 2010). La velocidad en el proceso de
enfriamiento es importante, debido a que, si la congelacién es lenta, el equilibrio osmético es
alcanzado a través del flujo de agua, pero si la congelacion es muy rapida, la célula no puede perder
agua para alcanzar el nivel de equilibrio de congelamiento intracelularmente (Fernandez et al.,
2009). La congelacion intracelular es letal para la célula, dependiendo del tamafio y de la cantidad
de cristales de hielo que se formaron en el citoplasma. El inconveniente que se presenta es por las
altas velocidades de enfriamiento, generando produccién de cristales pequefios siendo inofensivos,
pero cuando presenta aumento de estos cristales, se unen y crecen durante la descongelacion

generando recristalizacion (Cruz, Medina & Velasco, 2006).
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En algunos protocolos de crioconservacion, se ha evaluado el volumen de empaque,
temperatura y tiempo de descongelacion, siendo usual pajillas de 0.5ml y descongelaciones a 30°C
y 60°C durante 8 y 16 segundos. Siendo estas las mas utiles como herramienta para la reproduccion
de peces (Atencio et al, 2015). Asi mismo se han hecho estudios, donde se usaron pajillas de 2.5ml
y 5ml con un volumen alto, generando mayor concentracion de gametos, con curvas de
descongelacion de 60°C por 45 segundos (Martinez & Pardo, 2013). Sin embargo, para llevar a
cabo procesos de crioconservacion de semen de peces es necesario ajustar cada uno de los factores
fundamentales para la realizacion de este proceso (Cabrita et al, 2010). La crioconservacion de
semen en las distintas especies varia de acuerdo a diferentes factores que influyen en el éxito del
protocolo utilizado, incluido el origen de los reproductores, la calidad del esperma, la composicion
del diluyente, la relacion de la dilucion, la concentracion de crioprotectores, curvas de
congelacion/descongelacion, volumen de empaque y el porcentaje necesario de movilidad
espermatica (Balamurugan & Munuswamy, 2017). La presente monografia se planted con el
objetivo de analizar con base a la literatura, el efecto que tiene la curva de descongelacién y
volumenes de empaque en los protocolos de crioconservacion de semen de especies icticas de
importancia comercial. Con el fin de contribuir al futuro establecimiento de protocolos exitosos

mediante esta importante herramienta biotecnolégica.
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1 Planteamiento del problema

En Colombia, aspectos como las curvas de descongelacion y el volumen de empaque dentro del
proceso de crioconservacion de semen de peces, son poco conocidos, debido principalmente a la
falta de informacion y capacitacion sobre nuevas alternativas biotecnoldgicas para el mejoramiento
de los procesos de produccién del entorno piscicola, por ende es necesario la contextualizacion y
la divulgacion a la comunidad académica y cientifica sobre la informacidn concerniente a procesos
de criopreservacion aplicados a las especies como Prochilodus magdalenae (Bocachico),
Pseudoplatystoma magdaleniatum (Bagre rayado), Piaractus brachypomus (Cachama blanca) y

Brycon amazonicus (Yamu) con potencial piscicola del pais.

Con respecto a la crioconservacion de semen de peces se puede mencionar que, “presenta
efectos que disminuyen la calidad espermatica y comprometen directamente la capacidad de la
célula para participar exitosamente en los procesos de fertilizacion. Las caracteristicas como
movilidad y capacidad de fertilizacion del espermatozoide, son considerados criterios de calidad,
que permiten medir el éxito o el fracaso” (Martinez & Pardo, 2010). Por estas caracteristicas, se
sugiere seguir investigando sobre estos procesos para comprender la metodologia, procurando que
sean menos nocivos y mas eficientes con miras a estandarizar los protocolos en la crioconservacion
de semen de especies ictica. (Especialmente aquella que estd en peligro de extincion).
Adicionalmente cabe destacar, que los protocolos de crioconservacion, reproduccién y voliumenes

de semen estan sometidos a legislaciones cada vez més exigentes.

El proceso de crioconservacion, enmarcado en el mejoramiento de los parametros productivos de
la piscicultura en el pais son relativamente nuevos y la informacion existente referente al manejo
de curvas de descongelacion y volimenes de empague es escasa. Las investigaciones realizadas en
este campo generalmente buscan brindar informacion acerca de la efectividad de crioprotectores
internos y externos asi como su porcentaje de inclusion dentro de la solucion crioprotectora. Debido
a lo anterior el presente manuscrito busca dar a conocer algunos registros y resultados de curvas de

descongelacion y volumen de empaque, utilizado en especies nativas con importancia comercial,
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con el fin de dilucidar la importancia de estos puntos claves en el desarrollo de protocolos de

crioconservacion.
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2 Justificacion

Los protocolos de crioconservacion de semen empleados con especies icticas nativas de
Colombia, son realizados con la finalidad de generar un mayor rendimiento en la produccion. Un
aumento en las poblaciones vulnerables a la extincion, reduccion del numero de reproductores,
mejoramiento en la rentabilidad en relacion costo/beneficio y garantizar semen durante cualquier
época del afio. Es por esto, que brindar la informacion existente sobre el impacto generado por
variables zootécnicas como volumen de empaque y curva de descongelacion, podrian impulsar el

mejoramiento de los procesos reproductivos para especie de importancia comercial.

En términos generales la actualizacion y divulgacion constante de informacion en el marco
de la criobiologia enfocada en peces, permitira generar conocimientos a las nuevas generaciones
de profesionales Zootecnistas de la Universidad de Cundinamarca. Enfocados en el area de la
piscicultura, ayudando al desarrollo de la produccion del pais. Por lo tanto la inseminacion artificial
en peces juega un papel importante en las producciones, generando innovacion para el
mejoramiento y la eficiencia productiva, pretendiendo dar una vision clara a métodos reproductivos
artificiales, como la crioconservacion de semen de peces. Lo que hace pertinente la ejecucion de la

presente propuesta de trabajo de grado.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Describir con base a la literatura, la influencia que tiene la curva de descongelacion y el
volimenes de empaque, en los protocolos de crioconservacion de semen de especies icticas nativas

de Colombia, con fin comercial.

3.2 Objetivos especificos

Compilar investigaciones de los diferentes protocolos existentes de crioconservacion en los

volimenes de empaque y curvas de descongelacion.

Definir los dafios que ocasionan las curvas de descongelacién en la crioconservacion de

semen de peces.

Identificar variables de fertilidad y movilidad espermatica, como desempefio reproductivo

para estimar la viabilidad del semen post descongelacion con dichas curvas.
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4 Marco teorico

4.1 Anatomia y fisiologia del aparato reproductor del pez macho.
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Figura 1. Estructura Aparato Reproductor. (1995) Jobling*

4.1.1 Testiculo

En peces teledsteos la gonada deriva de un solo primordio germinal donde por medio de un
conjunto de células embrionarias sufre un proceso de meiosis formandose sin que en ello aporte
significativamente el mesonefro (Carrillo, 2009). Son 6rganos pares de color blanco, estan unidos
entre si por un tejido pigmentado adherido a la vejiga natatoria localizados ventralmente, los
testiculos se unen hacia la region caudal, dando origen a un conducto deferente corto (Soria, 2003).
Son drganos pares situados en posicion dorso lateral, una a cada lado del mesenterio dorsal, en la
cavidad peritoneal. “Los testiculos de los teledsteos son dos érganos alargados y unidos por la

pared dorsal de la cavidad corporal. El espermiducto sale de la superficie medio dorsal posterior

! Esquema utilizado para referenciar la estructura generalizada de los testiculos lobulares observada en la mayoria de las especies
de teledsteos.
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de cada testiculo y desemboca en la papila urogenital, situada entre el recto y los ductos urinarios”
(Carrillo, 2009).

Son productores de esteroides sexuales, con capacidad de almacenamiento de
espermatozoides, la cantidad depende de su estado de maduracion, permanecen estaticos
conservando su trifosfato de adenosina (ATP) para cuando se transporten hasta el poro urogenital
(Montoya et al, 2006). La estructura testicular varia entre las especies, distinguiéndose en dos tipos
béasicos, lobulares y tubulares, segun la diferenciacion de tejido conjuntivo (Castro, 2011). El
I6bulo seminifero, estd relacionada con la ausencia del epitelio germinativo verdadero y
permanente en el lébulo, por esta caracteristica el término 1ébulo es usado para teledsteos y el
término tabulo (que si tiene epitelio permanente) es usado para mamiferos. La estructura testicular
se puede clasificar teniendo como criterio la distribucion de las células germinales (Huayta &
Marie, 2014).

La célula espermatogonial irrestricta, se ubica en todo el I6bulo seminifero y la
espermatogonial restricta, se localizan s6lo en el extremo ciego de los lébulos o en la periferia. En
ambos tipos el desarrollo de las células germinativas se produce de manera sincronica dentro de

los cistos germinativos delimitados por las células de Sertoli (Montoya et al., 2006).

4.1.2 Células germinativas o reproductivas

Las espermatogonias son células madre especializadas en diferenciarse para dar lugar a los
espermatozoides, se dividen en: Espermatogonias primarias, son las que presentan mayor tamafo
de la ceélula de forma esférica, presentan un citoplasma abundante y tienen nucléolo.
Espermatogonias secundarias, son de menor tamafio y se agrupan en cistos. Las espermatidas se
generan a partir de la segunda division meiotica. Los espermatozoides son las de menor tamafio de
la linea germinativa y no son semejantes a los otros tipos de células (Atencio et al, 2013). Las
celulas de Sertoli o llamadas cisticas son células somaticas intralobulares no germinales, son
grandes con forma ovoide o triangular tienen un nucleo claro se encargan de regular a las células
de Leydig siendo estas las que segregan testosterona. Cada uno de los testiculos presenta un
conducto deferente el cual se fusionan y posteriormente desemboca en el poro genital (Cardenas &
Barrera, 1998)
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4.2 Espermatogénesis y Regulacion Endocrina

La espermatogenesis es la multiplicacion de las espermatogonias, formacion de
espermatocistos, division celular y espermétidas. La espermatogénesis es el paso de espermétida a
espermatozoide. Representa la fase post meidtica de la espermatogénesis. Los quistes de
espermatidas, en diferentes estados de maduracion, se encuentran a lo largo de los tubos
seminiferos (Anzola et al, 2001). Durante la espermatogénesis se puede observar la compactacion
del contenido nuclear, la formacion de la pieza media y el desarrollo del flagelo. Asi mismo, en la
espermiacion las células de Sertoli se separan y los espermatozoides son liberados a la luz de los
I6bulos, se mantienen hidratados por los fluidos seminales y para finalizar presentan la liberacién
del semen (Anzola et al, 2001).

La reproduccién es un proceso que involucra diferentes interacciones como el ambiente,
causas neuronales, hormonales y nutricionales, sincronizando acciones desde el eje Hipotalamo-
Pituitaria-Gonadas (Agostinho et al, 2016). La Hormona Gonadotropina Foliculoestimulante
(GTH-I1) contribuye a la espermatogénesis, mientras que la Hormona Gonadotropina Luteinizante
(GTH-11) esta relacionada con el crecimiento gonadal, en la produccién de esteroides sexuales y
de esperma (Fex et al, 2019). En los peces, el sexo cromosomico no siempre corresponde con el
sexo fenotipico (Alegria & Chaube, 2015). En peces participa muy poco el mesonefro, sin
desarrollar conductos de Mdiller ni de Wolff, en su lugar los primordios gonadales, presentan
crecimiento somatico que formara una cavidad sin diferenciacion sexual (Saidou et al, 2016). Las
células germinales primordiales son los precursores de los ovocitos y espermatocitos, se
caracterizan por ser la Unica capaz de retener verdaderamente la capacidad de desarrollo
pluripotencial luego de la gastrulacion (Stevenson et al, 2016). Si un mayor nimero de células
germinales llegan a la cresta genital, son las que determinaran si se consolida como un ovario o si
por laactividad de la hormona antimulleriana (AMH), la inhibicion de la aromatasa y la produccion
de andrdgenos, la cresta se transformaré en un testiculo (Saidou et al, 2016). Morfol6gicamente el
sistema reproductor esta relacionado con el rifion, donde el conducto de Wolff conduce orina y la

gonada se abre hacia el celoma, permitiendo la salida de gametos por el poro urogenital conectado
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al conducto de Wolff en los machos, el conducto de Miller desaparece y los espermatozoides
usaran el conducto de Wolff y la orina usara un conducto accesorio (Rodriguez et al, 2018).

4.3 Criopreservacion de semen en peces

4.3.1 Generalidades de la crioconservacion

La criopreservacion o crioconservacion es la rama de la criobiologia (estudio de la vida a
bajas temperaturas) por medio de la cual se espera prolongar indefinidamente el potencial total de
vitalidad y las funciones metaboélicas normales de las células. Por medio de este proceso se busca
la estabilizacién de las células a temperaturas criogénicas generalmente de -196 °C en la que se
detiene la actividad metabdlica, permitiendo su preservacién por periodos de tiempo indefinidos
(Novoa, 2014). La crioconservacion seminal, ha evolucionado considerablemente desde el
descubrimiento de las propiedades crioprotectoras del glicerol en diversas investigaciones (Polge
et al, 2009). Permitiendo que el semen crio conservado sea utilizado y reconocido como método

para la reproduccion asistida en varias especies de animales (Ramirez, Medina, & Cruz, 2011).

A traveés de los afios los trabajos de crioconservacion de semen en peces han establecido
protocolos conducidos al mejoramiento del proceso de crioconservacion seminal (Song et al, 2004).
Sin embargo, los procesos de crioconservacion de semen muestran aun una viabilidad espermética
post descongelacion por debajo del 50% con relacion a semen fresco, lo cual ha sido relacionado
con una serie de factores y cambios biofisicos durante el proceso de congelacién y descongelacion
(Linhart et al, 2005). Esta técnica puede ser utilizada como herramienta para la conservacion de los
recursos genéticos en especies de peces comercialmente importantes y en peligro de extincion
(Martinez & Pardo, 2010). Permitiendo optimizar los procesos reproductivos en cautiverio, manejo
simplificado de los reproductores, aumentando frecuencia de reproduccion, reduccion de
extraccion de reproductores del medio natural y finalmente facilita la disponibilidad de semen, lo
que contribuye a la sincronizacion de los procesos reproductivos de machos y hembras de una
especie determinada (Ramirez, Medina & Cruz, 2011). Lo anterior supone que gametos y por tanto
alevinos de buena calidad estén disponibles dentro y fuera del periodo de la época de desove.
(Ramirez, Medina & Cruz, 2011).



PROTOCOLOS EXISTENTES EN VOLUMEN DE EMPAQUE Y CURV... 19

4.3.2 Aspectos a considerar en protocolos de crioconservacion

Al evaluar la efectividad de un protocolo de criopreservacion normalmente se tienen en
cuenta factores atenuantes como: volumenes de empaque, curvas de congelacion y descongelacion,
factores de dilucidn, entre otros; los cuales inciden sobre viabilidad celular, contenido de ATP,
Movilidad total, Integridad del ADN y variables de desempefio reproductivo (Cabrita et al, 2010).
A pesar de que la crioconservacion garantiza la supervivencia del espermatozoide, ocasiona dafio
irreversible a la membrana plasmatica debido principalmente a la formacion de cristales de hielo
en la célula espermatica o la despolarizacion de la membrana como consecuencia del intercambio
ionico, conllevando a la activacion y capacitacion espermatica espontanea (Bobe & Labbe, 2009).
La congelacion intracelular es letal para la célula dependiendo particularmente del tamafio y de la
cantidad de cristales de hielo formados en el citoplasma. Normalmente, altas velocidades de
enfriamiento producen cristales intracelulares pequefios que pueden llegar a ser inocuos; pero estos
pueden unirse y crecer durante la descongelacion por medio de un proceso denominado
recristalizacion. La integridad de la estructura y funcionalidad de la membrana plasmaética y la
mitocondria, asi como la movilidad son factores criticos en la fertilizacion de peces teledsteos, de
tal forma que pueden ser afectados por estos procesos de congelacion y descongelacién (Asturiano
et al, 2016).
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4.3.2.1 Crioprotectores y diluyentes

Tanto los diluyentes como los crioprotectores cumplen funciones especificas dentro del
proceso de crioconservacion, teniendo como fin mantener la viabilidad celular durante un periodo
determinado; cumpliendo funciones como incrementar el volumen del eyaculado, proteger al
espermatozoide de la accion téxica de los productos del metabolismo celular y de los cambios
bruscos de temperatura. Asi entonces encontramos diversas sustancias distribuidas en dos grupos
de acuerdo con su permeabilidad en la membrana, que pueden ser permeables o internos como
Dimetilsulfoxido (DMSO), Dimetilacetamida (DMA), Etilenglicol (EG) glicerol y 1,2-
Propanodiol. Y no permeables a las membranas celulares, yema de huevo, leche en polvo, 2-metil-
2, 4-pentanodiol, polivinilpirrolidona y hidroxietilalmidon y a diferencia de los productos quimicos
sintéticos 0 biomateriales (Alginatos, alcohol polivinilico y quitosano
) pueden utilizarse para impedir la formacion de cristal de hielo ademas, se pueden aplicar
antioxidantes y otros compuestos buscando intentar reducir la muerte celular en el ciclo de

congelacién y descongelacion (Krauskova et al, 2016).

4.3.2.2 Los crioprotectores no permeables

Son usados para remover osmdéticamente el agua intracelular, remplazandola por los
crioprotectores permeables durante el enfriamiento y adicionalmente para prevenir el choque
osmoético por medio del control de la rehidratacion intracelular durante la descongelacion. Una vez
los crioprotectores ingresan al citoplasma en favor del gradiente de concentracion, el fluido
intracelular puede ser enfriado a temperaturas entre -5 y —15°C, sin que ocurra la formacion de
cristales de hielo, debido a que estas sustancias disminuyen el punto de congelacién por medio de
la reduccion en la interaccion entre las moléculas de agua; a estos rangos de temperaturas los
cristales de hielo comienzan a formarse en el medio externo. Cuando las temperaturas descienden
por debajo de estos rangos, se inicia la formacion de cristales de hielo intracelular (Nomura et al,
2018).
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4.3.2.3 Los diluyentes

Son soluciones que tienen como funcion proteger la integridad del espermatozoide ante la
accion toxica de los productos generados por su propio metabolismo, asi como los cambios bruscos
de temperatura y el aumento en el volumen seminal. Existe una gran variedad de diluyentes y
meétodos empleados en la conservacion del semen de peces, con los cuales se busca prolongar la
viabilidad de la célula espermatica por un periodo corto de tiempo (refrigeracion) o
indefinidamente (congelacién) y aumentar el nimero de dosis inseminantes de un reproductor;
ademas proteger el espermatozoide de la accién toxica de agentes extrafios y de los cambios
bruscos de temperatura (Cuenca & Avellaneda, 2017).

4.3.2.4 Las curvas de congelacion y descongelacion

Teoricamente, la tasa de descongelacion debe ser similar a la de enfriamiento o congelacion,
sin embargo, hay una cantidad pequefia de hielo presente, cuando se utiliza una tasa de enfriamiento
Optimo, se produce una recristalizacion durante la descongelacién, formandose cristales de hielo
intracelularmente que son letales. Una alta tasa de calentamiento es empleada para disminuir el
grado de recristalizacion. Cuando la descongelacién es rapida, no existe el tiempo suficiente para
que la célula deshidratada absorba el agua que se perdio durante la congelacion (Nomura et al,
2018). Para las especies icticas nativas objeto de estudio, se reportan curvas de congelacion en
vapores secos de nitrogeno liquido usando pajillas de 0.5, 2.5 y 5.0 ml durante un periodo de 30
minutos, previo al proceso de criopreservacion (Atencio et al, 2015). Las temperaturas de
descongelacion utilizadas en la crioconservacion del semen en diferentes especies de peces son
muy amplias, desde temperaturas cercanas a las de refrigeracion de 4°C hasta temperaturas por
encima de los 80°C (Ramirez, Medina & Cruz, 2011). La técnica de descongelacion es esencial
para no destruir la célula debe ser tan lenta como para permitir la rehidratacion; pero tan rapida
como para que los cristales no se expandan demasiado durante la descongelacion, procesos

fisicoquimicos toman lugar en orden inverso.

Lo anteriormente expuesto en el proceso del semen post-descongelacion, evidencia los

posibles dafios sufridos por los espermatozoides durante el proceso de congelacion y
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descongelacion, considerado como uno de los parametros méas sensibles durante la
crioconservacion. La descongelacion se efectia por inmersidon en bafios de agua, durante este
proceso son importantes el control de los tiempos y la temperatura, con el fin de disminuir el efecto

de recristalizacion y el efecto por el cambio térmico (Ramirez, Medina & Cruz, 2010).

Concretamente, se evalUa caracteristicas seminales como movilidad espermaética, viabilidad
y fertilidad; valores que se contrastan con los datos del semen fresco o in situ; en especies como

Xyrauchen texanas (Tiersch et al, 1998), muestran valores muy bajos, en contraste con lo

observado en Cachama blanca (Piaractus brachypomus) y Yamu (Brycon amazonicus), las cuales
mostraron en general valores mayores a 40% (Velasco, Medina & Cruz, 2006). Otros autores como
Atencio-Garcia, Reportaron buenos resultados de fertilidad (60.4%) y eclosion (50.1%) para semen
crioconservado de Bocachico con DMA 8%, descongelado bajo una curva de descongelacién de
60°C por 45 segundos (Atencio et al, 2013), este mismo autor reporta curva de descongelacion de
35°C por 90 segundos, al evaluar el semen crioconservado de Sorubime cuspicaudus con ETG 5%,
con buenos indices de desempefio reproductivo (Atencio et al, 2015). En Pseudoplatystoma
metaense registraron tasas de fertilidad hasta un 79% con semen criopreservado (Ramirez, Medina
& Cruz, 2011).

4.3.2.5 Volumen de empacado de pajillas

Tradicionalmente se ha utilizado pajillas de empaque de 0.25ml y 0.5ml en los procesos de
crioconservacion de semen de varias especies (peces), para fertilizar pequefias cantidades de
ovocitos (Lahnsteiner et al, 1996). Sin embargo, el congelamiento de semen en grandes volumenes
fue reportado por primera vez en mamiferos, mostrando resultados satisfactorios en toros y cerdos
(Torreta et al, 1996). La posibilidad de criopreservar espermatozoides en grandes volimenes, sin
perdidas en la calidad y la fertilidad, podria facilitar la aplicacion de la crioconservacion a gran
escala en la industria de la acuicultura como una ayuda para la gestion de reproductores o para la
creacion de bancos de semen (Nomura et al, 2018). Implicando varias dificultades técnicas, el uso
de pajillas de gran tamafio causa una meseta de punto de congelacion mas prolongada y puede

causar tasas de enfriamiento retrasadas y desiguales dentro de una pajilla, lo que resulta en un
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mayor porcentaje de dafio celular y una menor motilidad del esperma después de la descongelacion
(Martinez & Pardo, 2013).

Por tanto, para mantener la viabilidad espermatica post descongelacién al pasar desde un
recipiente de congelacion tradicional de volumen pequefio (pajilla de 0.25 ml) a un recipiente de
congelacion de gran volumen (pajilla de 2.5 y 5 ml), es necesario ajustar las condiciones de
congelaciéon y descongelacion en pajillas de mayor volumen, para obtener las condiciones

adecuadas para las especies de estudio (Nomura et al, 2018).

La crioconservacion de espermatozoides en gran volumen se ha utilizado con éxito para
varias especies de peces como: “Pseuardocanx dentex” (Richardson et al, 1999), “Oncorhynchus
mykiss” (Cabrita et al, 2001), “Scophthalmus maximus,” (Song et al, 2004) “Beryx decadactylus”
(Qinghua et al, 2006). ”Cyprinus_carpio,” (Horvath et al, 2007) “Gadus morhua,” (Butts et al, 2011)
“Hippoglossus hippoglossus,” (Ding et al, 2011) “Oncorhynchus mykiss,” (Lahnsteiner et al, 2011)

“Salmo trutta lacustris, Salvelinus alpinus,” (Richardson et al, 2001) “Polyodon spathula” (Brown
& Mims, 2007) y “Silurus glanis” (Bart, Wolfe, & Dunham, 2011), entre otras.

Dichas técnicas utilizaron recipientes de congelacion de 2 0 5.0 ml para aumentar el nimero
de espermatozoides almacenables, que ha demostrado ser aceptable y rentable en la fertilizacion a
escala comercial. Alternativamente, el volumen de esperma preservado podria mejorarse
adoptando estandares de relacion de dilucion mas bajos (Ding et al, 2011). En un estudio mas
reciente se evalu6 el semen crioconservado de Cyprinus carpio utilizando pajillas de 10ml y
descongelaciones a 40°C durante 4 minutos, reportan datos prometedores de calidad seminal
referente a velocidad linea recta (VSL) con dos métodos, uno de Grayling 45£3 micrometros
(um/s) y el método Pike con 3844 (um/s) generando diferencia significativa en la investigacion

para la produccién a gran escala en dicha especie (Varkonyi et al, 2018).
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4.4 Dafos celulares en el proceso de crioconservacion de semen de peces

La dilucién del esperma en las soluciones crioprotectoras, asi como las curvas de
congelacion y descongelacion, producen cambios en la célula, deteriorando la calidad espermatica,
los cambios en la osmolaridad externa provocan dafios en la estructura y funcionalidad celular,
generalmente la hiperosmolaridad induce alteraciones en el tamafio de las células (Atencio, 2015).
El dafio celular es observado, cuando se utilizan tasas lentas de congelacién, relacionandose con la
exposicion y la eliminacién de las condiciones hiperténicas, causadas por los crioprotectores,
considerando que un aumento en la tasa de congelacion reduce al minimo el tiempo de exposicion
del semen a las soluciones y por tanto se esperaria una disminucién del dafio ocasionado por el
desequilibrio osmatico (Atencio, 2015).

La magnitud de dafios criogénicos puede resultar en la disminucion de la movilidad, la
velocidad y la fertilidad, en el proceso de crioconservacion se ocasionan dafios morfologicos, dafio
en la mitocondria, dafio en el DNA y deterioro fisioldgico. En general todos los dafios son causados

por desbalance osmdtico interno y formacion de cristales de hielo. (Atencio, 2014).

4.4.1 Dafio Morfologico

Los procesos de crioconservacion tienen una influencia significativa sobre: morfologia,
integridad y funcion del espermatozoide. Entre estos, la integridad de la membrana plasmatica y la
funcién de la mitocondria son los dos factores mas importantes para mantener la viabilidad del
espermatozoide (Ramirez, Medina, & Cruz, 2010). Se han observado dafios morfoldgicos por
procesos criogénicos en la ruptura de la membrana plasmatica, en la cabeza, en la pieza media y
cola, en la mitocondria ocasionado por la pérdida de la envoltura densa y la formacion de
protuberancias en el flagelo y la cabeza en la pérdida de cromatina nuclear (Espinoza, 2003).
Ocasionando baja viabilidad y bajas tasas de fertilidad por dafios morfoldgicos (Ramirez, Medina,
& Cruz, 2010).
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4.4.2 Dafno en la Mitocondria

“Las alteraciones de la membrana plasmatica implican perdidas en la posibilidad de fusion
entre el espermatozoide con la membrana del oocito siendo afectada la mitocondria para transmitir
la energia, afectando la funcionalidad de la movilidad espermatica” (Ramirez, Medina, & Cruz,
2010). Es claro que el inicio de la activacion espermatica en peces implica una constante
fosforilacion oxidativa de ATP, incluso durante el mantenimiento de todo el proceso de movilidad.
Los dafios en mitocondria causarian una disminucion considerable de la movilidad espermatica
debido a que podrian afectar la sintesis de proteinas involucradas en la produccién energética
celular, ocasionando perdida de ATP del espermatozoide tanto en el proceso de congelacion y post
descongelacion siendo crucial en el momento de movilidad post descongelacion (Martinez &
Pardo, 2010). No obstante los dafios en la mitocondria, presenta oxidacion lipidicay reduccion del

potencial en la membrana.

4.4.3 Dafno del DNA

Los dafios en ADN causados se han reportado en diferentes procesos de crioconservacion, asi
mismo se ah reportado en varias especies de animales como peces (Zilli et al., 2003), primates (Li
et al., 2007), caprinos (Peris et al., 2004) e incluso en humanos (Sharma, Said & Agarwai, 2004).
Los procesos de congelacion y descongelacion del DNA genera un dafio en la integridad o
fragmentacion del DNA se entiende como las anormalidades que sufre la estructura de la cromatina
espermatica, debido a las diversas condiciones ambientales a las cuales una célula esta sometida
(Atencio, 2015). La integridad del DNA espermatico esta asociado al éxito de la fertilizacion, el
desarrollo normal de los embriones resultantes o su descendencia (Portella & Gonzales, 2016). Los
dafos en el DNA son respuesta a la oxidacion y a procesos mecanicos, es decir, la fragmentacion
del DNA por la generacion de ROS (estrés oxidativo), pueden ser generados por la modificacion
de las histonas que acttan en el DNA. (Atencio, 2015). El dafio en el genoma, impide los procesos
de replicacion y la transcripcion de genes mitocondriales, asi mismo, impide la sintesis de proteinas
claves para el desarrollo de la produccién energética acarreando como consecuencia la disminucion

de la movilidad o la inmovilidad espermatica. Los dafios en el proteoma se traducen en la
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interrupcion de la cascada de fosforilacion y activacion enzimatica afectando la movilidad del
espermatozoide, asi como la capacidad de fertilizar (Pardo & Martinez, 2010).

4.4.4 Deterioro Fisioldgico

Se veran reflejados en los movimientos circulares en el tiempo de activacion, reduce la
velocidad del nado y disminuye la probabilidad de que el espermatozoide alcance el micropilo
(Tabares, Tarazona, & Olivera, 2005). El criodaiio morfoldgico del espermatozoide podria explicar
la baja viabilidad y las bajas tasas de fertilidad en contraste con lo reportado para semen fresco
(Ramirez, Medina, & Cruz, 2010).

4.5 Criopreservacion de semen de peces en Colombia

Los intereses de investigacion de crioconservacion en peces han sido dirigidos
principalmente a tres topicos: la estandarizacion de los protocolos de congelacidon que permitan
alcanzar tasas de fertilizacion cercanas a las obtenidas con semen fresco; la evaluacion de
sustancias crio protectoras que disminuyan los efectos toxicos y de crio dafios sobre las células
espermaticas y la extrapolacién de resultados entre las diferentes especies icticas para encontrar
puntos de similitud. El efecto de variables tales como volumen de la pajilla y la temperatura de
descongelacion, sobre los porcentajes de fertilidad alcanzados, no ha sido evaluado
metodoldgicamente, no existiendo suficiente informacion sobre lo que sucede a nivel celular
(Medina, Velasco, & Cruz, 2015).
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4.5.1 Protocolos empleados en algunas especies icticas nativas de interés comercial en

curva de descongelacion y volumen de empaque.

Las ventajas de desarrollar la piscicultura con especies nativas, estan enfocado por la
adaptacion de estos peces al clima, a la calidad del agua de la region y por la facil comercializacién
que se genera en la poblacion. Entre estas especies se destaca por su potencial en la piscicultura

continental las especies redfilicas.

La reproduccion en cautiverio evita la presion pesquera sobre alevines o larvas, la
produccién de grandes lotes de alevines o larvas de tamafio homogéneo facilita su manejo posterior
en las instalaciones, y la produccién de estos lotes en diferentes momentos del afio, sin la restriccion
del periodo reproductivo natural de las especies. Las reproducciones pueden realizarse con
tratamientos hormonales y con un control en los parametros ambientales, fundamentalmente de la
temperatura del agua y del fotoperiodo (Rodriguez & Moreno, 2013). Estos resultados son
generados a partir de las Gltimas investigaciones en cada una de las especies icticas mencionadas,

buscando optimizar los existentes protocolos para la calidad seminal.

El desempefio del semen crioconservado serd abordado en especies icticas como:
Prochilodus magdalenae (Bocachico) Pseudoplatystoma magdaleniatum (Bagre rayado),
Piaractus brachypomus (Cachama blanca) Brycon amazonicus (Yamu), al ser sometidas a curvas

de descongelacion planteadas por distintos autores.
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4.5.1.1 Bocachico (Prochilodus magdalenae)

Figura 2. Bocachico Macho. (2015) Atencio-Garcia Victor

Es una especie endémica que aparece reportada en el libro rojo de las especies
dulceacuicolas de Colombia, en categoria de peligro critico, su tamafio es mediano, su boca es
pequefia carnosa y prominente, lo cual hace referencia a su nombre comun (Mojica et al, 2012). Se
generan acciones de repoblamiento con précticas biotecnoldgicas reproductivas (Hernandez,
Navarro & Mufioz, 2017). Obteniendo periodos de reproduccién con mayor actividad, entre
octubre y marzo épocas de lluvia (Roa & Villa, 2019). Durante la época de reproduccion, hace
migraciones conocidas como subienda, desplazandose desde las ciénagas, donde se cria y se
desarrolla en la parte alta de los rios donde se reproduce. Durante este proceso sus génadas terminan
de madurar. Asi mismo, realiza un proceso de migracion de retorno a las ciénagas llamadas
“bajanza”; Estas migraciones durante el afio estan sujetas a cambios en las condiciones fisicas y

quimicas del agua, los cuales estan influidos por el periodo de lluvias (Zapata & Usma, 2013).

Existen algunos reportes para curvas de congelacion, para la especie de Bocachico, como
el registrado por Pérez-Almanza 2010, utilizando una curva de descongelacién de 60 grados
centigrados por 45 segundos, empacadas en pajillas de 5ml. Este autor reporta, porcentajes de
desempefio reproductivo para la especie, obteniendo fertilidad de 60.4% y de eclosion de 50.1%.
En general, se encontré que a medida que se aumentd la concentracion de Dimetilacetamida,
aumento la toxicidad lo cual implica una disminucion en la tasa de fertilizacion y eclosion; por lo

que los resultado del presente estudio sefialan que Dimetilacetamida 8%, glucosa 6% y yema de
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huevo de gallina 12%, es una alternativa viable para la crioconservacion de semen de bocachico
con buenos resultados de fertilizacion y eclosion (Perez, Atencio, Espinosa, & Pardo, 2013). Asi
mismo, Atencio 2015 utilizo una curva de descongelacion a 60 grados centigrados por 45 segundos,
empacadas en pajillas de 5ml. Este autor reporta porcentajes de sobrevivencia larval de 19,5% asi
mismo el desempefio reproductivo para la especie en términos de fertilidad fue de 70.0%, y de
eclosion de 48.6% (Atencio et al, 2015). Cano 2019, para (Prochilodus magdalenae) Bocachico de
la cuenca de magdalena, utilizo curvas de descongelacion a 35 grados centigrados por 60 segundos,
empacadas en pajillas de 0.5ml. Este autor reporta porcentajes de desempefio reproductivo,
fertilidad de 31.6+8.5% y de eclosion 22.2+8.1%, este autor propone que ese dato es obtenido por
el tratamiento con glucosa 6%, la cual se le agregd 10% Dimetilsulfoxido y 12% yema de huevo
(Cano, 2017).
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4.5.1.2 Bagre rayado (Pseudoplatystoma magdaleniatum)

Figura 3. Bagre Rayado Macho. (2015) Atencio-Garcia Victor.

Es representativo de la cuenca del rio Magdalena en Colombia, es endémico, las
caracteristicas de su cuerpo son: Alargado, muy comprimida de forma aerodindmica y sin escamas,
cabeza grande y achatada valioso tanto econdmico y ambiental, actualmente estd bajo amenaza

debido a la pesca indiscriminada y la degradacion de su nicho ecol6gico (Lozano et al, 2017).

A partir de las Gltimas investigaciones de crioconservacion, se registro para Bagre rayado,
curva de descongelacién a 35 grados centigrados por 90 segundos, empacadas en pajillas de 2.5
ml. Herrera (2019). Este autor reporta porcentajes de desempefio reproductivo en movilidad total
de 72,6+17,1%, en tiempo de activacion 31,2+2,1 segundos, en términos de fertilidad fue de
40.2+3.4%, y de eclosion 22.6+0.7% (Herrera et al, 2019). En el 2016, Atencio, Espinosa y Prieto
registraron los siguientes datos, utilizando pajillas de 2.5ml para una curva de descongelacién de
35 grados centigrados por 90 segundos, obteniendo porcentajes de movilidad espermatica con
semen descongelado de 43,1+2,6% por las siguientes caracteristicas del diluyente, conformado por
Dimetilsulfoxido al 6% y lecitina de soya al 6%, logrando un tiempo de activacion de 40 segundos
promedio. Alternativa viable para la crioconservacion de semen de (Pseudoplatystoma
magdaleniatum) (Atencio et al, 2016). Ramirez 2011, utiliz6 curvas de descongelacion de 35 grados
centigrados por 60 segundos, empacadas en pajillas de 0.5 ml. Este autor reporta porcentajes de
desempefio reproductivo en términos de movilidad espermatica de 90% con tiempo de activacion

de 48,9+1,4 segundos y de fertilidad de 79,6+2,1% este semen fue sometido al tratamiento de 10%
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Dimetilsulfoxido, 5,5% de glucosa y 5% de leche entera en polvo. Estos resultados permiten
obtener una idea para establecer un protocolo de descongelacion con resultados aceptables para la

reproduccion artificial de bagre rayado (Ramirez, Medina & Cruz, 2011).

4.5.1.3 Cachama Blanca_(Piaractus brachypomus)

Figura 4. Cachama Blanca. (2015) Departamento de Ciencias para la Produccion Animal.

Es propio de la Amazonia, destacado por ser la especie nativa de mayor produccion en
Colombia, su coloracion es grisacea con reflejos azulosos, abdomen blanquecino con ligeras
manchas anaranjadas. Inicia su reproduccion al inicio de marzo hasta mediados de junio (Suarez,
Medina, & Cruz, 2019).

Los resultados encontrados, son a partir de procesos de crioconservacion, los reportes para
curva de congelacion para la Cachama blanca, registrado por Navarro en 2004, donde utilizo una
curva de descongelacion a 35 grados centigrados por 80 segundos, en pajillas de 0.5ml. Este autor
reporta porcentajes de desempefio reproductivo con leche entera en polvo 15g, agua destilada 100
ml y Etilenglicol 5% como diluyente, dando resultados de 70.0% de fertilidad (Navarro, Velasco,
& Cruz, 2003). Asi mismo Fresneda, Lenis, Olivera y Agudelo el mismo afio reportaron, un método
de descongelamiento a temperatura ambiente de 28 grados centigrados, empacadas en pajillas de
5ml, obteniendo desempefio reproductivo con movilidad espermaética total de 78.2+6.4%, un
tiempo de activacion de 151.9£26.4 segundos, en fertilidad fue de 70.7% Yy eclosion 70.7%. Estos
resultados son dados a partir del manejo del crioprotector con metanol, sin embargo,
Dimetilsulfoxido presenta bueno resultados y no tienen diferencia significativa (Fresneda et al,
2003). Ramirez—Merlano 2011 utilizo curvas de descongelacién a 35°C grados centigrados en 80
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segundos, empacadas en pajillas de 2.5 ml o 5ml. Este autor reporta porcentajes de desempefio
reproductivo en términos de fertilidad de 71.0%, los porcentajes méas altos de motilidad post-
descongelacion fueron observado en esperma crio preservado con Dimetilsulfoxido al 10%
(Ramirez, Cruz & Robles, 2011).

4.5.1.4 Yamu (Brycon amazonicus)

Figura 5. Yamu Macho (2020) Landinez.

Es un pez endémico de Colombia, es una especie redfilica nativa de la cuenca del Amazonas
(Maldonado, Vari, & Usma, 2008). Es considerada una especie con potencial de interés comercial,
debido a su tamafio, rapido crecimiento, alimentacion omnivora y aceptacion de alimentos
artificiales (Atencio et al, 2017). Es un pez de excelente carne. Se maneja su reproduccion
artificial, los estanques deben ser en lugares de clima tropical puede alcanzar los 8.4 cm de longitud

en cautiverio (Mercado, Garcia, & Rosado, 2003).

Existen algunos reportes para curvas de congelacion de (Brycon amazonicus) Yamu, como
el registrado por Velasco, Medina y Cruz 2006, utilizando una curva de descongelacion de 35
grados centigrados, durante 90 segundos, empacadas en pajillas de 0.5, 1.8, 2.5 y 4.0ml. Este autor
reporta porcentajes de fertilidad 48+2%, 51+2%, 52+,2% y 54+3% Yy no tienen diferencia
significativa, su diluyente, es en una proporcion (1:4) de solucion de glucosa, yema de huevo y
Dimetilsulfoxido, obteniendo porcentajes de fertilidad similares (Cruz, Medina & Velasco, 2006).
Asi mismo, utilizaron curvas de descongelacion de 35 grados centigrados en 60 segundos,
empacadas en pajillas de 0.5ml dando resultados de movilidad total 76+2.4% y tiempo de
activacion de 88.2+6.1 segundos, obteniendo fertilidad de 50+1.4%. Determinando que el semen

de la Yamu crioconservado se obtuvo con los siguientes diluyentes, Dimetilsulfoxido 5% y
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Propilenglicol al 3.75% (Cruz, Medina & Velasco, 2006). Existen reportes donde el semen
obtenido fue evaluado y diluido en una proporcién de (1:4) en una solucién de 5,5% en glucosa,
12% en yema de huevo y 10% de Dimetilsulféxido, empacado en pajillas de 0.5ml, el desempefio
en porcentajes de fertilidad con mejor resultado fue de 52+3% con una curva de descongelacién de
35 grados centigrados en 60 segundos, cabe mencionar que la fertilidad no fue afectada por el
volumen de empaque cuando se utilizaron 35°C como temperatura de descongelacion (Medina,
Velasco & Cruz, 2007).

En Colombia, los estudios de crioconservacion de semen de peces nativos son recientes y
se han orientado principalmente a la estandarizacion de protocolos de congelacion, evaluacion de
crio protectores y diluyentes para disminuir los efectos tdxicos y el crio dafio sobre la célula

espermatica (Martinez, Atencio & Pardo, 2011).
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5 Disefio Metodoldgico

Para la compilacion de la informacion de la monografia se tuvo en cuenta el método
deductivo por medio de una investigacion descriptiva, por revisiones bibliogréficas en articulos de
revistas indexadas, plataformas: Universidad de Cundinamarca base de datos: Science Direct,
Scopus y Facultad de Ciencias Agropecuarias. Universidad de Coérdoba base de datos:
AQUASTAT. Otras plataformas como Scielo, Google académico, Redalyc, dial net, donde se
encontraran informacion sobre la estandarizacion en especies icticas nativas como Prochilodus
magdalenae (Bocachico) Pseudoplatystoma magdaleniatum (Bagre rayado),  Piaractus
brachypomus (Cachama blanca) Brycon amazonicus Yamu) asi mismo protocolos de
crioconservacion, donde se evidencia proceso de mejoramiento animal y obtencion de gametos en
todas las épocas del afio entre esas esta la curvas de descongelacién, enfocada en los grados
centigrados y el tiempo 6ptimo para generar un descongelamiento adecuado para la estructura de
la célula y el volumen de empaque, esta relacionado en proporciones de semen/diluyente asimismo

peces y fertilidad.

—Generalidades de la —
reproduccion: Anatomia y
fisiclogia del macho.

. .. Importancia, Poblacion o Eval d
Crioconservacion de ventajas v dafios en &l _ ohjetivo —*Psicicultura —* Aluando
[ ]
SEMEN en peces proceso de crioconservar i
Eficienca
bistecnologica
L
MATRIZ DE
ESTUDHO
v
Curva descongelamiento,
Metodos de volumen de Empagque y
crioconservacion de fertilidad.

- especies icticas -

Figura 6. Metodologia (Espejo, 2020).
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6 Impactos Esperados

El impacto social de esta monografia esta enfocado en la comunidad académica, cientifica
y productores piscicolas relacionado en temas de reproduccién de peces; esto con el fin de
compartir la informacion suministrada, y estén contextualizados para generar nuevas

investigaciones, que puedan transformar e innovar procesos en la produccién piscicola.

El impacto econdmico esta enfocado en los pardmetros zootécnicos en protocolos de crio
conservacion que permiten resultados de calidad, generando el interés de patrocinadores y otras

fuentes de financiacion de proyectos.

Los impactos que se busca tener en el tema del medio ambiente, estd enfocado en
disponibilizar informacién como un aporte a la problematica relacionada con protocolos de
crioconservacion de semen de algunas especies icticas nativas que estan en riesgo de extincion, o

en alguna condicion critica.

El impacto esperado en la formacion de recursos humanos es generado a partir de aumentar
nuevos conceptos, con el fin de crecer como persona y como profesional. Ganando habilidades y

ampliando los conocimientos en el area de la Biotecnologia en la reproduccién animal.
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7 Conclusiones

Tal como esta investigacion lo ha demostrado, la técnica de descongelacion es esencial para
no destruir la célula, debe de ser tan lenta para permitir la rehidratacion, pero tan rapida para que

los cristales de hielo no se expandan demasiado durante la descongelacion.

Los volimenes de empaque méas empleados, en tema de crioconservacion, estan entre 2mi
a 5ml. Pues presenta mayor concentracion de espermatozoides almacenados y un aumento en la

fertilizacion a gran escala.

Los dafios comUnmente observados, son ocasionados a partir de desbalances osméticos
internos y por la formacion de cristales de hielo. Generando dafios morfolégicos, dafios en la

mitocondria, dafios en el DNA y en el deterioro fisiologico.

Para Prochilodus magdalenae el protocolo con mejores resultados encontrados en esta
investigacion fue con Dimetilacetamida 8%, glucosa 6% y yema de huevo de gallina 12% con una
curva de descongelacion de 60 grados centigrados por 45 segundos, empacadas en pajillas de 5ml.
obteniendo fertilidad de 60.4% Yy de eclosion de 50.1%.

Para Pseudoplatystoma magdaleniatum con mejor resultado fue desarrollado a partir del
10% Dimetilsulfoxido, 5,5% de glucosa y 5% de leche entera en polvo. Con una curva de
descongelacion de 35 grados centigrados por 60 segundos, empacadas en pajillas de 0.5 ml.
Movilidad espermatica de 90% con tiempo de activacion de 48,9+1,4 segundos y de fertilidad de
79,6+2,1%.

Para Piaractus brachypomus el protocolo con mejores resultados encontrados en esta
revision fue por descongelamiento a temperatura ambiente de 28 grados centigrados, empacadas

en pajillas de 5ml, obteniendo desempefio reproductivo con movilidad espermatica total de
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78.2+6.4%, un tiempo de activacion de 151.9+26.4 segundos, en fertilidad fue de 70.7% y eclosion
70.7%. Estos resultados son dados a partir del manejo del crioprotector con metanol y

Dimetilsulfoxido.

Para Brycon amazonicus mas representativo en la compilacion de esta investigacion, se
encontrd una curva de descongelacion de 35 grados centigrados, durante 90 segundos, empacadas
en pajilla de 4.0ml. Reportando porcentajes de fertilidad de 54+3%. Manejaron una proporcion

(1:4) de solucidn de glucosa, yema de huevo y Dimetilsulféxido.
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Recomendacién

Se sugiere seguir investigando la reproduccion en especies icticas de interés comercial, en
temas de crioconservacion. Esto con el fin de mejorar el desempefio reproductivo, en tema de

fertilidad y eclosion.
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