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Resumen

La criopreservacién permite la conservacion de recursos genéticos de peces en peligro
de extincién y mejora procesos reproductivos en cautiverio. El objetivo del estudio
fue evaluar semen de dorada con tres crioprotectores internos a dos porcentajes de
inclusién. Se utilizaron reproductores en fase espermiacién (n=12), inducidos con 5
mg de extracto hipofisario de carpa/Kg. Seis horas después el semen fresco (SF) fue
colectado y diluido en soluciones crioprotectores compuesta por glucosa 6%, yema
de huevo 12% vy los crioprotectores dimetilsulféxido (DMSO), dimetilacetamida
(DMA) y etilenglicol (EG) a porcentajes de inclusién de 5y 10%; luego empacado en
pajillas de 0.5 mL y congelado con vapores de nitrégeno. El semen fue descongelado
quince dias después en bafio serolégico. La calidad del SF, precongelado (SP) y
descongelado (SD) fue evaluada con el software SCA® (Sperm Class Analyzer). Fue
evaluada la movilidad total (Mt), tipos de movilidad, velocidades, progresividad total
y concentracién espermdtica. En SD se estimaron los dafios en membrana espermatica
(D-Mem), mitocondria (D-Mit) y fragmentacién de DNA (F-DNA) mediante
citometria de flujo. La Mt del SF fue de 97.0+7.0%, en SP fue de 82.5+17.9% y en SD
de 45.4+13.6%; siendo mayor cuando fue tratado con DMSO10% (p<0.05). En SD
los D-Mem oscilaron de 62.1+18.8% (DMA 5%) y 49.89.8% (DMSO 5%); los D-Mit
de 59.4+14.8% (DMA5%) a 83.4+4.2% (DMSO10%) y FDNA entre 9.5+14.0%
(EG10%) y 1.64£0.2% (DMA10%) (p>0.05). Los resultados obtenidos permiten inferir
que los crioprotectores evaluados incluidos a 5y 10%, son una alternativa viable parala
crioconservacion de semen de dorada.

Palabras claves: Dimetilacetamida, dimetilsulfoxido, etilenglicol, peces reofilicos,
reproduccion.

Abstract

Cryopreservation allows the conservation of genetic resources of fish in danger
of extinction and improves reproductive processes in captivity. This research
aimed to evaluate semen from dorada with three cryoprotectants at two inclusion
percentages. Spermation phase breeding males (n=12) were used, induced with 5
mg of carp pituitary extract/Kg. Six hours later, fresh semen (SF) was collected and
diluted in cryoprotectant solutions composed of glucose 6%, egg yolk 12% and the
cryoprotectants dimethylsulfoxide (DMSO), dimethylacetamide (DMA) and ethylene
glycol (EG) at inclusion percentages of 5 and 10%; then packed in 0.5 mL straws and
frozen with nitrogen vapors. The semen was thawed fifteen days later in a serological
bath. The quality of the FS, pre-frozen (PS) and thawed (TS) was evaluated with the
support of the SCA® software (Sperm Class Analvzer). Total motility (Mt), tvpes
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of motility, velocities, total progressivity and sperm concentration were evaluated. Damage to the sperm membrane (D-Mem), mitochondria
(D-Mit) and DNA fragmentation (F-DNA) were measured by flow cytometry in TS. The Mt of SF was 97.0+7.0%, in SP it was 82.5+17.9%
and in SD it was 45.413.6%, being higher when treated with DMSO10% (p <0.05). In TS, the D-Mem ranged from 62.1+18.8% (DMA 5%) to
49.89.8% (DMSO 5%), the D-Mit from 59.4+14.8% (DMA 5%) to 83.4+4.2% (DMSO 10%) and F-DNA between 9.5+14.0% (EG10%) and
1.6+0.2% (DMA10%) (p>0.05). The results allow us to infer that the evaluated cryoprotectants, including 5 and 10%, are a viable alternative for
the cryopreservation of dorada sperm.

Keywords: Dimethylacetamide, dimethylsulfoxide, ethyleneglycol, rheophilic fish, reproduction.

Resumo

A criopreservagio permite a conservagio dos recursos genéticos de peixes em perigo de extingio e melhora os processos reprodutivos em cativeiro.
O objetivo do estudo foi avaliar o sémen de dorada com trés crioprotetores internos em duas porcentagens de inclusio. Doze machos foram usados
na fase espermética ¢ foram induzidos com 5 mg de extrato de hipéfise de carpa/Kg. Seis horas depois, o sémen fresco SF foi coletado ¢ diluido em
solugio crioprotetora composta por 6% de glicose, 12% de gema de ovo e crioprotetores internos dimetilsulféxido (DMSO), dimetilacetamida
(DMA) e etilenoglicol (EG) nas porcentagens de inclusao de 5 ¢ 10%; em seguida, embalado palhetas de 0,5 mL e congelado com vapores de
nitrogénio. O sémen foi descongelado quinze dias depois em banho soroldgico. A qualidade do SF, pré-congelado (SP) e descongelado (SD) foi
avaliada com o software SCA® (Sperm Class Analyzer). Foram avaliados a mobilidade total (Mt), tipos de mobilidade, velocidades, progressividade
total ¢ concentragio espermdtica. Em SD, danos & membrana espermética (D-Mem), mitocondrias (D-Mit) ¢ fragmentagio de DNA (F-DNA)
foram estimados por citometria de fluxo. O SF apresentou Mt de 97,0+7,0%; enquanto SP de 82,5+17,9% e DP de 45,4+13,6% foram maiores
quando tratados com DMSO10% (p <0,05). Em SD, o D-Mem variou de 62,1+18,8% (DMA 5%) a 49,89,8% (DMSO 5%), o D-Mit de
59,4+14,8% (DMA 5%) a 83,4+4,2% (DMSO 10%) e F-DNA entre 9,5 + 14,0% (EG10%) ¢ 1,6 + 0,2% (DMA10%) (p> 0,05). Os resultados

obtidos permiteram inferir que os crioprotetores avaliados, incluido a 5 ¢ 10% ¢ uma alternativa vidvel para a criopreservagao de sémen de dorada.

Palavras-chaves: Dimetilacetamida, dimetilsulféxido, etilenoglicol, peixes reofilicos, reprodugio.

Introduccién disminuir la presion sobre las poblaciones silvestres
ejercida por los piscicultores para la obtencion de
nuevos sementales. Ademas, ofrece ventajas porque
optimiza los procesos reproductivos en cautiverio de
especies con maduracién gonadal asincrénica y ciclos

reproductivos estacionales (Espinosa, 2013), asi como

La dorada Brycon sinuensis es un pez reofilico, endé-
mico de la cuenca del rio Sind, con importancia pis-
cicola (Morales y Lasso, 2011); en razon a su rapido
crecimiento, facil adaptacion a dietas comerciales y al
cautiverio. La construccion de la hidroeléctrica Urrg,

fragmento el rio Sind a la altura de Angostura de Urrg,
lo cual afecté su migracion aguas arriba y generé dis-
minucion de sus areas de desoves (Atencio-Garcia,
2000). Ademas, la construccion de un dique de re-
presamiento en el cano de Betanci, impide el ingreso
de las larvas a la ciénaga para continuar con su ciclo
biolégico durante la temporada reproductiva; lo cual
anul6 a la ciénaga de Betanci, como lugar de cria y
alimentacion de la dorada y de las demas especies de
peces migradores (Atencio-Garcia, 2000). Estas altera-
ciones ha llevado a que la dorada sea categorizada
como especie casi amenazada en el Libro Rojo de Pe-
ces de Agua Dulce de Colombia (Mojica et al., 2012).

La criopreservacion es una herramienta biotecnolégi-
ca que permite la conservacion de especies amenaza-
das o en peligro de extincion (Bobe y Labbé, 2010), ya
que permite un manejo simplificado de los reproduc-
tores, disminuyendo su nimero y posibilitando tener
semen durante y fuera del periodo de reproduccién
de la especie (Cabrita et al, 2010), contribuyendo a

un uso eficiente del semen durante los procesos de
reproduccion artificial (Lahnsteiner et al., 2004).

Los diluyentes o agentes crioprotectores tienen como
funcion proteger la integridad del espermatozoide de
la accion toxica de los productos generados por su
propio metabolismo durante el proceso de criocon-
servacion y reducir la temperatura de congelacion del
medio en el que se encuentran suspendidas las células
para disminuir o contrarrestar la formacién de cristales
de hielo (Cabrita et al,, 2001). La determinacion del
porcentaje de inclusion del crioprotector es importan-
te porque define la capacidad de proteccion a la célula
espermatica y reduce la toxicidad sobre la misma.

Sin embargo, al tratar de utilizar protocolos de criocon-
servacion exitosos en algunas especies de peces en
otras especies los resultados no han sido los mejores,
debido a que se considera un proceso especie-especifi-
co (Cabrita 2014). Para que un protocolo de crioconser-
vacion de semen de una especie de pez sea exitoso es

ORINOQUIA - Universidad de los Llanos -Villavicencio, Meta. Colombia. 2021 Julio/Diciembre; 25(2): 15-24



Crioconservacion de semen de dorada (Brycon sinuensis)
con diferentes crioprotectores a dos porcentajes de inclusion

necesario ajustar cada uno de los factores considerados
criticos en este proceso; entre los cuales se destacan la
recoleccion del semen, la composicion del diluyente, la
concentracion del crioprotector y las curvas de conge-
lacion y descongelacion (Tiersch, 2008).

El proceso de crioconservacion ocasiona dafos a
las células espermaticas producidos por los choques
térmicos, la formacion de hielo, el estrés toxico y os-
motico en las fases de precongelacién, congelacion y
descongelacién (Dietrich et al., 2015). Se ha sugerido
que la mayoria de los criodafios ocurren en el rango
de temperatura entre 0 y -40°C, ocasionados princi-
palmente por la remocion de calor y la aplicacion de
los crioprotectores (Muchlisin y Siti, 2009). Ademas, se
han reportados dafos a nivel de membrana plasmati-
ca, mitocondrias, DNA y morfologia celular del semen
crioconservado que afectan la viabilidad espermatica
y en dltimas su capacidad fertilizante (Dietrich et al.,
2015; Xin et al., 2020).

En el proceso de crioconservacién la membrana plas-
madtica es la primera estructura en ser afectada por los
cambios en la composicién quimica o choques térmi-
cos y se sugiere que la resistencia del espermatozoide
a la congelacion y toxicidad del medio es influenciada
por la composicion quimica de lipidos y proteinas que
constituyen la membrana (Muchlisin y Siti, 2009); sien-
do la membrana plasmatica una estructura importante
en la activacién de la movilidad (Bobe y Labbé, 2010).
La morfologia e integridad de las mitocondrias tam-
bién se consideran factores clave en la funcionalidad
del espermatozoide y su dafo disminuye la movilidad
de las células, asi como los niveles de ATP después
de la congelacion y descongelacion (Figueroa et al.,
2017); considerandose el estrés oxidativo como una
de las principales causas del dano mitocondrial (Cabri-
taetal, 2010). La integridad del DNA espermatico esta
asociado al éxito de la fertilizacién, desarrollo normal
de los embriones o su descendencia (Cordelli et al.,
2005); convirtiéndose la fragmentacion del DNA en
una variable de importancia para predecir el fracaso
o éxito de la fertilizacion (Li et al., 2008) y por tanto
del proceso de crioconservacion. El estrés oxidativo ha
sido sefalado como uno de los mecanismos responsa-
bles de la fragmentacién del DNA como consecuencia
de la oxidacién de bases especificas que podrian ocu-
rrir durante el proceso de crioconservacion (Aitken et
al., 2012).

El desarrollo de programas de mejoramiento de la pro-
ductividad en la piscicultura ha llamado la atenciéon
durante los dltimos afos, razén por la cual, la elabo-

racion de un protocolo para la crioconservacion de
semen de dorada seria una herramienta importante
para la reproduccién en cautiverio y una estrategia
para la conservacion de esta especie, por tal motivo,
el objetivo del presente estudio fue evaluar la criopre-
servacion de semen con tres crioprotectores internos:
dimetilsulféxido (DMSO), dimetilacetamida (DMA) y
etilenglicol (EG), incluidos a dos porcentajes (5 'y 10%)
para contribuir a los programas de fomento piscicola y
conservacion de esta especie.

Materiales y métodos

Sitio de estudio y material biolégico

El estudio se realiz6 en el Instituto de Investigaciones
Piscicolas de la Universidad de Cérdoba (CINPIC), mu-
nicipio de Monteria, ubicado en el norte de Colombia
(Latitud: 8°47.5" N; Longitud:75°51.8" W). Se utiliza-
ron machos (n=12) con edad de dos a tres anos en
fase de espermiacion, los cuales fueron trasladados a
piletas circulares (4 m?), con flujo de agua constante (5
L/min), donde permanecieron durante 48 horas, para
adaptarlos a las condiciones experimentales y reducir
el estrés generado por la manipulacion y cambio de
ambiente. Los reproductores se indujeron hormonal-
mente con extracto pituitario de carpa (Argent, USA)
en dosificacion de 4 mg/Kg de peso vivo en aplicacion
Unica (Atencio et al.,, 2017).

Para la extraccion del semen los animales fueron tran-
quilizados con Eugenol (Proquident, Col) a razén de
100 ppm, para reducir el estrés por manipulacion.
El semen se obtuvo seis horas después de la induc-
cion hormonal, por medio de masajes abdominales
en sentido craneo-caudal. Los peces fueron envueltos
en toallas hiumedas, secados suavemente en la region
de la papila urogenital con papel toalla y luego de ex-
pulsada la orina y heces para evitar contaminacion, se
realizé suave presion en la region ventral para la reco-
leccion del semen. El semen fue recolectado en tubos
Eppendorf graduados de 2 mL y fue descartado el que
registr6 contaminacion con orina, sangre o heces. Las
muestras obtenidas, fueron mantenidas bajo condicio-
nes de laboratorio (26x£1°C), para las evaluaciones de
calidad del semen fresco, la cual sirvié como referencia
para evaluar el semen precongelado y descongelado.

Evaluacion seminal

La movilidad del semen fresco, precongelado y des-
congelado, se estim6 con ayuda de un microscopio
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optico de contraste de fase (Nikon, E50i, Japén) y el
programa asistido por computadora para andlisis de
semen Sperm Class Analyzer SCA® (Microptic SL, SCA
VET 01, Espafa); para lo cual una muestra de 0.25 L
de semen y 75 L de agua bidestilada (dilucién 1:300)
fueron depositados en una cdmara de conteo Makler
(Sefi Medical Instruments, Israel). Las muestras fueron
analizadas en un periodo de cuatro segundos por
el SCA®, obteniéndose la movilidad total y tipos de
movilidad (rapidos, medios y lentos) y porcentaje de
espermatozoides inméviles. Los porcentajes de esper-
matozoides rapidos fueron aquellos con velocidades
mayores a 100 pm/seg, los medios con velocidades
entre 45 y 100 um/seg y lentos entre 10 y 45 um/
seg (Atencio-Garcia et al, 2017; Cruz-Casallas et al.,
2006). El SCA® también estimo las velocidades curvili-
nea (VCL) y lineal (VSL); asi como la progresividad total
(Cruz- Casallas et al.,, 2006). El semen precongelado se
evaluo6 a los cinco minutos de exposicion del semen
fresco en la solucién crioprotectora (tiempo de equi-
librio).

La concentracion espermatica se estimé tomando una
muestra de 1 pL de semen la cual fue mezclada con
699 pL de glucosa 6% en un Eppendorf de 2 mL (di-
lucion 1:700), la mezcla fue homogenizada durante
cinco segundos en un voértex a 1200 rpm (Velp Scienti-
fic, Zxclasic, China) (Cruz- Casallas et al,, 2006); luego
10 pL del semen diluido fue colocado en una camara
Makler (Sefi Medical Instruments, Israel) y con ayuda
de un microscopio 6ptico de contraste de fase (Nikon,
E50i, Japon) y el programa SCA® fue estimada la con-
centracion espermatica. Este procedimiento se realizé
por triplicado para obtener un valor promedio de la
concentracion espermadtica, y no se permitié una dife-
rencia mayor al 10% entre las lecturas; en tal caso se
repitio el proceso.

El tiempo de activacion se determiné solo en semen
fresco desde el instante en que se adiciond la solu-
cion activadora (agua bidestilada) hasta que aproxima-
damente el 90% de los espermatozoides dejaron de
moverse.

Tratamientos y diluyentes

Se utilizé como diluyente una solucion de glucosa 6%
(p:v 0.33 M) (Protokimica, Col), yema de huevo 12%
(p:v) y DMSO (Merck, Alemania), o DMA (Sigma Che-
mical, USA) o EG (GmbH, Alemania) a dos porcentajes
de inclusién (5 o 10%, v:v). De este modo se obtuvie-
ron seis tratamientos (DMSO5%, DMSO10%, DMA5%,

DMA10%, EG5% y EG10%) y semen fresco (SF) como
control. Se realizaron tres ensayos y cada tratamiento
se evalué por triplicado para un total de nueve repe-
ticiones. Para el empaque se utilizé un pool (mezcla)
de semen de por lo menos tres machos por tratamien-
to, el cual debi6 tener una movilidad total minima de
90%, el semen fue diluido en proporcion 1:4 (Velas-
co-Santamaria et al.,, 2006) a temperatura de 26£1°C.
Las muestras de semen permanecieron durante cinco
minutos expuestas (tiempo de equilibrio) a la solucién
crioprotectora (semen precongelado, SP), luego se
tomo una alicuota de 1 mL, a la cual se le realizaron
las pruebas de movilidad y velocidades espermaticas
(VSL, VCL) para tener un patrén de comparacion con el
semen descongelado (SD) y analizar los posibles efec-
tos provocados por la concentracion del crioprotector
y/o el proceso de crioconservacion. Posteriormente la
mezcla fue empacada en pajillas de 0.5 mL (Gmbh,
Alemania) selladas con polivinilo e introducidas en un
termo (dry shipper) de vapores de nitrégeno liquido
de 4 L (MVE, SC 4/2v, USA) por 30 minutos; inme-
diatamente después, las pajillas fueron trasladadas a
un termo de almacenamiento 34 L (MVE, XC 34/18,
USA) y sumergidas directamente en nitrégeno liquido
(Cruz-Casallas et al, 2006b) hasta el momento de la
descongelacion.

Descongelacion del semen

El semen fue descongelado 15 dias después del proce-
so de congelacion, por inmersiéon directa en un bano
serolégico (Mermmert, WNB 7, Alemania) mediante
una curva de descongelacién de 35°C durante 60 se-
gundos (Cruz-Casallas et al,, 2006b), seguidamente se
evalué movilidad y velocidad espermatica, fragmenta-
cién del DNA y dafo de la membrana y las mitocon-
drias.

Evaluacion de daiios

Darios en la membrana espermadtica y mitocondrias.
Se evalu6 en semen descongelado, para lo cual se to-
maron alicuotas de 10 plL, esta muestra se tind con
1 mL de solucion compuesta por yoduro de 3,3'-di-
hexiloxacarbocianina DiOCe(3) (70 nM) y loduro de
Propidio (IP) (Sigma Chemical, USA) a razéon de 2 pg/
mL y se incubé por 20 minutos en completa oscuri-
dad, posteriormente se analizé6 mediante citometria de
flujo. La tincién con DiOCe(3) permitio distinguir las
células con alta captacion de DiOCeg(3) (viables), baja
captacion (con dano en mitocondria y sin dafo en la
membrana espermatica) y la tincion con IP indico las
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alteraciones de la membrana espermatica. Se utilizé
un citbmetro FACS CANTO Il (BD Biosciences, USA) me-
diante la excitacion de laser de 488 nm vy la deteccion
de la fluorescencia a 530/30 nm y 670 nm, para el
DIOCs(3) y el IP, respectivamente. Los resultados se
expresaron en porcentajes de espermatozoides con
danos en mitocondria y espermatozoides con dafio en
membrana (Padilla 2014).

Fragmentacion del DNA. Se evalué en semen des-
congelado, tomando alicuotas de 100 pL, las cual se
fij6 con 300 pL de etanol 70% (Sigma Chemical, USA),
posteriormente se incub6 por 4 horas a 4°C, luego se
lavé con PBS ultrafiltrado BD libre de calcio con agita-
cién mecanica en vértex, se centrifugaron a 2500 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Se descarté el sobrenadan-
te y el precipitado se resuspendié en 300 uL de IP +
RNasa A (20 u) por cada millén de células; se mezclo
en vortex y se incubaron en la oscuridad por 20 minu-
tos a temperatura ambiente y finalmente se analizaron
por citometria de flujo. Se utilizé un citémetro LSR 2
FORTESSA (BD Biosciences, USA) para el andlisis de las
muestras, se excitaron con un laser de fase sélida a
355 nm vy se analizaron la fluorescencia a 450/50 nm.
Los resultados se expresaron en porcentajes células
haploides con DNA fragmentado (Padilla 2014).

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como promedio £ des-
viacion estandar. Se utilizé un disefio completamente

aleatorizado con arreglo factorial 3x2. Fue estableci-
do el factor A como la solucién crioprotectora, la cual
estaba compuesta por tres niveles (DMSO, DMA, EG)
y el factor B como el porcentaje de inclusion del crio-
protector (5, 10%). A todas las variables analizadas se
les realizé pruebas de normalidad (Prueba Kolmogoé-
rov-Smirnov) y de homogeneidad de varianza (prueba
Barlett). Una vez fueron cumplidos los supuestos de
normalidad y homocedasticidad fue evaluado el efec-
to de cada factor y su interaccién en cada pardametro
analizado mediante andlisis de varianza (ANOVA) vy
cuando se encontré diferencia significativa se realizé
la prueba de rango muiltiple de Tukey. En todos los ca-
sos p<0.05 fue utilizado como criterio estadistico para
revelar diferencia significante. Todos los analisis esta-
disticos se realizaron con el software R version 3.3.2
(2017) para Windows.

Resultados

El semen fresco de dorada (n=12) presenté color en el
rango de amarillo a amarillo pardo, volumen seminal
promedio de 1.2£0.3 mL, movilidad superior a 90%,
tiempo de activacion de 37.1£1.5 s y una concentra-
cién espermdtica de 17524.0x10°£3542.4 espermato-
zoides/mL.

La tabla 1, registra los valores promedios de algunas
caracteristicas del semen fresco y precongelado con
DMSO, DMA y EG a dos porcentajes de inclusion (5
y 10%). Los valores de movilidad total (97.0£7.0%),

Tabla 1. Caracteristicas seminales del semen fresco (control) y precongelado de dorada Brycon sinuensis con tres crioprotectores

a dos porcentajes de inclusion (5 0 10%). DMSO, dimetilsulféxido; DMA, dimetilacetamida; EG, etilenglicol.
Letras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05) (n=12).

; Semen Semen precongelado
Parametro
fresco DMSO5% DMSO10% | DMA5% | DMA10% EG5% EG10%
Mt (%) 97.0+7.0 73.7£17.2b¢ | 82.5417.9% | 31.7£5.1¢ | 33.1+1.4¢ | 59.9+11.8%9 | 43.5+6.8%
Rapidos (%) 53.1£27.12 6.6+4.8P 9.3+6.8P 0.2¢0.1P | 0.1£0.2P 1.4+0.8> 0.9+0.5P
Medios (%) 32.3+19.12 | 26.8+12.9%¢ | 28.6+15.5% | 1.420.49 | 2.4£1.19 | 11.245.7bcd | 5242 g8cd
Lentos (%) 11.6£11.84 | 40.3+1.62>¢ 44.7413.2% | 30.0£4.7¢ | 30.620.2Pc | 47.3%£5.32 | 37.4+3.92bc
Inméviles (%) | 3.0£7.0® 26.3+17.2¢d 17.5%17.9% | 68.3%£5.12 | 66.9+1.4% | 40.1£11.8>¢ | 56.5+6.82
VCL (um/s) 92.0+23.0° | 48.1£11.2° 48.6£14.00 | 20.0£1.7¢ | 21.242.4° | 32.24#4.1b¢ | 27.2+4.3bc
VSL (um/s) 42.0£11.22 20.942.6" 24.3+6.20 4.4£12° | 5.6£1.1¢ 9.3+1.8¢ 7.741.0¢
Pt (%) 60.6+23.72 15.65.5P 20.6%8.7° 0.5+0.4P 1.0+0.8P 4.3+2.0b 2.7+0.4P

Mt, movilidad total; VCL, velocidad curvilinea; VSL, velocidad lineal; Pt, progresividad total.
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progresividad total (60.6£23.7%); asi como las veloci-
dades curvilineas (92.0£23.0 um/s) y lineal (42.0£11.2
um/s) fueron mayores en semen fresco, observandose
diferencia significativa con los valores que registré el
semen precongelado en los diferentes tratamientos
(p<0.05). Del semen precongelado la mayor movilidad
total fue registrada con DMSO 5y 10% (73.7£17.2 y
82.5+£17.9%), asi como los menores porcentajes de es-
permatozoides estaticos respectivamente (26.3%£17.2
y 17.5+17.9%) (p<0.05).

La tabla 2, registra los valores promedios de algunas
caracteristicas del semen descongelado con DMSO,

DMA vy EG a dos porcentajes de inclusion (5 y 10%)
y su comparacion con semen fresco. El semen fresco,
fue estadisticamente diferente al semen descongelado
en todos los tratamientos (p<0.05). En el semen des-
congelado la mayor movilidad total fue registrada con
DMSO 5y 10% (40.5+8.7 y 45.4%£13.6%), asi como el
menor valor de espermatozoides estaticos respectiva-
mente (59.5£8.7 y 54.6£13.6%) (p<0.05). La movilidad
total, porcentaje de espermatozoides lentos, inméviles
y velocidades espermaticas (VCL, VSL) del semen des-
congelado con DMA, bien sea al 5 0 10%, mostré valo-
res similares a los registros del semen precongelacion.

Tabla 2. Caracteristicas seminales del semen fresco (control) y descongelado de dorada Brycon sinuensis con tres crioprotectores
a dos porcentajes de inclusion (5 0 10%). DMSO, dimetilsulféxido; DMA, dimetilacetamida; EG, etilenglicol.
Letras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05) (n=12).

5 Semen Semen descongelado
Parametro
fresco DMSO5% | DMSO10% | DMA5% | DMA10% EG5% EG10%
Mt (%) 97.0£7.08 | 40.5+8.7°¢ | 45.4+13.6P | 34.8+5.8°d | 32.1+7.64 33.9¢7.449 | 32.7+5.3d
Rapidos (%) 53.1427.12 | 2.5+2.4b 2.241.9b 2.142.9b 2.142.2b 2.6+3.5P 2.042.1b
Medios (%) 32.3£19.12 | 6.2+2.8P 8.0%4.0P 4.143.2b 4.0%3.3b 5.1+4.1P 4.7+2.8b
Lentos (%) 11.6£11.8¢ | 31.7#9.23> | 352+11.8> | 28.6£6.6" | 25.946.2b 26.2£5.2> | 26.0£5.7°
Inméviles (%) 3.0¢7.09 | 59.548.7b¢ 54.6%13.6 | 65.245.8 | 68.0£7.6 66.1£7.42 67.3%5.32
VCL (um/s) 92.0423.0° | 27.6%3.7° 28.2+3.9P 24.145.7> | 25.345.3P 26.3+5.9 | 26.4%3.2P
VSL(um/s) 42.0£11.22 | 10.0£2.%b 10.1£2.2P 6.7£3.0¢ 6.9+2.7¢ 8.0£3.5bP¢ 7.9+2.3bc
Pt (%) 60.6£23.7 | 4.8+3.7P 5.4+3.6P 4.0£5.0P 3.944.0P 4.9+5.9P 4.0+3.9b

Mt, movilidad total; VCL, velocidad curvilinea; VSL, velocidad lineal; Pt, progresividad total.

Los porcentajes de dafos en mitocondrias (D-Mit), en
membrana espermatica (D-Mem) y la fragmentacion
de DNA (F-DNA) del semen descongelado de dorada
se muestra en la tabla 3. Los D-Mit oscilaron entre
83.424.2% (DMSO10%) y 59.4+14.8% (DMA5%),
sin observarse diferencia estadistica entre estos va-
lores (p>0.05). Los danos en membrana espermatica
(D-Mem) oscilaron entre 62.1£18.8% (DMA5%) vy
49.849.8% (DMSO5%), sin observarse diferencia es-
tadistica entre estos valores (p>0.05); mientras que
F-DNA oscilé entre 9.5+14.0% (EG10%) y 1.6£0.2%
(DMA10%), sin observarse diferencia estadistica entre
estos valores (p>0.05).

Los efectos de los factores evaluados (crioprotector
y porcentaje de inclusién) en la calidad del semen
criopreservado de dorada se presentan en la tabla 4.
El factor crioprotector afecté altamente las variables
de calidad seminal, caso contrario pasé con el factor

Tabla 3. Dafios en membrana espermitica (D-Mem),
mitocondrias (D-Mit) y fragmentacién del DNA (F-DNA)
en semen crioconservado de dorada Brycon sinuensis con tres
crioprotectores a dos porcentajes de inclusion (5 o 10%).
DMSO, dimetilsulféxido; DMA, dimetilacetamida;

EG, etilenglicol. Letras diferentes indica diferencia

significativa (p<0.05).

Tratamiento | D-Mem (%) | D-Mit (%) | F-DNA (%)
DMSO5% 49.8+9.8? 78.9+3.22 7.9%£10.92
DMSO10% 55.5£1.67 83.4+4.22 6.69.7°
DMA5% 62.1£18.87 | 59.4+£14.8° 3.2£2.99
DMA10% 58.5£11.9°2 76.0£3.72 1.6£0.22
EG5% 59.8£1.02 63.1£22.0° 8.1+£11.72
EG10% 55.8%£1.6% 62.4+35.1° 9.5+14.02
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porcentaje de inclusion e interaccion de las variables,
los cuales no tuvieron efecto, en los porcentajes de
inclusion evaluados (5 o 10%) sobre las variables ana-
lizadas.

Tabla 4. Efectos factores y su interaccién sobre la calidad del
semen criopreservado-descongelado de dorada.
** altamente significativa (p<0.001).

Factor B ..
2 Factor A . Interaccion
Parametros . Porcentaje
Crioprotector . . AxB
inclusion
Movilidad total rx ) )
(%)
Répidos (%) el - -
Medios (%) el - R
Lentos (%) e - R
Estaticos (%) e - R
Progresividad rx
Total (%) . .
Velocidad e

curvilinea (um/s)

Velocidad lineal -
(um/s)

Danos en
membrana

Danos en
mitocondria

Fragmentacion
del DNA

Discusion

El semen fresco dorada utilizado en el presente es-
tudio, fue colectado en el inicio de la temporada re-
productiva (marzo-abril) y registr6 alta movilidad total
(>95%); lo cual sugiere un semen de buena calidad.
Estudios previos con espermatozoides de dorada re-
gistraron tiempo de activacién (33.7 s) y concentra-
cién espermatica (12393.1 x10° espermatozoides/ml)
(Atencio et al., 2017) similares a los reportados en el
presente estudio.

En semen precongelado la movilidad total, tipos de
movilidad y velocidad espermatica disminuyeron con
relacion a SF (p<0.05); pero cuando fue utilizado DMA,
a 5 0 10%, la movilidad total y las velocidades esper-
maticas (VCL, VSL) se redujeron a menos de la tercera
parte y el porcentaje de espermatozoides estaticos se
incrementé alrededor de veinte veces con relacion
a semen fresco. Mientras que el semen tratado con

DMSO 10% fue el que registré la mejor cinematica es-
permatica en la fase de precongelacion. En esta fase
los efectos sobre la movilidad, tipos de movilidad y
velocidad espermatica se sugieren como consecuen-
cia del choque hiperosmético y la toxicidad del crio-
protector. Segiin Maulida et al. (2021) cada solucién
crioprotectora presenta ventajas y desventajas particu-
lares debido a que cada especie de pez requiere un
criprotector especifico a una concentracién 6ptima.

En el presente estudio todas las soluciones criopro-
tectoras fueron altamente hiperosméticas (>1500
mOsmol/Kg). Cuevas-Uribe et al. (2011) atribuyeron
la disminucion de la movilidad a las altas presiones
osmoticas provocadas por las altas concentraciones
del crioprotector asi como a los efectos téxicos de los
crioprotectores. Padilla (2014) sefal6 que desde el
mismo momento en que el semen entra en contacto
con la solucién crioprotectora se produce dafos en
las mitocondrias y membrana espermatica como con-
secuencia del choque hiperosmético y la toxicidad del
crioprotector y que estos dafos se incrementan du-
rante los procesos de congelacion y descongelacion
y la magnitud de los danos criogénicos puede resultar
en la disminucion de la movilidad en asociacién con
reduccion de la velocidad vy la fertilidad. Martinez y
Pardo (2010) sugirieron que disminucion de la movi-
lidad total y velocidad espermatica en la precongela-
cion, esta relacionada con la alteracién de la sintesis
de las proteinas implicadas en la produccion energé-
tica celular y las reservas de ATP. He y Woods (2004)
reportaron que el nivel de ATP del semen preconge-
lado de Morone saxatilis disminuyé considerablemen-
te cuando el crioprotector entré en contacto con las
células espermaticas. Golpour et al. (2016, 2017) afir-
man que los compartimentos subcelulares de los es-
permatozoides de peces, incluidos el acrosoma (caso
esturiones), nucleo (cabeza), pieza intermedia, flagelo,
citosol y membrana plasmatica, son vulnerables a los
danos criogénicos que conducen a la discapacidad de
la funcién celular (Nynca et al,, 2015).

En semen descongelado los resultados de movilidad
total, tipos de movilidad y velocidad indican que los
espermatozoides fueron afectados por los procesos
de congelacion y descongelacion. Después de la des-
congelacién se observé menos del 5% de espermato-
zoides rapidos, los medios se redujeron a menos del
10%, aumentaron los espermatozoides lentos y estati-
cos y disminuyeron las velocidades espermaticas (VCL,
VSL). El semen tratado con DMA a los dos porcentajes
de inclusion (5 y 10%), luego de descongelado man-
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tuvieron estables sus valores de cinematica esperma-
tica en comparacion con el semen precongelado. Sin
embargo, DMSO a los dos porcentajes de inclusién
registr6 una marcada reduccién de la cinematica es-
permatica de casi el 50% de los valores obtenidos en
la precongelacion. Este comportamiento permite su-
gerir que, para el semen de dorada, DMSO tiene un
efecto menos toxico como crioprotector, pero ofrece
menos proteccion contra los choque térmico durante
los proceso de congelacion y descongelacién; com-
portamiento inverso al observado para DMA quien po-
siblemente tenga un efecto mas toxico como agente
crioprotector en la fase de precongelacion, pero ejer-
ce una mejor proteccién sobre el espermatozoide en
los procesos de congelacion y descongelacion

En semen descongelado el dafio a nivel de membra-
na oscilé entre 62.1£18.8% (DMA5%) y 49.8+£9.8%
(DMSO5%). Se ha sugerido que los cambios que ocu-
rren en la membrana plasmatica durante la criocon-
servacion estan fuertemente asociados con el tipo de
crioprotector, el nivel de inclusién y el diluyente que
podrian ocasionan apoptosis celular, que junto con los
danos en mitocondrias ocasionan la disminucién de la
movilidad y velocidad espermatica (Marco-Jiménez et
al., 2006). Cabrita et al. (2001) senalaron que durante
el proceso de congelacion y descongelacion la sensi-
bilidad de la membrana produce cambios en la esta-
bilidad y aumento de la fragilidad de la misma, lo que
resulta en un incremento de su permeabilidad al agua
y a cationes, que provoca un estrés osmotico; ademas
durante la descongelacién, se produce un flujo de agua
al interior de la célula, lo cual puede causar la ruptura
de la membrana (Drokin, 1998). Igualmente, los proce-
sos de deshidratacion o hidratacién provocan friccién
excesiva del agua superando la capacidad de difusion
de la membrana del esperma (Muldrew y McGann,
1990). La velocidad de difusién del crioprotector a tra-
vés de la membrana plasmatica puede verse afectada
también por el aumento en la proporcién de colesterol
en la membrana durante el descenso de temperatura,
ya que, al aumentarlo para proporcionarle una mayor
estabilidad mecanica, la permeabilidad de la membra-
na a pequenas moléculas disminuye, afectando asi la
penetracion del crioprotector a la célula (Spinel, 2002).
El dafo a la membrana plasmatica produce la pérdida
de componentes intracelulares como proteinas y en-
zimas, asi como otros componentes que coeluyen en
la reduccion de la actividad metabdlica y, en conse-
cuencia, a una disminucién en la calidad espermatica
(Li et al., 2010). Dietrich et al. (2015) mediante analisis
proteémico del liquido seminal después de la criocon-

servacion encontraron alteracion en varias proteinas
implicadas en mdiltiples funciones asociadas principal-
mente con el metabolismo, asi como la repuesta al
estrés, senal de transduccion, apoptosis, transcripcion,
translacion, plegamiento de proteinas y reparacion del
DNA; estas alteraciones de las proteinas comprometen
funciones fisiologicas como movilidad, capacidad fer-
tilizante y eventos iniciales después de la fertilizacion.

En semen descongelado tampoco se evidencié que
la intensidad del dafo en mitocondria estuviera aso-
ciada al crioprotector, asi como a su nivel de inclu-
sion. El estrés oxidativo se considera como una de las
principales causas del dano mitocondrial (Cabrita et
al.,, 2010), debido a que promueve la liberacion de es-
pecies reactivas de oxigeno (ROS) las cuales afectan
la eficiencia respiratoria mitocondrial (Ferramosca et
al., 2013); también se sugiere como posible causa del
dano mitocondrial los cambios morfolégicos ocurridos
en la pieza media del espermatozoide que afectan la
pérdida de la envoltura densa de las mitocondrias (Yao
et al.,, 2000). La pérdida de la funcionalidad mitocon-
drial reduce el potencial de la membrana mitocondrial
ocasionando pérdida de la movilidad y velocidad es-
permatica.

Un comportamiento similar fue observado en la frag-
mentacion del DNA, donde sin importar el criopro-
tector o su nivel de inclusién, no fueron observadas
asociaciones entre los distintos niveles de los factores
evaluados. La fragmentaciéon de DNA ocasionada por
la crioconservacion afecta el desarrollo del embrion
e incrementa la mortalidad de los embriones tempra-
nos (Zribi 2008). Se ha sugerido que el DNA nuclear
sufre fragmentacion debido a la generacion de espe-
cies reactivas de oxigeno (ROS) (Cabrita et al., 2014),
por lo que el estrés oxidativo ademas de modificar las
histonas presentes en el DNA nuclear, podria causar
efectos sobre la expresion de los genes (Chervona y
Costa 2012). Segtin Cabrita et al. (2014), las bases ni-
trogenadas en el DNA, en particular guanina, son el
principal objetivo de ataque de las ROS, generando
8-hidroxy,2 “-deoxyguanosina (80HdG); esta reaccion
debilita el enlace entre la guanina y la unidad de ribosa
adyacente, produciendo la pérdida de la base oxidada,
desestabilizando la estructura del DNA y resultando en
la fragmentacién de las hebras localizadas. Labbé et al.
(2001) encontraron que el dano del DNA del esperma-
tozoide crioconservado de trucha arco iris se relacio-
nd negativamente con la fertilizacién, no obstante, no
atribuyeron totalmente la baja capacidad fecundante
a la alteracion del DNA. Se ha sugerido que dafos en
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la cromatina tiene efectos importantes en el desarrollo
embrionario inicial mas que en la fertilizacién, en vir-
tud de su papel en el control de la expresion génica en
las primeras etapas del desarrollo embrionario (Delbés
etal., 2010).

Los resultados del presente estudio permiten concluir
que las mitocondrias, membrana plasmatica e integri-
dad del DNA del espermatozoide de dorada sufren
danos importantes en la fase de congelacion/descon-
gelacion cuando es crioconservado con DMSO, DMA y
ETG en inclusiones del 5y 10%; que afecta su cinema-
tica espermatica. En la congelacion/descongelacion el
nivel de inclusion del crioprotector (5 010%) es inde-
pendiente de los dafos que ocasiona en membranas,
mitocondrias y DNA; por lo cual se sugiere que una
solucion crioprotectora que incluya los crioprotecto-
res evaluados (DMSO, DMA, ETG), a los porcentajes de
inclusion (5 o 10%), en combinacién con glucosa 6 %
y yema de huevo 12%, utilizando una curva de des-
congelacion a 35°C durante 90 segundos es una alter-
nativa para la crioconservacién de semen de dorada.
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